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RESUMEN

En este trabajo se estudio la produccion de biastafites en cepas &seudomonas sp,
aisladas del sistema Churince del sistema acudétwalle de Cuatro Ciénegas Coahuila,
México, D.F. En primer lugar, se describe la praituc de biosurfactes por parte del
género Pseudomonas sp, en lo cual se describe la produccién, sintgsiaplicacion
biolégica de los diferentes biosurfactantes. Enusdg lugar, se describe la zona de
estudio. En tercer lugar, se muestra un screninghdecoleccion de cepas Bseudomonas

sp del Laboratorio de Evolucion Molecular del Ihgth de Ecologia, los resultados
obtenidos de aproximadamente 240 aislamientosa endl se presenta la caracterizacion
de Pseudomonas mosselii CCC77 con capacidad de producir ramnolipido, lal due
genéticamente inestable. En la cuarta parte, sestrauka caracterizacion taxonémica de
tres bacterias productoras de biosurfactantesaerudl se muestra un posible papel del
biosurfactante ecoldgico. Los resultados obtenidasstran un nuevo linaje endémico en
el valle dePseudomonas koreensis, en el cual se usaron técnica taxondémicas est&)dare
analisis filogenético de genes DNAr 168¢A y gyrB. El nuevo linaje se distingue por la
capacidad de producir biosurfactante comparado Rssudomonas koreensis, aislada
previamente de suelos agricolas en Korea. Adeendsisstra la evidencia que sugiere que
el biosurfactante secretado por las cepasPd&oreensis aisladas de CCC, tiene la
capacidad de competir cdh aurianticum m5G6 usado como modelo en los experimentos
de competencia. Por otro lado el extracto crudwagdo con acetato de etilo de las
P. koreensis del linaje de CCC inhiben el crecimiento Heaurantiacum m5-G6 y de

B. subtillus ATCC 6633. Basado en estos resultados proponemmdagproduccion del
biosurfactante por este nuevo linaje, podria segrtgran importancia ecoldgica y ademas

podria jugar un papel en la separacion del linaje. ¢oreensis en las aguas de CCC.



ABSTRACT

In this work we, study the production of biosurtads in strains oPseudomonas sp,
isolated from the aquatic system Churince the @u@ienegas valley Coahuila, Mexico,
DF. First, it describes the production of gend@shrfactans byseudomonas sp, which is
described in the production, synthesis and bioklgpplication of different biosurfactants.
Second, describes the study area. Third, it showsraning a collection of strains of
Pseudomonas sp of the Laboratory of Molecular Evolution, Inste of Ecology, the results
of approximately 240 isolates. We present the ataraation ofPseudomonas mosselii
CCC77, a rhamnolipid producing bacterium which @sd to be genetically unstable.
Four, is the taxonomic characterization of threesbifactant-producing bacterial isolates
from the Churince system at Cuatro Ciénegas BaSi@Bj in the Mexican State of
Coahuila, and the study of the possible role o$bitactant production in their ecology and
evolution. We determined that these isolates betongPseudomonas koreensis lineage
endemic to CCB, using standard taxonomical tectesggphylogenetic analysis of three
chromosomal loci and phenotypic characterizatiohis Tnew lineage has the distinct
capacity to produce a biosurfactant when compariéa pveviously reportedP. koreensis
isolates recovered from agricultural soils in Kord&e present evidence suggesting that the
biosurfactant secreted by COB koreensis strains is involved in their ability to compete
with a CCB E. aurantiacum strain (m5G) used as a model organism in competiti
experiments. Furthermore, the ethyl acetate extdoictculture supernatant of CCB
P. koreensis CCB lineage.P. koreensis strains results in growth inhibition not only of
E. aurantiacum m5G, but also of @acillus subtilis type strain (ATCC6633). Based on
these results we propose that the production o$upfactant could be of ecological

importance and could play a role in the separaticheP. koreensis CCB lineage.



3. CAPITULO |
Pseudomonas sp PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES

INTRODUCCION: Los biosurfactantes (BS) son moléculas anfifiliqa® reducen la
tension superficial del agua en la interfase y poyducidos por una gran variedad de
microorganismos (bacterias, hongos y levadurasyitea and Tyagi 2006). Debido a esta
propiedad, las moléculas de los tenso-activos smnilen la interfase de fluidos como son
los sistemas aceite-agua y aire-agua (Stoyastoal 2003). Ademas, la presencia de
biosurfactantes en un medio acuoso incrementalldidad en agua y la disponibilidad
de compuestos organicos, siendo ésta una de sufppies propiedades para su aplicacion
en el area de la biotecnologia ambiental para @ocen y biodegradacion de
contaminantes (Litet al. 1991). Ademas se ha reportado también que posemidad
antibacterial, anti-fangicas, anti-tumor, anti-npasmicas y anti-virales (Makkar and
Cameotra, 2002; Singh and Cameotra, 2004). Esté&cuolas son halladas en la naturaleza
con una amplia variedad de estructuras quimicas, cleales incluyen: glicolipidos,
lipopéptidos, lipoproteinas, acidos grasos, fosfdtis, lipidos particulados y poliméricos.
Los BS difieren de los surfactantes quimicos (gamente derivados del petréleo) por sus
propiedades de no ser toxicos, son mas efectivamsmpatibles con el ambiente (Nitschke
et al. 2005ab, Gautam and Tiagy 2006, Mukhergteal. 2006). Estos BS pueden ser
producidos usando una amplia variedad de materéalesjo costo o materias primas de
base agricola, son estables en condiciones extremasmperatura, pH y salinidad a
diferencia de los sintetizados quimicamente (JimébDe I. 2010).El interés en los
biosurfactantes se ha incrementado considerablement afios recientes por sus
aplicaciones en la industria y el ambiente. Pay, @l registro en el nimero de patentes
internacionales para la aplicacion de biotensoasten los sectores de alimentos, limpieza
domeéstica, cosméticos, recuperacion de crudo, fieciéd de sitios contaminados y
aplicaciones en agricultura, crece de manera gigtifa afio con afio (Hung and Shreve
2001). No obstante, uno de los factores que litaiteomercializacion de BS en algunos
casos, son los elevados costos asociados a sucpi@da gran escala (Jiménez D. .

2010).Por esta razon, las investigaciones recientesrsemfacado tanto a la optimizacion



de los procesos de produccion como a la busquedauskeatos econdmicos, con la
finalidad de disminuir los costos.

Existe una amplia variedad de microorganismos demen la capacidad de producir
biosurfactantes dentro de estos se haya el gésmodomonasEste genero es uno de los
géneros mas diversos, y su taxonomia ha sufridmsvaambios desde su descripcion
temprana (Palleroni, 1984). Los miembros de esteergé sonsensu strictosegun
Palleroni’s al grupo | RNA, dentro del grupo de@Gsnmaproteobacterigdulet M, et al
2010). Se han reportado diversas especies de émgrogcon capacidad de producir
biosurfactantes y sus diversas aplicaciones biotégitas. Es por ello que en este capitulo
se platea un panorama actual deRasudomonasp productoras de biosurfactantes, sus
propiedades, condiciones de produccién, biosintestsuctura quimica y sus aplicaciones
biolégicas. Con la finalidad de tener informaci@tual de los diferentes biosurfactantes

producidos por este genero.

3.1 ESPECIES DEPseudomonas PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES:

Las especies d@seudomonagorman un gran grupo de bacterias productoras de BS
Muchos de los aislamientos dseudomonasan sido reportados por su capacidad de
producir glicolipidos, especialmente ramnolipiddslemas se han reportado cepas de

PseudomonascomoPseudomonasp MIS38 Roongsawang Net al 2003,Lim SP et al

2007 and 2009kon capacidad de producir artrofactina del grupolage lipopéptidos
(Roongsawaret al 2003; Balibaret al 2005; Limet al 2007), Biosur-PM, producido por
P. maltophila(Phaleet al 1995), Corrugatina producido p®&. corrugate(Risseet al
1998), lipopéptidos ciclicos (Nielser al 2005) Lipodepsipéptidos (Laycock, M. ¥t al
199, Monti et al 2001), particulados producidos pseudomonas s(Burd and Ward
1997), Pseudomicina A producida [@r syringaeMSU 16H (Coiroet al 1998) otros de
ellos incluyen a la viscosina y el depsipéptidaosnamina producida p#t. fluorescens
DR54 (Hiramoto, Met al 1970, Brauret al 2001, Nielsen T.Het al 1999,), putisolvina | y
Il producidos porP. putidaPCL1445 (Kuiperet al 2001, 2004, Duberet al 2005, Jean-
Frederic et al 2006) Polipeptina (Ui et al 1997), Siringomicina y Siringopéptina



producidas poP. syringae pv. syringaB301D (Scholz-Schoedet al 2001,Carpanetet

al 2002,), Amphisina producida p&seudomonas spSS73 (Sgrensen, D., &t al 2001,
Birgit Koch et al 2002), Lokisina producida poP. koreensi®.74(Hultberg Met al 2010)

y entolisina producida pd?. entomophilgVallet-Gely | et al 2010). A continuacion se
describe una breve discusion de los tipos de Haxstantes producidos por las diferentes

especies dBseudomonas

3.2 RAMNOLIPIDOS PRODUCIDOS POR Pseudomonas sp.

Diversas especies d&sseudomonadestacan por su capacidad para producir ramno$ipido
(Guerra-Santogt al. 1984, Coopeet al. 1989, Cameotra and Singh 1990, De=ztlal.
1996, Maier R.M and Soberdn-Chavez, 2000). Los @ra® en reportar la estructura de un
glicolipido fue Bergstronet al1946, sintetizado pdP. pyocyanedahoraP. eruginosj
conformado por ramnosa y acifidhidroxidecanoico. Tres afios después, Jarvis ysdohn
(1949), empleando medios de cultivo con 3% de glicgambién aislaron ramnolipidos
provenientes dB. aeruginosay determinaron que estos compuestos estabandoser

un glucosido deg-hidroxidecanoilp-hidroxidecanoato y dos moléculas de ramnosa. Cabe
mencionar que antes de elucidar con certeza lactsta de los ramnolipidos, en la década
de 1950 ya eran usados en procesos de biorrem@dideisuelos contaminados con aceites

y metales pesados (Hemminger, 2005).

La primera estructura claramente elucidada de #&mnolipidos fue encontrada por
Edwards y Hayashi (1965), quienes demostraron ldnuglicosidica del disacarido de
ramnosa alp-hidroxidecanoilB-hidroxidecanoato y cuya estructura se ha denorainad
como R2 (ver figura 1). Esta misma estructura témlfiie observada por Hisatsuiaal.
(1971), utilizandoP. aeruginosaS7B1 cultivada en hexadecano y parafinas. Un afio
después, Itoh y Suzuki (1972) encontraron Buaeruginos&KY 4025 cultivada con 10%
de n-alcanos produce monoramnolipido correspondiente L-a-ramnopiranosiB-
hidroxidecanoilB-hidroxidecanoato, estructura a la cual se ha deradn R. Se han
reportado otros aislamientos productores de rapido$ de P. aeruginosa EM1
(Chayabutra Gt al 2001),P. aeruginosasS3 (Patel and Desai 199P), aeruginosd8S2
(Dubey and Juwarkar 2001p, aeruginosad4T1 (Robertet al 1989, P. aeruginosa. Bl



(Benincasaet al 2002, Nitschke M et al 2009R. aeruginosa(Costa SGet al 2006,
Marsudi Set al2008).
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Figura 1: Estructuras de los principales glicolipidos (mordi-yamnolipidos).

Por otro lado se han reportado otras especieBsgeadomonas spon la capacidad de
producir ramnolipido como se describe a continuad® putida300-B mutante (obtenida
de P. putida33 silvestre),Pseudomonasp. 47T2 NCIB 400044 (Mercads al 1993),
P. cepaceaOnbasli and Aslim 2009),P. chlororaphisNRRL B-30761 (Guntheet al,
2005, 2006)P. clemanceg P. collierea(Rahmaret al. 2009),P. fluoresceng9L (Husain,
2008), P. fluorescengAbouseoudet al 2008a,b),P. fluorescengWilson and Bradley
1996), P. fluorescendHW-6 (Vasileva-Tonkoveet al 2006), P. fluorescens P. stutzeri,
P. luteolay P. putida(Onbaslis and Aslim 2009; Martinez-Toledbal 2006; Tuleveet al
2002; Cunyet al 2004),P. stutzeri G1XCelik et al 2008),P. stutzeri(Janiyaniet al 1992),
P. teessida¢Rahmaret al 2009).Pseudomonasp (Singh PBet al 2009),P. luridaNARs9
(Mishra PK 2009) yP. aeruginosaNY3 también con la capacidad de producir un nuevo
ramnolipido Maigian Nie et al 2010).

3.3 APLICACION Y BIOSINTESIS DE RAMNOLIPIDOS:

En patrticular, los ramnolipidos producidos poraeruginoséhan sido estudiados para su
aplicacion en distintas areas, que incluyen laa@seninacion de suelos contaminados con
petréleo, la eliminacién de metales toxicos de agjelecuperacion terciaria de petrdleo,
cosmeética, proteccion contra plagas y en la indurmacéutica. Son también una fuente
importante de L-ramnosa, que es usada en quimieayficomo materia prima para la

sintesis de compuestos organicos. Aunque la funiisémidgica de los ramnolipidos en



P. aeruginosano ha sido completamente establecida, se les tsdevado como factores
de virulencia y antimicrobianos, ademas, se lesrdicado en el establecimiento de la
estructura y en la disgregacion de las biopelicutésd como en la movilidad tipo

“swarming” de esta bacteria.

En términos generales, los principales ramnolipplasiucidos polP. aeruginosason el
ramnosilg-hidroxidecanoil--hidrodecanoato (mono-ramnolipido) y el ramnositinasil-
B-hidroxidecanoilp-hidrodecanoato  (di-ramnolipido). La biosintesis destos
biosurfactantes fueron descritos por Burgeal, 1963. La biosintesis de los ramnolipidos
en P. aeruginosaocurre a través de tres etapas secuenciales (BoGbavezt al 2005):

(1) la enzima RhIA (codificada por el geri#A) es involucrada en la sintesis del dimero de
acido graso (HAAs) del ramnolipid®ézieletal. 2003; Lépineet al. 2002; Zhu and Rock
2008); (2) la ramnosiltransferasa RhIB se encuantida a la membrana (codificada por el
generhlB) usa dTDP-L-ramnosa y la molécula de HAA como premes, el cual forman

el monoramnolipidgOchsneret al. 1994) y (3) estos monoramnolipidos a su vez son
sustratos, junto con la dTDP-L- ramnosa, de la mmifinansferasa RhIC (codificada por el
generhlC) para producir diramnolipid@Rahim et al2001) ver figura 2. ER. aeruginosa,

un operon bicistronicchlAB, codifica para las primeras dos enzimas, miemuashIC se
halla en otro operon en el genoma. La trascripcénlas enzimas responsables de la
biosintesis de ramnolipidos es regulada por RhtRlificado por el producto del gene
rhiR), esta proteina actla cuando esta unido a sundutdor G-HSL (sintetizado por el
generhll), activa la expresion y cuando no esta unido abiadtictor la reprime. La
trascripcion dehlR es activada por el regulador transcripcional LasRlificado polasR),

unido a swautoinductor 30-G-HSL (sintetizado por el producto del gdasl).
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Figura 2. Biosintesis de ramnolipidos (Sober6n-Chéeez)., 2005).

La produccion de ramnolipidos p&. aeruginosadepende de factores nutricionales y
ambientales, incluyendo limitaciones de nitrogeptd, y temperatura. La biosintesis ocurre
durante la fase exponencial tardia y la fase estada de crecimiento, tipicamente bajo las

condiciones de limitacion de nitrégeno y fosfa{@berén Chavezt al, 2005).

Los ramnolipidos reducen la tension superficial ahla de 72 mN/m a 30 mN/m y la
tension interfacial del agua/aceite de 43 mN/m krea por abajo de 1 mN/m. Las
propiedades activas de superficie del extractoa;rpdrificado y compuestos homologos
especificos de ramnolipidos producidos pseudomonasp (Jiménezet al 2010). Las

propiedades de los ramnolipidos depende de su oo y distribucion que esta
determinada por la cepa bacteriana, las condicidaesiltivo y la composicién del medio,

principalmente la fuente de carbono.

Los ramnolipidos muestran la capacidad de emusificidrocarburos y estabilizar
emulsiones. Habaet al 2000, reportaron que sobrenadantes obtenidos dgenliés
aislamientos d€seudomonasp fueron capaces de emulsificar keroseno y estdsiEm

fue estable hasta por tres meses. Las emulsionesatb@nos, compuestos aromaticos,



aceite crudo, keroseno, aceite de coco y de adligeoh estabilizadas por los ramnolipidos,
mostrando una estabilidad del 5-25% de estabilisppués de 24 horas dependiendo de la

fuente de carbono.

3.4 CARACTERISTICAS, APLICACIONES Y BIOSINTESIS DE LIPOPEPTIDOS
CICLICOS

Los lipopéptidos son compuestos por un péptido ppexle ser ciclizado para formar un
anillo lactona entre dos aminoacidos en la cademiigica y una cadena de acido graso
unidas por el N-terminal del aminoacido, ambos araren tamafio, lo cual puede
proporcionarle varias propiedades a los diferempopEptidos, los cuales incluyen
antifungicos, fitotoxicos y regulan la formacionl ééofilms entre otras. (Nielseat al,
1999; Hutchinsomrt al., 1995; Hubeet al, 2002).

Estos son producidos por diversas especiefsidomonasen la cual se incluyen
especies patogeénicas y saprofitas, ademas juegpapah importante en la virulencia y la
motilidad (Nybroe and Sorensen, 2004; Raaijmakersal, 2006). Los CLP s producidos
por Pseudomonas spresentan actividad contra un amplio rango de aarganismos

patdégenos, la cual se incluyen virus, micoplasmdmgterias grampositivas. Su amplio
espectro antimicrobiano ha sido muy bien explotadoel control biolégico de hongos
patdgenos de plantas (Nybroe and Sorensen, 2004kl es importante determinar el
espectro de actividad de los CLP’s, el cual incleyenimero, naturaleza, posicion y
configuracion (L o D) de aminoacidos en el anillel géptido macrociclico y también

conocer el tamafo del acido graso.

Los CLP’s son producidos por un péptido sintetasd@bosomal (NRPS). Los cuales
poseen una estructura modular y cada modulo esstraao por bloques, resultado de la
incorporacion paso a paso de aminoacidos a la agueptidica. (Gewolb, 2002; Sieber and
Marahiel, 2005). El orden y nimero de médulos deNRPS son proteinas, en muchos
casos, secuencias colinear de aminoacidos quespongen a una fraccion del CLP. Los

modulos pueden ser subdivididos de iniciacion yngémion. Un modulo tipico de



elongacion de NRPS consiste en un dominio de Aaanih (A), responsable de la
seleccion y activacion de aminoacidos, un domirgoTiblacion (T) responsable de la
tioesterificacion del aminoacido activado y porimti un dominio de Condensacion (C)
sirve para la formacion del enlace peptidico edtrse sustratos y asi elongar la cadena
peptidica. Los modulos de Iniciacion proveen empri aminoacido para la sintesis del
péptido y tipicamente pierden un dominio C termi(iéhking and Marahiel, 2004). El
dominio catalitico genera un péptido lineal el @eafracciona y al final se ensambla por un
dominio de tioesterasa (TE), la cual resulta dibkracion de un producto lineal o péptido
ciclico via reaccion ciclizacion intramolecul@Kohli et al, 2001; Sieber and Marahiel,
2005, Bruijnet al 2007).

Basados en el tamafio y composicion de la cadeAaide graso y el péptido, los CLP’s de
las especies d@seudomonadueron clasificados en 4 grupos mayoritarios: \&Hta,
amfisina, tolasina y siringomicina. Los del grupold viscosina incluyen CLP’s con nueve
aminoacidos (viscosina, viscosinamida, masetolido pseudofomina A y B), esta clase
son originados de diversos nichos ambientalesyyed suelos, rizosfera, filosfera, asi
como ambientes marinos. Los CLP’s del grupo derlfisma, compuestos por tensina,
amfisina, polipeptina A, lokisina y artrofactina dhtiksenet al, 2000; Sgrenseat al,
2001), el péptido consta de 11 aminoacidos y selaamn el acido 3-hidroxidecanoico
(3-HDA). EIl grupo de la tolasina que incluyen tahas FP-B, corpeptina A, SP22 y
SP25A, es un grupo muy diverso en cuanto a la ceitipo y tamafio del péptido el cual
varia de 19 a 25 aminoacidos, y el lipido puede8ddDA o 3-hidroxioctanoico (3-HOA).
La parte del péptido en este grupo contiene amidogdnusuales, incluyen acido 2,3-
dihidro-2-aminobutirico (Dhb) y homoserina (Hse), pgimer aminoacido puede estar
siempre por delante de los residuos allo-Thr. Liéepeiclica del péptido contiene cinco a
ocho aminoacidos y el anillo de lactona es formaatoe el C-terminal del aminoacido vy el
residuo de allo-Thr. Los lipopéptidos ciclicos delpo de la tolasina son factores de
virulencia producidos pdPseudomonasp patdégenas de plantas. Los CLP’s del grupo de la
siringomicina (incluyen a la siringomicina, sirirtgstina, siringotdxina, pseudomonicina A
y cormicina A) estos muestran similaridad estrutaon el grupo de la viscosina, pero

contienen aminoacidos inusuales; Dhb, o 2,4-acidmido butirico (Dab) y el anillo de



lactona es formado entre el N-terminal de la Selr@-terminal del 4-clorotreonina (Thr[4-
ClI]), y el lipido puede estar compuesto por 3-hidm3,4-dihidroxi compuesto de 10 a 14
carbonos. Otro estudio reciente de estructurasipgpdptidos ciclicos incluyen a la
artrofactina producida pd?Pseudomonasp MIS38, la cual contienen un péptido de once
aminoacidos unido a una cadena de acido grdsdroxidecanoil, y putisolvina | y Il
(Kuiper et al, 2004), el cual consiste en un péptido de 12 @agidos unido a una cadena
lipidica de hexandico. La ciclizacion de la putigoh es diferente a otros péptidos, el anillo
de lactona se forma entre el C-terminal y los essddel noveno aminoacido en lugar del
primer o tercer aminoacido (Raaijmakers JostNl 2006). En otro estudio se demuestra la
produccion de un nuevo CLP’s llamado entolisin@dpcido porP. entomophilauna
bacteria entomapatogénica capaz de mat&rasophila melanogastedespués de su
ingestion. Este nuevo CLP’s contiene catorce amidog unido a acido 3-

hidroxidecanoico\(allet-Gely let al 2010).

3.5 CARACTERISTICAS Y BIOSINTESIS DE ALGUNOS CLP’s.

3.5.1 ARTROFACTINA: La artrofactina producida pd?seudomonasp MIS38, es el
lipopéptido ciclico mas potente reportado. Estetigépcontiene 11 aminoécidos unidos a
un acido graso dg-hidroxidecanoil. Basado en su estructura quindae,dentro del grupo
de la amfisina y es muy similar a la lokisina (Raakers, J.Met al 2006). Se han
encontrado tres genes involucrados en la biosintksia artrofactina sintetasafA, arfB

y arfC, en el cual forman el cluster y codifican par@AArfB y ArfC contiene dos, cuatro

y cinco modulos funcionales respectivamente. (Unut@es definido por una unidad que
cataliza la incorporacién de un aminoacido espexifientro del producto peptidico). Cada
modulo presenta un dominio C de condensacion (nssiide de la formacion del enlace
peptidico entre dos amino&cidos consecutivos),amirdo A de adenilacion y un dominio
T de tioadenilacion (es un sitio que sirve para @hico-factor 4-fosfopanteteino y un
acarreador de intermediarios de aminacidos tidBsgetos). Sin embargo ninguno de los
11 mddulos posee el dominio E de epimerizacidmaesable de la conversion de residuos

de aminoéacidos de la forma L a la forma D. Poralotd dos dominios tioesterasas son



localizadas en tandem en el C-terminal al finaRd€. El genearfB es absolutamente para

la produccion de artrofactina (Roongsawangl.2003).

3.5.2 VISCOSINA: La viscosina es compuesto por acido hidroxidecangifue aislado
por vez primera poP. viscosgKochi et al, 1951). Tiene una concentracion micelar critica
(CMC) de 4ug/ml y reduce la tension superficial del agua dea2Z mN/m. Esta no afecta
la membrana pero si lisa a los eritrocitos por atiGa detergente a concentraciones por
debajo de la CMC, y no es considerada por tenecit@d membrana especifica. La
viscosina es similar en tamafio, estructura y coimjgosa otros lipopéptidos (Vefigura

3), como es el caso de la tolasina producidaRotolaasii, surfactina producida pds.
subtillus siringomicina y siringopéptina producida pgarsyringaepv syringae(Raineyet

al., 1991; Hutchison and Gross, 1997; Bernheimer arigail, 1970).

El control genético de la produccion de la viscasfoe examinada eR. fluorescens
PfA7B, esta bacteria causa perforaciones en laszesbdel brécoli. Es un potente BS y
hace capaz a la bacteria de entrar en contactodnton las cabezas de cera que son
dificiles de mojar en el brocoli (ya que actia commoagente humectante). En mutantes
deficientes de produccién de viscosina obtenidasnmatagénesis Tn5 y analizadas por
HPLC. Las mutantes Vigonservan su capacidad pectolitica, pero careeda chpacidad
de hacer perforacion en los brdocolis sanos a difégiede la cepa silvestre. En mutantes
triparentales complementadas con sus clones sigesbrrespondientes y transformadas en
E. coliHB101 (plasmido pPK2013), resultaron tres trangmantes con capacidad estable
de produccion de viscosina y causan decaimienitmtin el tejido del brécoli. Los mapas
de estos clones y perfil de proteinas muestrarregidan de DNA cromosomal de 25 kb de
PfA7Bafectada en la produccion de tres proteinas dgpalo molecular requeridas para su
sintesis. Estas proteinas son de aproximadame8&i{®223 y 137 kDa respectivamente, y al
parecer comprende un complejo sintetasa que semblissaen un péptido de nueve
aminoacidos de viscosina y subsecuentemente sa unecomponente hidrofébico (acido
graso),(Braun et al 2001).



Figura 3: Estructura de la viscosina

3.5.3 VISCOSINAMIDA: La viscosamida es un nuevo antibiético y BS, pexdena la
familia de los depsipéptidos ciclicos aisladosdeudomonasp. La estructura se asemeja
a la viscosina (ver figura 4), aislada Be viscosay de P. fluorescensbiovar Il. La
secuencia de (AA2) aminoacidos en este péptido -gtutAmico y D-glutamina en la
viscosina y viscosamida respectivamente. Su pradiicpor P. fluorescensDR54 se
considera por ser un metabdlito primario y no sdatin, esto ha sido observado en otros
BS, en donde la produccién puede estar vinculddgeoliferacion celular y al crecimiento
en vez de condiciones de estrés (Nielsen EtHal 1999). Se ha identificado como un
determinante antagonico producido porfluorescen®R54 y ha demostrado que induce
cambios fisiolégicos eRythium ultimatum iwvitro, la cual se ha detectado en muestras de
la riz6sfera. El impacto en el crecimiento y laiadad deP. ultimatumse estudié por
microscopia directa después de la tincion fluonetgceP. fluorescensDR54 causa
reduccion en la densidad del micelio, la formaaérodsporas y actividad intracelular. Los
estudiosn vitro confirman que la viscosinamida purificada inducerguistamiento de las
zoosporas dP. ultimatum(Thrane CGet al 2000).



Figura 4: Estructura de la viscosinamida

3.5.4 AMFISINA: Es un nuevo miembro de un grupo dual de compuesto® es la
tensina, viscosina y la viscosinamida que despliegabas propiedades biosurfactantes y
antifungicasPseudomonasp. DSS73 fue aislada de la rizésfera de la cafezdcar. Esta
cepa presenta antagonismo contra hongos patogengsadtas,Phytium ultimatumy
Rhizoctonia solaniLa produccién de la amfisina en combinacion carexpresion de
flagelos permite al cultivo bacteriano moverselfaente sobre la superficie en los medios
de laboratorio (Andersest al.2003).

El sistema regulatorio de dos componentes GacA/@aeSA es el regulador responsable
y GacS es el sensor cinasa) controlan el gen arafsintetasaafnsy. La motilidad en
superficie de esta bacteria requiere de la prodoabe este BS. Su sintesis es regulada por
el genggacsS, esto se ha observado en mutagseS que pierden la motilidad en superficie
y cuando se complementan con un plasmido queicadif gene heterdloggacS silvestre

deP. syringaese recupera el fenotipo en la mutante (Andeesexh. 2003).

La estructura de cristal de la amfisina, se present tetrahidrato ¢gH114N12020-4H:0,
originado por la biosintesis no-ribosomalRseudomonsp DSS73. La estructura primaria
de la amfisina eg-hidroxidecanoilp-Leu-D-Asp-D-allo-Thr-D-Leu-D-Leu-D-Seri-Leu-D-
GIn-L-Leu--lle-L-Asp. El péptido es una lactona unido a Thr4 & C-terminal. La
estereoquimica del acigbhidroxi es R. El péptido es un analogo del lipdepciclico
tensina y polipéptina producida gerfluorescen$grensenD. et al2001).



3.5.5LOKISINA: La lokisina fue aislada dBseudomonasp DSS41 es un agente de
biocontrol antifingico. Basado en estudios de NMRI§, la lokisina fue tentativamente
identificada como polipeptina (ver figura 5). Simleargo, analisis detallados de los
constituyentes de aminoacidos determinado por a&@mgrafia de gases reveld una
diferencia de D-/L-leucina una tasa de 3:2 y ae-abmero de treonina. Este BS representa
una nueva variacion estructural de lipoundecapeg8drensen Det al 2002). Ademas se
ha reportado aP. koreensis 2.74 con capacidad de producir lokisina, la eficacieest®
biosurfactante fue determinado y el extracto crfw® usado contra el oomyceto de
P. ultimum,en cultivos hidropdnicos de tomate. Este mostdiiceion significativo de la
enfermedad, la adicion del BS no afecta la micraftte la raiz de la planta, esto se observo
cuando solo se evalu6 una fuente de carbono. Esso#tados confirman que los BS son
importantes en el desarrollo de estrategias dealdriblégico contra oomicetos (Hultberg
M et al 2010).
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Figura 5. Estructura de la lokisina

3.5.6 SIRINGOMICINA: Muchos aislamientos fitopatdgenos Blesyringaepv syringae
secretan un lipodepsipéptido ciclico con propiedade actividad de amplio espectro
antimicrobiano y antifingico. La siringomicinay() y siringopéptina g§yp son un
determinante clave en la virulencialesyringaepv. syringaeB301D y B728a $grensen

D et al 2001 y 2002)contribuyen al desarrollo de la enfermedad. kimgdmicina es un
péptido compuesto con una cabeza polar, con uneiseia Ser-D-Serl-D-Dab-Dab-Arg-
Phe-Dhb-(3-OH) Asp-(4-CI)Thr, unida a una cola d8d@ 3-hidroxidecanoico y 3-

hidroxitetradecanoico (Segre & al 1989). Se han detectado y caracterizado cuatresgen



involucrados en la biosintesis de la siringomicsyeB, syrC, syrD, y syrP, que abarcan
aproximadamente una region de 7 Kb. El geyr® muestra alta similaridad con dominios
de unién de péptido sintetasgrC codifica para una enzima parecida a tioestes3sB), se
transcribe en orientacion opuesta con respesiriy syrC, y codifica para una proteina
similar a la superfamilia de proteinas involucradiada secrecion especifica y puede estar
involucrada en la secrecidon de la siringomicinaaaés de la membrana citoplasmatica.
FinalmentesyrP, la cual es localizado entrgyrBy syrD, exhibe similaridad con la regién
de fosfotransferasa de histidina cinasa y puedenpsspuesto de participar en un
mecanismo de fosforilacion de transduccion de ssfi@ue controla la sintesis de
siringomicina e influencia la virulencia e syringagGuenzi E.et al 1998, Wang Net al
2006). Los genesyr-sypson coordinados por SalA y SyrF en respuesta eolagiciones
ambientales\{yang, Net al2006)

3.5.7 TOLASINA: Es una toxina (péptido) formadora de po@h¢ KH et al 2010), esta
consiste en 18 aminoacidos y su peso moleculae€s985 Da. Se han determinado dos
isbmeros de la tolasina, denominadas Tol | y Tohthbos isbmeros tienen un aciglo
hidroxioctanoico unido covalentemente al N-termindluchos isOmeros fueron
identificados en varios aislamientos®etolaasiiy su estructura ha sido elucidada (Shirata
et al, 1995; Bassarellet al, 2004). La tolasina tiene dos cargas positivasl €xterminal,

por lo cual es un péptido anfipatico. Induce larugision de la membrana por la cual
expresa ambas propiedades la formacién de porodaemembrana y surfactante.
(Hutchison and Johnstone,1993). La mutagenesigpodrenP. tolaasiiNCPPB, de 5,000
inserciones cromosomales solo 35 (0.7%) fuerorsittdanegativo y 12 (0.25%) producen
una reducida produccion de tolasina. El analisiexdeactos de proteinas SDS-PAGE de la
cepa silvestre, demuestra la presencia de tresipast de alto peso molecular designadas
como TL1, TL2 y TL3. Alteraciones en estas proteiaparentemente truncadas de 465
kDa (TL1), 440 kDa (TL2) y 435 kDa (TL3), fueronsantes en algunas mutantBsifey

PB et al 1993).Ademéas se ha identificado el gengheNy su producto erP. tolaasii
NCPPB1116, se incluye dentro del grupo de protaegsadoras. Se ha especulado que su
produccién es regulada positivamente por el pradut® pheN a consecuencia al

reconocimiento de condiciones ambientales. (Mutadh al 1996).



3.5.8 PUTISOLVINA: Es producida por P. putida PCL1445, crece en suelos
contaminados con metales pesados y con hidrocarbwaromaticos (PAHS) (Kuiperet

al 2001).P. putida PCL1445 es un colonizador eficiente de raiz y puedroliferar en
productos de degradacion del naftaleno y fenantrendes capaz de formar biofilms en
la superficie de las raices de plantas y en PVC (kaer et al 2001). Esta cepa produce
dos lipodepsipéptidos ciclicos, llamados putisolvénl y Il, cada uno contiene un lipido
hexandico unido al N-terminal del péptido de doce mainoacido, en el cual el C-
terminal del grupo carboxilo forma un estérs con ehidroxilo de la cadena de Ser-9
(Kuiper et al., 2004). La diferencia entre las dos estructuraeslirada en el segundo
aminoécido del C-terminal, el cual para la putis@\V es Val y Leu/lle para putisolvina |l

respectivamente (ver figura 6).

La produccion del BS es iniciada al final de la fas exponencial, sugiriendo que la
produccién es regulada por un sistema similar al Qurum Semsing (QS). En mutantes
Tn5 de la misma cepa, se aislo la cepa PCL1436claal no produce putisolvina | y I,
se hallo que es mutada en un marco de lectura abter (ORF), el cual presenta
homologia con diversos lipopéptidos sintetasa. Eege de la putisolvina sintetasa de
PCL1445 fue llamadopsoA (Dubernet al, 2005, this Ph.D Thesis, Chapter 2).

La putisolvina | y Il representan un nuevo CLPé&sclial tienen la capacidad de reducir la
tension superficial y hace mejor las emulsionegalaeno, e incrementan la dispersion de
naftaleno y fenantreno (Kuipeet al., 2004). Estas propiedades muestran un papel
importante en el incremento de la disponibilidaccdmpuestos hidrofébicos (Rosenbetg
al., 1993). Ademas, se muestra que la secrecion deojwirtia | y 1l estimulan la motilidad

en swarming de células, presumiblemente por laaaiten de la hidrofobicidad de la

superficie celular y juega un papel importantesefofmacion y degradacién del biofilms.
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Figura 6. Estructura de la putisolvina; A) Putisohina I; B) Putisolvina Il.

Con el fin de identificar los genes y caracterétiénvolucradas en la regulacién de la
produccién de la putisolvina por PCL1445, se genara biblioteca de TBluxABYy las
mutantes fueron seleccionadas por la pérdida geolduccion de BS usando el método de
la gota colapsada. El andlisis de secuencias dedgenes flanqueantes del SlaxAB de
una mutante PCL1627, muestra que la inserciorraesposon fue insertada en una regiéon
homologa aldnakK la cual es localizada rio abajo giE y rio arriba dednal El andlisis

de la produccion de la putisolvina y de expresitidan qualdnak junto condnaldy grpE
son genes de choque térmico, que participan dermg@ositiva en la regulacién (directa o
indirectamente) de la biosintesis de putisolvimaval tranascripcional. El crecimiento de
PCL1445 a bajas temperaturas resulta en un inctengtfos niveles de produccion de
putisolvina. Ademas, la biosintesis de PCL1445 esaabtro que depende del sistema de
sefalizacion de dos componentes GacA/GacS, yamlesandlisis de expresion indican

guednaKes regulado positivamente por GacA/GacS (Dubédfrefal 2005).

Las moléculas de putisolvina | y Il son secretadaal medio de cultivo durante la fase
exponencial tardia de crecimiento, indicando que sproduccion probablemente sea
regulada por QS, para comprobar esto se identificam los genes del sistema de QS en
P. putida PCL1445, los cuales incluye gpul, rsaL y ppuR lo cual muestran alta
similaridad con un cllster de genes dé. putida aislamiento IsoF y WCS358. Las
cepas con mutaciones eppul y ppuR muestran una reduccién severa en la produccion

del BS. En el andlisis de expresion de los genesdintéticos, el gen@pul muestra una



expresion deficiente, la cual se complementa con &alicion sintética de 3-0x0-Gy-N-
acilhomoserina lactona (3-oxo-@-AHL) o 3-0x0-C;-AHL al medio. En mutantes
rsaL sobreproductoras de AHLSs, la produccion de putiseina es inducida durante la
fase de crecimiento temprano. El analisis de formam de biofilms en PVC muestra
gue mutantes enppul y ppuR producen un biofilms denso a diferencia de la cepa
silvestre, lo cual correlaciona con un decrementmda produccion de putisolvina, y en
mutantesrsal existe un retraso en la formacion del biofilms, le@ual correlaciona con
la produccion temprana de putisolvina. Estos resudtdos demuestran que las sefiales
de QS inducen la produccion de putisolvina | y I,y controlan la formacion de
biofilms por P. putida (Dubernet al2006).

3.5.9 ENTOLISINA: Es un nuevo CLP’s, producido pBr entomophilauna bacteria
entomapatogeénica. Este nuevo CLP’s contiene catamteoacidos unido a acido 3-
hidroxidecanoico. Ademas se han identificado tegstidos sintetasa no ribosomales (EtIA,
EtIB y EtIC) involucrados en su biosintesis y dosnponentes mas (EtIR, MacAB), son
necesarios para su produccidon y secrecion. El nsstele dos componentes en
P. entomophilaGacS/GacA regula la produccion de entolisina, estaequerida para la
motilidad en swarming, pero no participa en la leingia deP. entomophilaa Drosophilg
pero si adquiere una ventaja de biocontvallét-Gely let al2010).

3.6 PRODUCCION DE LIPOPEPTIDOS CICLICOS

Existe un gran niumero de investigadores que denanegtie la sobreproduccion de BS por
Pseudomona spse lleva a cabo una vez que los cultivos llegdasea estacionaria de
crecimiento (Guerra-Santast al1986; Mulligan and Gibbs, 1989; Venkataramana and
Karanth, 1989). ErP. fluorescensla producciéon de BS generalmente requiere una baj
concentracion de oxigeno y nitrégeno en cultivapiitios (Perssoret al, 1988). La
limitacion de cationes multivalentes también causa sobreproduccion de BS. Las
limitaciones de hierro estimulan la produccion de & P. fluorescengPerssoret al,

1990a, 1990b). Las fuentes de carbono juegan urortamge papel en el peso y la



estructura del BS. La produccion de viscosina ésndpn vitro en un medio que contenga
glicerol como fuente de carbono para su sintesgpi@ouet al, 1992). Tipos diferentes
de BS pueden ser producidos por especies bacteid@pendiendo de la fuente de carbono

y otros nutrientes disponibles (Desail, 1988).

3.7 METODOS USADOS PARA LA DETECCION DE BACTERIAS
PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES:

Para estudiar a produccion de BS, es necesaricétodmrapido, sensible y preciso para su
deteccion. Una variedad de diferentes métodos hhn descritos para el screening de
microorganismos potencialmente productores. (1h dfar Vegtet al (1991) desarrollaron
un método asimétrico para el analisis de la golapsada (ADSA) para la evaluaciéon de
microorganismos productores de BS. En esta téctasagotas de medio de cultivo se
colocan en una superficie de fluoroetileno-proplelna tension superficial es calculada a
partir de los perfiles de las gotas colapsadas ADSA. Solamente las bacterias
productoras de BS en suspension muestran reduamioma tension superficial. (2)
Siegmund and Wagner (1991), describen una estimacilbrimétrica de BS basado en el
hecho de que los tensoactivos anionicos son capkeceeaccionar con el cation indicador
y por consiguiente la formacion de un complejo reddo. Este método es semicuantitativo
ya que aumenta el didmetro del halo en relacion leorantidad del BS. Ha sido
desarrollado por Shulgat al. (1993) y Hansermrt al. (1993) para el screening de bacterias
gue producen ramnolipidos y degradan hidrocarbyB)s.Una prueba réapida de la gota
colapsada, desarrollada por Hildebrand (1989)] ena la gota de agua se colapsa cuando
es adicionada a las colonias de las bacterias maieigen BS (0 en suspension bacteriana).
Jainet al (1991), posteriormente siguieron desarrollande esttodo colocando una gota
de suspension bacteriana en una superficie culderézeite. En este método, las gotas que
contienen BS se colapsan y las que no contienaaquestables. (4) Cromatografia directa
en capa fina (TLC), es una técnica para la caliaat@én rapida de bacterias que producen
biosurfactantes y fue descrito por Matsuyamia al. (1987). Con esta técnica, se

identificaron los BS erSerratia marscescensediante la aplicacion de una sola colonia



bacteriana directamente en placa de TLC sin ningoegaracion de la muestra. (5) Prueba
de la reduccién de la tension de la superficie ke aolucién, mediante la cuantificacion
exacta de la tension superficial en presencia depB&de ser determinada midiendo los
cambios en la tensidn superficial e interfacialtaleizacion o desestabilizacion de
emulsiones, y su balance hidrofilico-lipofilico (B). La tensién superficial en la interface
del aire/agua y aceite/agua pueden ser facilmeetdida con un tensiometro. La tension
superficial del agua destilada es de 72 mN/m. Caamdagente tensoactivo se afade al
aire/agua 0 aceite/agua en concentraciones cresjesé observa una reduccion en la
tension superficial hasta un nivel critico, porier& del cual las moléculas anfifilicas se
asocian rapidamente hasta formar estructuras nlatesuparecida a micelas, bicapas y
vesiculas. Este valor se conoce como Concentrddiéalar Critica (CMC) y se define
como la concentracion minima de surfactante a rpael cual se forman micelas
espontaneamente en una solucion y es cominmerda pasa medir la eficiencia de un
surfactante. (6) Bunstet al. (1989), estudiaron la actividad de superficie debacterias,
mediante la medicion de los angulos de contactenidds después de adicion de las
bacterias a una gota de agua. El &ngulo de corgaaibicado en la interface entre la gota y
la superficie solida. En ausencia de surfactards, rholéculas de agua se adhieren
fuertemente entre si, por lo que la gota consenaaapariencia redonda con un angulo de
contacto de mas de 90°, mientras que en la presdecBS, las fuerzas de adherencia se
reducen causando un colapso de la gota creandoguiodde contacto de menos de 90°.
(7) Deteccion de la actividad hemolitica, esta paude screening es cualitativa para la
deteccion de microorganismos productores de B3 psta se usa agar LB o nutritivo,
suplementado con 5% de sangre de carnero frescall(Cat al, 1996; Banat, 1993). Los
microorganismos son inoculados e incubados a tetnpar Optima durante 48h. Una
hemolisis se observa visualmente y puede ser itidicae la lisis celular debido a la
ruptura de la membrana, causada por la presencsstancias activa de superficie. (8)
Método de dispersion en aceite: en este métoddiseman 20 pl de aceite crudo a 50 ml
de agua destilada en una caja de petri. Postembend® pl de caldo de cultivo se agrega
sobre la superficie cubierta de agua con aceites. t@onias rodeadas de un halo
emulsionado se consideran positivas para la praglucde BS. Es un método sensible para

detectar bacterias con esta capacidad (Morikawatajiand Imanaka, 2000). (9) Ensayo



de emulsificacion (EA): En este método el mediocd#ivo es centrifugado a 10,000
rom/15 min, posteriormente se mezclan 3 ml del eswdmante con 0.5 ml de
aceite/hidrocarburo y se vortexea vigorosamentardar2 min. Se deja reposar por 1 h,
con la finalidad de que se separen las fases dagegia, se usa como blanco medio de
cultivo no inoculado (Jagtest al, 2009). La absorbancia de la fase acuosa esidatda

0.1 unidades a 400 nm, y es multiplicada por d@bfate dilucion y se considera una unidad
de actividad de emulsificacion por mililitro (EU/(Patil and Chopade, 2001a,b; 2003).
(10) indice de emulsificacion (IE): la actividad @enulsificacion se mide mediante el
calculo del El. En este método el keroseno o diesehgregado al sobrenadante de un
cultivo bacteriano (1:2 v/v), y se vortexea por id,nse deja reposar durante 24h. El El es
calculado midiendo la altura total de la fase aauestre la altura de la emulsion del
keroseno o diesel y multiplicada por 100 (Ellagthal 2002 and Haba&t al. 2000). La
estabilidad del El designa la fuerza del BS. (1hydyo de turbidez, este método fue
desarrollado por Rosenbegg al (1979) y posteriormente fue modificado por Neu and
Porralla (1990). El caldo de cultivo es filtradoely después es secado y agregado a un
buffer. Se mide la DO a 446 nm. Para esto, seaudichidrocarburo y se vortexea por 2
min, se deja reposar por 10 min y se vuelve a mediDO, se calcula midiendo las
diferencias entre a DO inicial y la final. (12) Mdbs moleculares para identificar los
genes involucrados en la biosintesis de BS; lagampbnes biotecnoldgicas se han
extendido para las metodologias de evaluacion.lisgueda directa de genes involucrados
en la produccion de BS es rapida y menos laborloganciones mas recientes como las de
Whiteley, Lee y Greenberg (1999) pueden ser uspd@sidentificar moduladores y genes
involucrados en el sistema de QS en bacterias ptacis de BS. Nuevas cepas y vectores
han sido disefiados con éxito para evaluar la poidlncde BS. (13) Recuperacion o
purificacion de BS; la recuperacion de productostdainologicos, los costos de
procesamiento usualmente representa el 60% del tmiat de produccion lo cual hace que
la produccion comercial de BS sea muy caro. Patacielos costos es necesario usar
sustratos renovables y de bajo costo (Desai andtB&997; Banagt al 2000; Makkar and
Cameotra, 1997). Sin embargo en los procesos dfiicpaion se requiere gran cantidad de
dinero. Durante todos estos procesos el riesgoodéaminacion con compuestos no

deseados del proceso de fermentacion siempre eXistega idnica (cromatografia),



solubilidad (agua/solvente organico) y localizadfiimracelular, extracelular o pegada a la
célula) determinan el procedimiento de purificacigel BS para ser extraido.
Generalmente, la purificacion y precipitacion deléoolas de alto peso molecular, por lo
general se realiza usando sulfato de amonio, sequod dialisis para remover pequefas
moléculas. Otros métodos también involucran el dsoacido tricloroacético (TCA),
precipitacion con acetona, etanol y cloroformo/metaDiversos métodos convencionales
conocidos para la recuperacion de BS son mencignads adelante. (14) Precipitacion
con acetona; los cultivos son crecidos en medianmairsuplementado. El sobrenadante
libre de células es mezclado con acetona fria paGipitar emulsionantes, el cual después
es re-suspendido en un buffer de fosfatos. La rmezcincubada a 4°C por 15 a 20h para el
precipitado del emulsificador. El BS es analizado gu capacidad emulsificante, fraccion
proteica y polisacarido. Este método ha sido usaddiversos trabajos, para purificar BS
(Rosenberget al, 1979; Patil and Chopade, 2001a,b; 2003). (1&¥ipitacion con etanol:
es parecido a la acetona, el etanol es un solyapgelar para obtener extracto crudo de
bioemulsificadores del sobrenadante d&cinetobacter, Pseudomonas, Bacillus,
Cyanobacteriumy especies de levaduras. EI medio de cultivo estritggado a
11,000g9/20min/4°C y el BS es precipitado del sobdante usando etanol frio. Phetratg

al (2008), hallaron que la precipitacion del emutsifior deA. calcoaceticusubspanitrus
SM7 con este método fue mas eficiente comparadotros. (16) Precipitacion con sulfato
de amonio; este sirve para precipitar BS de alteo pmolecular como es el caso del
emulsan. Este método fue introducido por Rosenbead(1979) para precipitacion de BS
de ArthrobacterRAG-1. Para este fin, se agrega 30% de ApBO, directamente al medio
de cultivo sin remover las células y se deja rep@. Después el precipitado es
suspendido en 3% de (NHSO, saturado y centrifugado hasta que el sobrenadaate s
clarificado. Posteriormente se agrega {NBHO, a una concentracién final de 40%. El
precipitado resultante es centrifugado y extraidio €ter. Kaplan and Rosenberg, (1982)
obtuvieron BS dé@\. calcoaceticu8D413 por incremento sucesivo de (N3O, agregado

a extractos libre de células. (17) Precipitaciomd&ceste método es facil, barato y
rapidamente disponible para recuperar BS crudo cdancsurfactina, lipopéptidos,
glicolipidos etc. La hidrdlisis acida usa HCI comttado para bajar el pH hasta 2.0 de BS

insolubles a pH bajos (Mukherjee, Das, and Seng6R0precipita proteina y lipidos



contenidos en los BS a 4°C O/N (Coopeal, 1981). Se centrifuga y el pellet es extraido
usando varios solventgditschke and Pastore, 2006; Thaniyavatral, 2003). El material
extraido es filtrado para remover residuos y ewagmhasta secar completamente en un
rotavapor. Los lipopéptidos de microorganismos desarrollan en medios simples o
complejos son purificados también por este mét&doel caso de los ramnolipidos el
sobrenadante es hidrolizado con HCI para precigltenlipidos, lo cual son convertidos en
insolubles en solucién acuosa. Durante la acidifi@g el BS presente es protonado, lo cual
lo hace menos soluble en agua. La acidificacidntrifegacion y extraccion son similares a
otros glicolipidos. Sin embargo, diferente solventdoroformo, metanol, acetato de etilo
son usados generalmente para purificar ramnolipidadase organica es removida y se
mezcla con NgO, para remover el agua y puede ser concentrado eotavapor a 40°C
para obtener el extracto crudo. Los residuos ssuettos en NaHC{para purificar el BS.
Se ha incrementado el numero de publicaciones teepty la purificacién de ramnolipidos
por precipitacion acida (Habet al, 2000; Smythet al, 2009a). Soforolipidos (Nunest

al., 2001), lipidos de trealosa, lipidos mannosytéoft(MELS) (Rappet al, 1979), son
extraidos de forma similar que los ramnolipido8) (1a caracterizacion preliminar del BS
se realiza mediante una cromatografia en capgTib@), esta es una de las técnicas mas
comunes para detectar BS. Esta basada en el poird@pcompetencia de solutos con el
solvente en los sitios de superficie del adsorbdrie compuestos son distribuidos en la
superficie del adsorbente. Cada muestra es sepanaldaplaca para evitar contaminacion
cruzada con otra. Para detectar BS, se utilizasiensa de solventes dependiendo el tipo
de compuesto de interés. Los solventes organicosrganicos en los que puede ser
disuelto y no volatiles son los que se prefieress Eolventes que no pueden ser usados en
HPLC, deteccion de UV por su interferencia puedarusados en el TLC. Algunos, acido
acético, diétil éter, acetato de etilo, n-hexanammlina son necesarios para mover los
grupos funcionales del BS. La deteccion de mandbdas muestras en las placas de TLC,
pueden ser determinadas por técnicas destructivas gestructivas, las no destructivas
tenemos la iodina, métodos con agua y radiacion |Bi/destructivas involucra el uso de
H,SO,, orcinol, y ninhidrina para la deteccién de carb@ios, lipidos y proteinas. (19)
Ensayos quimicos; los BS de alto peso molecularceanplejos. Estos son analizados por

ensayos colorimétricos (Lowry’s, Bradford), espectetria de masas (MS) y técnicas de



secuenciacion. El contenido de &cidos grasos yese@cion del péptido es determinado
con la ayuda de un equipo automatizado de deg@dat® Edman y espectrometro de
masas. La combinacién de todas estas diferentexiolegias es importante para predecir
la estructura completa del BS. (20) Determinaciéincdntenido de proteina-lipidos; los BS
de alto peso molecular por lo general contieneaplipteinas, proteinas, polisacaridos,
lipopolisacaridos o combinacion de estas. Las prateson generalmente cuantificadas por
el método de Lowry (Lowryet al, 1951) y Bradford (1976) y es usado por varios
investigadores. (21) uso de proteasas para latdigede proteinas; la identificacion de la
secuencia de aminoacidos de la proteina, no sieegpposibles debido a varios factores
tales como la incapacidad de obtener medicionassaede proteinas mas grandes, por lo
gue la degradacion de Edman y la MS son mas fastiphra el analisis de estructura de
péptidos pequefios. Es necesaria la digestion pieiaina en pequefios péptidos de 6 a 20
aminoacidos para ser analizadas por Edman y MS/MSIa finalidad de proporcionar
informacion necesaria para identificar y reconstlaiestructura de la proteina completa.
Las proteasas son usadas para la digestion, s&ipsiaa por ejemplo que rompe las
proteinas en los residuos de lisina y argininaaatireccidon del C-terminal. Otras proteasas
pueden ser usadas para ayudar a determinar el dedsgcuencia de cada peéptido (Strader
et al, 2006 and Smytlet al, 2009b). (22) Electroforesis en geles de poliaacrida-
Doudecil sulfato de sodio (SDS-PAGE); este métadee ara separar y determinar el
peso molecular de la molécula del BS, involucraiss de electroforesis, en el cual la
muestra es aplicada en un buffer de carga queetentin buffer y SDS. El papel del buffer
de reduccion es romper los enlaces de disulfura faailitar la disposicion linear de la
proteina. Seguido por la unién del SDS a la pratédlependiendo de la masa molecular)
para crear una proteina cargada negativamente.l8&fluencia de la corriente eléctrica,
las proteinas (dependiendo de la masa molecularseparadas. Cada proteina puede ser
eludida, removida y extraida de la banda (Tatal, 2001). (23) Ensayo colorimétrico
para deteccién y cuantificacion de glicolipidoss Wglicolipidos son cuantificados por el
desarrollo de color usando la prueba de antronecinad. Estos ensayos detectan y
cuantifican los glicolipidos presentes despuésadacidificacion y calentamiento de la
ramnosa, la cual forma un color con el reactivajs®euna curva de calibracion de ramnosa

o ramnolipidos de 0-50 mg/dl (Hodge and Hofreil®62). Las moléculas de ramnosa de



los ramnolipidos reaccionan con elS@ y 6rcinol (1,3-dihidroxi-5-metilbenceno) a altas
temperaturas (30 min/80°C) y es cuantificado a 421 (Koch et al, 1991). (24)
Caracterizacion quimica de los BS; existen variodtonps llamados: TLC, HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Afinidad), IR (Infrajo), GC-MS (Cromatografia de
Gases-Espectrometro de Masas, NMR (Resonancia MegnBuclear) y FAB-MS
(Bombardeo Atémico Rapido-Espectrometro de MadasHPLC, consiste en una fase
movil, estacionaria y un detector. La fase méoewd la muestra en solucion y es inyectada
a través del inyector. La fase estacionaria esolidcs sobre el cual la fase movil fluye
continuamente los componentes de la muestra. Lagp@oentes migran acorde a las
interacciones no covalentes de los compuestos ciduanna. El detector emite respuesta a
la elucién de la muestra y subsecuentemente segralgisos en el cromatograma. GC-MS:
La cromatografia de gases constituye un poderagmuimento en la determinacion de los
componentes de una muestra, al permitir tanto paraeion de éstos como su deteccion
individual. El espectro de masas (MS) de un compuesto purgeofraliosa informacién
para fines de identificacion cualitativa, siendalé&erminacion del peso molecular lo mas
importante, si bien la fragmentacion de la moléquiade ayudar en gran medida a la
identificacion del compuesto (Yakimaat al, 1995); Analisis de Infrarrojo (IR): esta es
una forma de radiacion que puede viajar a travésaigo, mientras que el calor se asocia
con el movimiento y energia cinética de las mokEsuEl espectrometro consiste en una
fuente de radiacion, y un detector monocromaddeihino de infrarrojo cubre el rango
del espectro entre 0.78 y 1000 mm. La absorcioiRdes restringida a compuestos con
pequeia energia en los estados vibracional y astalciEsta técnica determina los grupos
funcionales de muestras; gases, liquidos y soOlglappya a la elucidacion de la estructura
del compuesto. La surfactina, liquesina y ramndtipi han sido caracterizados por esta
técnica (Das, Mukherjee, and Sen, 2008). AndlisisNIMR; este método es basado en la
transicion de atomos con un momento magnético @iandcampo magnético externo se
aplica. La RMN proporciona informacion sobre losuggs funcionales, asi como la
posicidon de los vinculos dentro de las moléculasatbohidratos y lipidos. La ubicacion
exacta de cada grupo funcional se puede obtenarigférmacion sobre los isbmeros
estructurales también es posible con la ayuda deserne de experimentos de RMPM\B-

MS; Este es un método de ionizacién suave que esgjuina sonda de insercion directa



para la introduccion de la muestra. La muestraB&ke disuelve en metanol, se mezcla
con la matriz y se utiliza para el analisis. Elgrwae investigacion de Manso Pajarstral.
(1993) han identificado mezclas de ramnolipidotizatido este método. Es importante
mencionar que los requisitos de tiempo para llewatabo algunas de la extraccion,
purificacién y andlisis de algunos de los procedittos descritos anteriormente pueden ser
afectadas por varios factores tales como volumemdestra, la presencia de carbono
residual o la produccién de otros sustratos com@ettdleo, mezclas o complejas

composiciones medio (Satpute Surekhattal2010).

3.8 CONCLUSIONES

Basados en el primer capitulo de la tesis, condsimue los biosurfactantes producidos
por Pseudomonasp, principalmente asociadas a plantas son ampli@giversos, en
estructura, y en actividad biolégica. Aunque se identificado un gran nimero de genes
involucrados en la biosintesis de BS, aun en val&sllos se desconoce la regulacion de
produccién en este género. Se conoce mucho enocaald produccion, biosintesis y
aplicaciones de los ramnolipidos, y se desconageat de estos puntos en los CLP’s. Se
debe dar mucho enfasis en las bacterias que tiareapacidad de producir BS, aplicar los
métodos correctos para su identificacion y eluctaae la estructura, asi como las
posibles aplicaciones biotecnolédgicas (biocidasgcdmtrol, biorremediacion, etc) con la
finalidad de usar estas tecnologias compatiblesetomedio ambiente. Debemos de tener
en cuenta el uso de fuentes de carbono de bajo goshovables, y sobre todo se debe de
tener avances significativos en el analisis y ebggion de la secuencia de los genomas de
las bacterias con esta capacidad, lo cual perntaticdmprension de la sintesis, regulacion

y actividad de los BS producidos @g@seudomonasp



4. CAPITULO II: ZONA DE ESTUDIO

4.1 CUATRO CIENEGAS COAHUILA (CCC)

El valle de Cuatro Ciénegas, localizado en la zoewtral de Coahuila, se considera el
humedal méas importante del Desierto Chihuahuens@moy de los mas importantes en
México. Es uno de los pocos humedales que quedan en el derAmérica y ha sido
comparado con las Islas Galapagos del Ecuador antaua diversidad bioldgica y
endemismos (National Public Radio, 2001). Debidajue un gran numero de los
organismos que se encuentran en el valle estam lestd de especies amenazadas, mas de
70 especies son endémicas de la region (Desed=Gbuncil Web, 2003) y a que todos
ellos dependen de la permanencia de los sistermasars de la zona, desde 1994 el valle
de Cuatro Ciénegas fue decretado Area Natural gdat¢ ANP) por el gobierno de México
y es también considerado como un sitio prioritgo@ra la conservacion (Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiidad (CONABIO), World Wildlife
Fund (WWF), Ramsar convention on wetlands y mageméemente declarado como un
sitio de interés por el proyecto del Hombre y ladiera (MAB/UNESCO).

Por otro lado, muchos de los habitats acuéaticosvd#e permiten la existencia de
estromatolitos vivos, comunidades microbianas cetaplque son consideradas como un
ejemplo de la vida en la Tierra de hace casi 3mmilbnes de afios (Madigaat al. 2000),
esta situacion es poco usual en la actualidad jo@o el mundo existen tan sélo unos

cuantos sitios en donde encontramos estromateiios (Madiganret al. 2000).

Ademas de albergar muchas especies endémicad|eebgaCuatro Ciénegas y los valles
colindantes tienen particularidades que los haoeramente interesantes. Por una parte, se
ha encontrado la presencia de bacterias que sawctedsticas de ambientes marinos, a
pesar de su ubicacion a 700 km de la costa maareerEste tipo de bacterias se encuentra
Unicamente en zonas donde también existe un ongemo, como el desierto de Atacama
o los lagos de la Antéartida. Esto, junto con lomslajeolégicos de la zona, son elementos
gue sugieren un origen marino del agua subterrdag@auatro Ciénegas, lo cual no es de
extrafiar, ya que la mayor parte del agua del m@t®éxico es de origen fosil y proviene
del Protogolfo de México. Por otra parte, lo quends extraordinario es que esta sefial del



mar en el area de Cuatro Ciénegas continle predesde hace 150 millones de afios y que
comunidades relictas complejas de microorganisestspmatolitos, caracoles y peces, se
mantengan vivas después de tanto tiempo. Asimisht@llazgo de bacterias marinas en el
Desierto Chihuahuense realza la importancia deeceas no solo el valle de Cuatro

Ciénegas, sino los colindantes, en los que també&rencuentran secuencias de origen

marino. (Escalante 2008)

4.1.1 Ubicacién geografica

El valle de Cuatro Ciénegas esta localizado enotea zentral del estado de Coahuila,
México (Figura 7) y forma parte del Desierto Chiuense (26° 59’ N, 102° 04’ W). La
extension del valle es de aproximadamente 40 kikonele este a oeste y de 30 km de
norte a sur a una altitud de 740msnm (Escalant2088). Este valle esta localizado entre
los dos macizos montafiosos mas grandes de Mégi@ietra Madre Oriental y la Sierra
Madre Occidental. La humedad que viene del océaudfi€o y del Golfo de México no
logra llegar al valle por la barrera montafiosajue en parte explica las condiciones aridas
del lugar. Rodeando al valle se encuentran mostdéanas de 3000 msnm: la Sierra de la
Madera, Sierra Purisima, Sierra Menchaca y Siaerfeaua y es dividido en regién este y

oeste por la Sierra de San Marcos y Pinos (Figura?)
4.1.2 Clima

El clima de Cuatro Ciénegas es arido, con mend)f@enm de precipitacion anual y mas
de 2000 mm de evaporacion potencial (SEMARNAT 20Q3s lluvias ocurren entre
Mayo y Octubre, con la mayor parte de la precipitaclurante Junio. Las temperaturas en
Cuatro Ciénegas pueden llegar al congelamiento)(@t@ante el invierno, cuando se
acumula nieve en las partes altas de las monthdasemperaturas de verano suben a mas
de 44°C (Minckley 1969). Se estima que un climailamal actual ha existido en el valle
por mas de 30,000 afios con vegetacion similarid#gror datos de polen y radioisétopos
de carbono (Meyer 1973, Escalante 2008).



4.1.3 Hidrologia

La poca precipitacion anual reportada para la zmnpuede ser generadora de cuerpos de
agua en el valle, por lo que la gran cantidad de agbterranea es la causa de la existencia
de manantiales en el valle. Dentro de Cuatro Ci&nelgas pozas del valle presentan una
variabilidad extrema en temperatura, salinidadmigd del agua y descarga en escalas
espaciales pequefias o locales (Minckley 1969). dqagas son duras y contienen gran
cantidad de sales de calcio y magnesio; la eledadeza de las aguas se incrementa a
partir de los manantiales. Los cationes dominargesgrden de abundancia descendente
son calcio, magnesio, sodio y potasio; mientraslgsi@niones son fuertemente dominados
por los sulfatos, carbonatos y cloruros. Preseantencomposicion quimica similar; el pH
varia desde la neutralidad (7.0-7.2) en los maalastihasta la alcalinidad (8.0-9.7) en
lagos terminales en fase de desecacion (Alcoceaty K995; Calegari 1997). Los cuerpos
de agua tienen, ademas, un contenido muy bajo slerédy la pobreza de nutrientes no
permite el desarrollo importante de algas, porde se ha sugerido que la base tréfica del
ecosistema esta formada por bacterias (Seuaka 2006), sin embargo, estudios en donde
se pruebe esto explicitamente aln no existen.j&ldeatenido de fésforo ha sido sugerido
también como una firma de condiciones ambientagédPceCambrico (Elsest al. 2005,
2006) en donde organismos metazoarios estabanadiost en su desarrollo, esta
caracteristica de los sistemas acuéticos de CQadrtegas permite probar hipétesis sobre

evolucién temprana de la vida en un ambiente actiiatalante 2008 y Verdugo 2008).

Los cuerpos de agua permanentes en el valle seldsificado, de acuerdo con Minckley
(1969), en siete sistemas de flujo, estos son: iGtejrBecerra/Garabatal, Rio Mesquites,
Rio Puente Chiquito, Tio Candido/Escobedo, SantdaTe Rio Nadadores (Rio Grande).
Dentro de cada uno de los sistemas existen to@dgunos de los cuatro tipos principales
de cuerpos de agua en el valle: manantiales (ededsurge el agua), pozas (alimentadas
por flujos superficiales), rios/canales y lagursadas.



4.1.4 Sistema Churince

El sistema Churince esta compuesto por cuatro flagasas (Fig. 7). Estos incluyen Poza
Churince y Poza Bonita como sus manantiales, Lagmbermedia como un lago
intermedio y Laguna Grande como el lago termintdguna salada de desecacion. Se ha
propuesto que conductos subterrdneos mantienerxiéonde este sistema con el Rio
Mesquites (Evans 2005) pero hasta ahora no hagmui@ para ello y se considera como

un sistema aislado.
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Tabla 1. Coordenadas geograficas y medidas fisicoquimiehsagua del sitio de muestreo en el sistema

Churince en Cuatro Ciénegas Coahuila, México.

°T °T?a pH Do® Cond.°
Sitio Latitud (N) Longitud (W) (°C) (°C) ?) (mohms)
LG1 26°50.830" 102°09.335" 25.03 3.88 10 9.6 4.2
LG2 26°51.199" 102°09.009" 25.03 3.88 9.8 9.5 4.2
LG3 26°51.146" 102°08.964" 25.45 3.84 9.7 9 4.2
LI6 26°50.927° 102°08.539" 26.84 2.37 9.3 8 2.2
LI7 26°50.910" 102°08.438" 26.44 2.59 9.3 8 2
LI8 26°50.897" 102°08.558" 26.46 4.26 9.3 8 1.8
MAN9 26°50.717 102°08.295 27.6 1.16 89 75 16
MAN10 26°50.421° 102°08.047° 28.82 0.47 87 6 1.4

a. Oxigeno Disuelto y b. Conductividad

Hasta ahora no existen antecedentes de otros @stuwdin informacion sobre las
comunidades bacterianas en ambientes acuéticogalielde Cuatro Ciénegas y de los
valles vecinos con respecto al aislamiento de hast@roductoras de BS. Muchos de los
estudios de bacterias que han sentado las baseglpdesarrollo de la microbiologia han
sido sobre cultivos puros, pero hoy sabemos quéddaterias cultivables son sélo una
pequeia parte de las que existen en la naturdlezanétodos moleculares desarrollados
en la Ultima década han permitido el estudio dewrndades bacterianas no cultivables que
han mostrado un asombroso numero de linajes fiktgers. Gran parte de estos trabajos se
basan en la secuencia del gen 16S ribosomal, qeelbalegido para clasificar distintos
tipos de organismos gracias a que esta presemos énies dominios de la vida reconocidos
actualmente. El ADN 16S es una molécula muy interiesya que contiene informacién
para ensamblar la maquinaria de produccion de ipexteen el ribosoma. Sin embargo, su
gran utilidad taxondmica se basa no sélo en sudaresencial sino en que tiene regiones
altamente conservadas y regiones con variacioridemable en su secuencia, por lo que se
pueden detectar grupos taxonémicos a diferentedesireino, familia, género, especies

etc.) con un mismo marcador para practicamentestda® seres vivos. Hasta ahora la



clasificacion de los microorganismos se ha basauhcipalmente en estas secuencias del
gen 16S ribosomal.

La diversidad microbiana de este lugar ha sidosaswante estudiada (Soutaal. 2006,

Elseret al. 2005, Garcia-Pichet al. 2002, Escalante A, 2008).damas, se han aislado e
identificado con una alta frecuencia cepas relaaas filogenéticamente con el género
Pseudomonas sp es por ello, la importancia de aislar, idecdifiy caracterizar cepas que

produzcan biosurfactantes, y que no sean patéganasu uso a nivel industrial.



ETAPA |

5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE Pseudomonas sp PRODUCTORAS
DE BIOSURFACTANTES AISLADAS DEL VALLE DE CUATROCIEN EGAS
COAHUILA.

5.1 Introduccion: Existe una gran variedad de microorganismos qudugen potentes
agentes activos de superficie, denominados biagarfees, lo cual varian en su estructura
guimica y peso molecular. El peso de los bioswuafdes depende de las condiciones
ambientales y de crecimiento del microorganismo. ¢en diversidad de los
biosurfactantes hace de ellos un grupo interesdatenoléculas para su aplicacion en
diversas éareas, en la agricultura, cuidado dellal salimentos, limpieza de aguas y control
ambiental principalmente en la degradacion de baftros presentes en el suelo y en la
recuperacion de aceites. Dentro de la gran varief#adnicroorganismos que producen
biosurfactantes encontramos Fa aeruginosa que tiene la capacidad de producir un
glicolipido, llamado ramnolipido, el cual tiene eiigsas aplicaciones industriales y una de
las limitantes para usar esta bacteria en biotegieles por ser un patégeno oportunista,
por ello nos dimos a la tarea de explorar las agiega€CC, con la finalidad de aislar
P. aeruginosa que produjeran ramnolipido, que no fueron patégenatrasPseudomonas

Sp con esta misma capacidad para utilizarlas emalgplicacion biotecnologica.

5.2 Objetivo general: Caracterizar los biosurfactantes producidos Pssudomonas sp
aislada de CCC.

5.3 Objetivos particulares:

1. Identificar filogenéticamente las cepas dseudomonas sp productora de
biosurfactante.
2. Caracterizar fisicoquimicamente el biosurfactamtelpcido poPseudomonas sp.

3. Determinar la patogénicidad de la cepa producteraiasurfactante.



5.4 Antecedentes del proyecto:

En la primera etapa se analizaron aproximadame@iecdpas de las cuales una de ellas
producia biosurfactante determinado en las prudbascreening (formacion de halo en
medio PSVW y la formacion de espuma estable enof@dGAS), la cepa que aislamos de
esta coleccion fue la numero CCB77, que fue aiglidiaitio 10 del manantial del sistema
Churince de CCC. De la cepa se amplifico y anddzeecuencia del 16S rDNA, la cual se
agrupo conP. mosselli. Posteriormente se hizo el andlisis de cromattayexi capa fina
para la deteccién de las moléculas de monoramdolipidiramnolipido, revelando que
esta cepa producia las dos moléculas que co-migeabEamisma altura que. aeruginosa

PAO1 y correspondian al mono y diramnolipido.

5.5 MATERIALES Y METODOS: AISLAMIENTO E IDENTIFICAC ION DE
Pseudomonas sp CCB77

5.5.1 Aislamiento de las muestras:
Se tomaron muestras en cuatro puntos (ml1, m2, #BdenLaguna Grande en agosto del
2003, enero del 2004, enero del 2005 y agosto @@ 2dos veranos y dos inviernos). En
cada uno de los puntos de muestreo se tomaron e rabua de la superficie en tubos
falcon estériles. Por sitio se tomaron tres réplindependientes. Ademas se tomaron otros
puntos en el Manantial (m9 y m10), cuatro en Lagimermedia (m5, m6,m7 y m8) y
cuatro en Laguna Grande (m1, m2, m3, m4) (Verd g8 p

5.5.2 Siembray extraccion de DNA.
Para aislar las cepas del gén&seudomonas, se sembraron en campo 1{A0de cada
muestra en un medio de cultivo agar GSP (10 g/L (f¢ Glutamato de sodio, 20 g/L de
Almidén hidrosoluble, 2 g/L de Fosfato de potasibidtogenado, 0.5 g/L de Sulfato de
magnesio, 0.36 g/l de Rojo fenol y 12 g/L de agét;7.3) selectivo parBseudomonas y
Aeromonas segun Kielwein (1969,1971). Debido a que la maydeidos microorganismos

acompafiantes no pueden metabolizar ni el glutamiadd almidén (Gnicos nutrientes del



medio), en principio solo las especies de los g&Ereseudomonas y Aeromonas pueden
crecer en el medio agar GSP. Al degradar el almi@dsnAeromonas producen acido
tornando el color naranja del medio a amarilloaf&ir et. al., 1966). En cambio las
colonias dePseudomonas coloran el medio de rojo o violeta, propiedad gac la cual
pudieron ser diferenciadas. Los aislados fuerormrdgums a -80 °C en 5% de medio de
GSP con 15% (vol/vol) de glicerol. (Escalante 2§08erdugo 2008). Se extrajo DNA de
las colonias con un kit de extraccion DNeasy Tiskile(Qiagen, Hilden) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5.5.3 Identificacion de las especies bacterianas.

Se amplificé el gen 16S rRNA de los genotipos (mic8e emplearon los primers
universales para la mayoria de las eubacteriasy 24B2R (Lane, 1991). Cada reaccion de
PCR contenia buffer para PCR al 1X, 2 mM de MgQI8,mM de una mezcla de dNTP,
0.3 uM de cada primer, una unidad deq polimerasa (Applied Biosystems) y 2 de
DNA. Todas las reacciones se realizaron en un tw@otador (MJ Research) con el
siguiente programa: un ciclo de 94°C por 4 min.ug#mgde 30 ciclos de 94°C por 1 min.,
52°C por 1 min., 72°C por 1 min. y 71°C por 3 nithproducto de PCR fue purificado en
un gel de agarosa al 2 % utilizando el protocolb kie QIAquick gel extraction kit
(Qiagen, Hilden). Se emplearon siete primers (8FR3 530R, 530F, 790F, 981R, 1492R)
para obtener la secuencia completald50 pb del 16S rDNA (Tabla 2) (Sacchial.,
2002). La reaccion de secuenciacion se realizo rewvalumen total de 15, el cual
contenia 2ul de Big Dye Terminator Sequencing kit (Applied Bistems), 1.euM de
primers y 5ul del producto amplificado. Las condiciones de seciacion fueron: 1 ciclo
de 5 min. a 95°C, 45 ciclos de 10 seg. A 95°C, 160&C y 4 min. A 60°C. La
secuenciacion se hizo en un secuenciador de cgpBdrAvant 100). Se ensamblaron las
secuencias con los programas BioEdit y Consed.Irke@rde se identificaron las cepas
pertenecientes al génedrseudomonas comparando las secuencias con la base de datos del
Ribosomal Database Project Il (RDB, Maidktlal., 2001).



Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion y la ssmziacion del gen 16S rDNA.

Primer usados para amplificar el gen 16S rRNA

27F 5"-AGAGTTTGATCCCTCAG-3’
1492R 5"-ACCTTGTTACGACTT-3"
Primes usados para secuenciar el gen

16S rRNA completo

8F 5-AGTTGATCCTGGCTAG-3"
357R 5-CTGCTGCCTCCCGTA-3’

530R 5-GTATTACCGCGGCTGCTG-3’
530F 5-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3"
790F 5’- ATTAGATACCCTGGTAG-3"
981R 5-GGGTTGCGCTCGTTGCGGG-3’

En base a la metodologia anterior, se parti6 debamco de 420 cepas del género
Pseudomona sp, en la cual se hizo un screening en medio PRSWI&l consiste en caldo
PPGAS (phosphate-limited peptone-glucose ammonalts siedium pH 7.2 por sus siglas
en ingles) el cual contiene (NH4CI2 (0.02 M), KOIG2 M), Tris-HCI (0.12 M), MgSO4
(0.0016 M), glucosa (0.5%, w/v), y peptona (1%, w/\el medio PSVW contiene la base
del medio PPGAS (Y Zhang, 2002) suplementado cémiy/| de azul de metileno y 200
mg/ml de CTAB (cetyl-thrimethyl-ammonium-bromide)1y5 % de agar (Marina Wilet
al.1997). Las placas se incubaron a 30 °C hasta pdiag, la aparicion de un halo
transparente alrededor de las colonias se tomaha positivo. Se incluyo como control
positivo aP. aeruginosa PAOL. Posteriormente las cepas que no daban eSmégio de
halo se descartaron del estudio, y las que dabbnm fharon candidatas para ver la
produccién y estabilidad de espuma en medio PP@ASultivos de 18-24 hrs a 30°C a
225 rpm, ademas se hicieron las pruebas de hemeélisaigar sangre (base de agar sangre +
5% de sangre de carnero), se aplico el método getéacolapsada en el sobrenadante y la
prueba de emulsificacién en diesel &hmad Mohammad, 2010). Todas las pruebas antes
mencionadas fueron esenciales para discriminar sa clgpas dePseudomonas sp

productoras de biosurfactantes.



5.5.4 Pruebas bioquimicas.

Se determino el perfil bioquimico de las cepas dsai API20NE y API50CH siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Ademas se ndeterel crecimiento a diferente
temperatura (4 a 42°C). También se hicieron prudbagecimiento en medios &cidos (pH
4.5) y basicos (pH 9). El crecimiento de las ceipasregistrado de forma cualitativa (+,

crecen; - no crecen).
5.5.5DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS:

5.5.5.1 Determinacion de ramnolipido:

Los sobrenadantes de los cultivos en PPGAS de 4 liweron usados para determinar la
concentracion de ramnolipido. La concentracionl tdea ramnolipidos fue determinada
midiendo la concentracion de ramnosa después dedtalisis con HSO, usando el
método de orcinol (Chandrasekaran, 1980). Posteeioie se hicieron las cromagrafias en
capa fina (TLC) la cual consiste en placas cowasifiel G (Baker Si250 TLC Plates, JT
Baker, Phillispsburrg, NJ, USA) (Matsuyardaal. 1986), se uso una mezcla de solventes
cloroformo/metanol/agua (65: 15: 2) (Sim dét al, 1997) durante 30 minutos, los

ramnolipidos fueron revelados con 25 mg/ml de whacgdn de a-naftol.

5.5.5.2Cuantificacion de piocianina:

La piocianina fue extraida a partir del sobrenaglaet un cultivo ON en caldo PPGAS, y
cuantificada por el método descrito por Esgaal. 1990. En 5 ml del sobrenadante se
agregaron 3 ml de cloroformo y mezclado en vortexIpmin. La capa de cloroformo fue

transferida a un nuevo tubo y mezclado con 1 mH@¢&0.2M. Después se centrifugo la

mezcla y la capa de HCI 0.2M fue removida y meeid&| espectrofotometro a 520 nm.

5.5.5.3Determinacién de acylhomoserina lactona:

Para detectar la produccion de autoinductoresagmdpas productoras de biosurfactantes
se realizo mediante un bioensayo. Para separautoinductores, se hizo la separacion a
partir de 10 ml del sobrenadante de medio de PP@&Bués de 24 horas de incubacion,
los autoinductores fueron extraidos con acetatetitte acidificado (100 ml de acetato de

etilo/0.1ml de &cido acético). Estos extractos dneevaporados y resuspendidos en un



volumen de metanol 1:100 del volumen de cultivgioal. Estas muestras fueron aplicadas
10 ul de la suspension en placas de silica gel (60 p2&é Merck) y corridas en metanol
al 60% por 30 minutos aproximadamente. Despuésstie teempo, las placas fueron
cubiertas por un cultivo saturado en caldo LB ditui:4 en agar LB al 1% el cual contenia
Chromobacterium violaceum CV026, con la finalidad de detectar la produccide
violaceina G-HSL (McClean, K. H., 1997) o E. coli JIM109/pBS1075 para detectar 30-
Ci1>-HSL por emision de luz (Winson, M. K. 1998). Latetion de GHSL por la
formacion de pigmento fue hecha después de 24 Herasubacion a 30°C y en el caso de
la deteccion de 304zHSL fue detectada por la emision de luz por aatbografia en las
placas después de la exposicion por 6 horas a EHCos dos casos se usaron como
control positivo el sobrenadante dePlaaeruginosa PAO1 o M10, y autoinductores puros.
Las concentraciones usadas para las solucionestdeductores puros aplicados en las
placas fueron 400 nM para-€SL y 100 nM de 30-G-HSL.

5.5.6. AMPLIFICACION DE GENES INVOLUCRADOS EN LA Bl OSINTESIS DE
BIOSURFACTANTE Y EXOTOXINA A.

5.5.6.1Amplificacion de los genesoxA, rhlA, rhiB

Se amplificaron los gendsxA, rhlA y rhiB, de la cepa CCC77, usando los oligos de la
tabla 3. Cada reaccién de PCR contenia buffer p@mR al 1X, 2 mM de MgG| 0.8 mM

de una mezcla de dNTP, Qud de cada primer, una unidad @aq polimerasa (Applied
Biosystems) y 2d de DNA. Todas las reacciones se realizaron etetmociclador (MJ
Research) con el siguiente programa: un ciclo d€ $br 4 min. Seguido de 30 ciclos de
94°C por 1 min., 68%¢xA) (Ashraf A. 1994), 56°CrflA) y 58°C (hiB) por 40 seg, 72°C
por 1 min y 72°C por 5 min. Se uso como marcadgpe® a lambda 1kb. Los productos
de PCR fueron visualizados en gel de agarosa &b 1eBido con bromuro de etidio, en

cada experimento se uso como control positivo eAlDNP. aeruginosa PAO1.



Tabla 3: Secuencia de los primer usados para amplificesdaesencias de los genes de la Exotoxina A
(ETA), Ramnosiltransferasash(A y rhiB).

Primers Secuencia 5°- 3 Tm°C Referencia
ETAL GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC 73 Ashraf A. 1994
ETA2 CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT

rhIAR ATGGCCATCTCGTGGAATC 56 Este estudio
rhiAF GGCGCGAAAGTCTGTTGGTA

rhiIBR GCTCGCCGCTTTCAGCCAGC 58 Este estudio
rhiBF CCAGCTTTGGCGTGGCTGTGG

5.5.7. Complementacion de la cep®seudomonas sp CCC77 por transformacion

5.5.7.1Transformacion con el plasmido pu094 y pINC94.

Para poder transformar las células bacterianamepoi se tuvo que determinar su perfil de
resistencia, dado que el puO94 (U. A. Ochsnerale 1994) confiere resistencia a
tetraciclina 20Qug/ml y para pINC94 (N. Cabreret, al., 2006) a cloramfenicol 208g/ml.

Se prepararon células electrocompetentes de las eepransformar (1ml de cultivo a una
D.O de 1.00 a 600 nm), usandqi3xdel plasmido, las células se plaguearon en meglies
contenian los antibioticos antes mencionados. [®ecsenaron dos colonias por cada cepa,
se comprobo la presencia del plasmido por lisigliala. Las clonas obtenidas, se probaron
para la produccion de ramnolipido en medio PPGAS® guantifico mediante el método de

orcinol ya descrito arriba.

5.5.8 Purificacion de ramnolipidos dé°. aeruginosa PAOL.

Se inocularon 9 litros de caldo PPGAS en un reattol4 litros con 1 litro de cultivo
saturado en LB de la cepa PAOL. Las condicionesedetor fueron; 225 rpm, 37°C, 15 Lb
psi, 1 uvm. Se hizo una curva de crecimiento y pecogbn de ramnolipido, la primera
lectura se tomo al tiempo 0, 2, 4, 6 — 24 h sedri@idensidad Optica 600 nm, en cuanto a
la produccion del ramnolipido se cuantificO medsaat método de orcinol. Después de

transcurridas las 24h de cultivo, se centrifugdosnlO litros de medio con la finalidad de



eliminar el pellet, el sobrenadante se concentraremolumen de 1.5 L. Los ramnolipidos
fueron extraidos siguiendo el protocolo ya menaongosteriormente se empacO una
columna de silica gel (humedecida con clorofornse),agregé la muestra extraida y se
eluyo con 100 ml de cloroformo/metanol 50:3, clorafo/metanol 50:50 y al final solo

con cloroformo, se colectaron fracciones de H00se dejaron evaporar, se corrieron y
tineron las TLC, las fracciones puras del mono -yadinolipido se concentraron en un

mismo tubo para analizarlas en el HPLC y usarlasgpiormente como controles.

5.5.9Modelo de virulencia enC. elegans N2 de Pseudomonas sp CCC77:

5.5.9.1 Ensayo de pardlisis d€. elegans N2:
Se hizo el ensayo de paralisis @nelegans N2, en el cual se dispersaron 1#0de un
cultivo de 5 a 7 dias de crecimiento en agar BHiugion cerebro corazon), las cajas se
incubaron de 30 a 37°C por 18 a 24h, posteriormsnt@zo una suspension bacteriana en
caldo BHI hasta una concentraciéon de 0.1 a 600 arpartir de esta suspension se
inocularon 150ul en una placa de 3.5 cm de didmetro de agar Bdsl,placas fueron
incubadas de 30 a 37°C de acuerdo a la tempeluraicroorganismo, durante 24h, los
nematodos N2 fueron sincronizados y después detrtelia de haber sincronizados el
cultivo del nematodo se colectaron en placas swckouffer M9 (1X, pH 6.5) y se
colocaron alicuotas de 30 (contiene aproximadamente 20-200 gusanos adustiwe el
tapete microbiano. Las placas se incubaron a ungeeatura de 21-23 °C por 4h. Los
nematodos fueron considerados muertos cuando nmos#an espontdneamente y no
respondian a ningun estimulo. El experimento se pa triplicado y en tres experimentos
independientes, se incluyo como control positi@ aeruginosa PAO1 y como negativo a
E. coli OP50-1. (Larry A. Gallagheet al., 2001).



5.5.9.2Ensayo de muerte rapida deC. elegans N2:
Se hicieron los experimentos de muerte rapida (&i#lstg), se parte de un cultivo en ON
en caldo King’s entre 5-1@ del cultivo se disemina en una placa de 3.5 crdiéisetro
la cual contiene 4 ml de medio PGS (1% peptonaN&%l|, 1% glucosa, 0.15M sorbitol y
1,7% de agar). Las placas fueron incubadas a 37hi@ 24 h, posteriormente cada placa
fue inoculada con 40-50 gusanos N2 y en estadio kadlultos. Después estas placas se
incubardn a temperatura entre 23 a 25°C entre2Balds placas se revisaron a partir de las
4h de iniciado el experimento, transcurrido esampio se revisaron las cajas para
documentar el resultado. Se incluye en cada expatonak. coli OP50-1 como control
negativo yP. aeruginosa PAOlcomo control positivo. (Man-Wah Tatal., 1999).

5.5.10 RESULTADOS Y DISCUSION ETAPA I:

a) Aislamiento y caracterizacion dd’seudomonas sp, productoras de biosurfactantes:

Se analizaron aproximadamente 420 cepas de unacidwiede Pseudomonas sp del
Laboratorio de Evolucién Molecular y Experimentadl dnstituto de Ecologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México. De lasasegnalizadas se selecciond la cepa
CCC77 con capacidad de producir el biosurfactaat@nolipido. La produccion de
biosurfactante se determino con la presencia denesy por las moléculas que co-migran

con el mono y di-ramnolipido dB. aeruginosa PAOL1, (figura 8).
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Figura 8: Produccién de ramnolipido pPseudomonas sp CCC77. A) Produccién de espuma en me
PPGAS después de 24 h de incubacion a 30°C, 225Bprndlisis de la cromatografia del ramnolip
extraido del sobrenadante del medio PPGAS congterizquierda el control positivo PAO

Se cuantifico la pduccién de a:cares reductores como se describe en la metodpk

la cual se obtuvo: 454g/ml de la cepa PAOL, y 5;ug/ml la CCC77 respectivamen

En base al andlisis de la secuencia del gene rD8B\ sk determind la especie, la ¢
correspondia &. mosselii con un 99.7% de identidad, como se muestra engelesite

arbol filogenéticqfigura 9)
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Figura 9. Filogenia del gen 16S rRNA para la cepaPdeudomonas sp CCC77 colectada en el sistema
Churince en Cuatro Ciénegas Coahuila, México. Swonssecuencias de referencia de aislados tipo de
distintas especies del género. El arbol preserdadmnstruyd bajo un modelo de sustitucion de Kanue

dos parametros y algoritmo de distancia Neighboridg con 1000 bootstrap. El tamafio de la barra
representa el nimero de substitucién por sition&gritas se muestra la posicién de la secuencia depa
CCC77.



En base a la secuencia del gggeB, la cepa CCC77 se agrupa dénputida aunque la

separacion no es muy clara. Figura 3.
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Figura 3. Filogenia del gegyrB para la cepa deseudomonas sp CCC77colectada en el sistema Churince
en Cuatro Ciénegas Coahuila, México. Se usaronesei@s de referencia de aislados tipo de distintas
especies del género. El arbol presentado se cgasbajo un modelo de sustitucion de Kimura de dos
parametros y algoritmo de distancia Neighbor-Jgimion 1000 bootstrap. El tamafio de la barra reptasl
namero de substitucién por sitio. Con la flechanseestra la posicion de la secuencia de la cepa €TCC7



Posteriormente esta cepa fue enviada al laborat@idlicrobiologia y Genética de la
Universidad Louis Pasteur de Francia, para su sigdén base a los sideroforos e
isoformas, la cual concluyeron que pertenece apgrde lasPseudomonas pero no
fluorescentes, por lo tanto para ellos no Rsmosselii. Lo cual nos indica que
efectivamente la cepa CCC77 podria ser un mosdmtg que por secuencia del gene
ribosomal 16S corresponde a la especie, pero emaw@asideroforos no (comunicacion
personal Dr. Jeane Marie, Fouad Dabbowssl. 2002). Para determinar correctamente la
especie se debian incluir otros analisis de se@gpdncipalmente de genes constitutivos
(recA, acnB, etc) o en dado caso hacer las pruebas de hidid&@NA: DNA con la cepa
tipo.

Con la finalidad de comprobar si esta especie fteandapacidad de producir biosurfactante
se solicito el banco de cepas de 12 aislamientd?. deossdlii, se analizaron en nuestro
laboratorio para la produccién de ramnolipidosgdetrminé la produccién de espuma en
medio PPGAS, la produccion de halo en medio PSVWintficacion de azuUcares
reductores y cromatografia en capa fina. Los radaft obtenidos fue que no producian

ningun biosurfactante como se muestra en la figira

Monoramnolipido —p)

Diramnolipido —p»

PAO P..mosselii (70-83)

Figura 11. Cromatografia de los extractos para detectar ripido en el banco de cepas &emossdlii.



Ademas se escalo a 10L la produccion de ramnoligdda cepa dé°. aeruginosa PAOL1,
las fracciones puras se concentraron para usadsterpprmente como controles en el
HPLC, para comparar posteriormente el ramnolipidalycido por laP. mosselii CCC77
(ver figura 12).

" Frente dela placa

. Monoramnolipido

A

<~ Diramnoipido

Figura 12. Cromatografia de las fracciones purificadas derlonoramnolipidos y diramnolipidos de
P. aeruginosa PAO1, de un cultivo de 10L en PPGAS, 37°C, 24h.

Posteriormente se puso a crecer la depaosselii CCC77 en PPGAS con la finalidad de
extraer ramnolipidos para purificarlo por HPLC gtetminar el tipo de molécula con el
espectro de masas. Lo que se obtuvo es que laecelgs mismas condiciones probadas
anteriormente no produjo ramnolipidos ni por eladétde orcinol (deteccion de azucares

reductores), ni en placas de cromatografia.

Con los datos anteriores, creiamos que la cepade lpaber contaminado, entonces para
resolver esto, se sacaron los gliceroles en mediainm (PPGAS/glucosa) y

posteriormente se hicieron diluciones, esto cdinididad de tener colonias aisladas, estas
colonias fueron tomadas al azar con aplicadoresatera y se hicieron crecer en medio
PSVW, con la finalidad de que hicieran halo comansestra en la figura 13, después de

una semana se analizaron las placas y se volveersacar colonias (solo se incluyeron



aquellas con un halo bien definido) en caldo PP@AS PSVW. En el medio de PPGAS
se incubaron a 30°C, 225 rpm durante 18-24 hrsalwddener una D.O 600 nm de 1.5-1.8,
se corrié a la par el control dePaaeruginosa PAO1 (37°C). Estos cultivos se analizaron
para ver la produccién y estabilidad de la espuca@atteristica de los tensoactivos) y
extraer y cuantificar azucares reductores por dbdeéde orcinol y ademas correr el
extracto en placa de TLC. Los resultados obtenitbosste experimento fue que no hubo

ramnolipidos en las clonas probadas.

Figura 13. Clonas de la cepa CCC77, aisladas en medio PSVW.



Al tener estos resultados se fue a sacar la cepaliderol original (Laboratorio de
Evolucién Molecular y Experimental, Instituto dediigia/UNAM) la sorpresa que nos
llevamos fue que la cepa que desarrollo crecié®apt®duce pigmento verde (piocianina)
esta cepa la denominamos CCC77B y por lo tantousedamnolipidos como se muestra
en la figura 14, esto es porque se contaminORc@eruginosa. Ademas antes de volver a
sacar esta cepa, la Dra. Ana Escalante, realizéstutdio de clonalidad en todo el banco,
reportando a la cepa CCC77 como Unica en toda lecaon en base a su patron de
restriccion. Por lo tanto en la coleccion no sentaieon otras cepas que compartan las

mismas caracteristicas.

{

1“ Monoramnolibidos

. .4‘ Diramnolibido

CCC77B PAO1

Figura 14; Analisis del TLC de las cepas CCC77B y PAOL, lesrflechas se muestran la migracién del
mono Yy di-ramnolipido.

Las clonas obtenidas en medio PSVW se hicierorecqgar separado en medio PPGAS y
se observo produccion de espuma con respecto &oLdoe que nos sugiere que estas
producen surfactante, entonces se volvieron aexgyraorrer en placa de TLC, cambiando
la fuente de carbono (manitol, glicerol), y no ¥sarvé ramnolipido en las placas de TLC.
Obteniendo estos datos optamos por cambiar el tieshepcultivo de hasta las 48 horas,
después de transcurrido este tiempo volvimos arhatemismo procedimiento de
extraccion y corrimiento de TLC y no se obtuvo ning banda que sugiriera la presencia
del biosurfactante.



Al mismo tiempo se hicieron cultivos de la cepa QZCpero probando diversas
condiciones de extraccion partiendo de un volumerb@ ml (cloroformo/metanol 1:1,
cloroformo/ metanol 2:1, acidificando el sobrenddahasta pH 2.0, y con éter). Los
extractos se dejaron evaporar con aire en la cangarextraccion. Después de que las
muestras se evaporaron se resuspendieron en B@0npetanol. Se cargo, corrié y revelo la
placa de TLC que contenia la muestras anterioms.s® observaron algunas manchas de
color café que no migraron igual con respecto altrob (manchas rosas), sugiriendo la

ausencia del ramnolipido.

Por otro lado se cuantificaron los azlcares redestale estas clonas, y obtuvimos
alrededor de 120 pg/ml, cuando al inicio del proyese habia obtenido aproximadamente
520 pg/ml.

Ademas nos enviaron una cepaRleaeruginosa “marina” aislada de Chincholkhar del
Laboratorio de Microbiologia y Genética de la Unsigdad Louis Pasteur de Francia, para
hacer la caracterizacion de los ramnolipidos. Espa fue identificada por sus sideréforos
(Fouad Dabbousset al. 2002), produce mono y di-ramnolipidos, producautbinductor
3-oxo-dodecanoil-homoserina lactona;C y butanoil-homoserinalactona 4C En el
laboratorio también se amplificé en gen de la exio® A, y se incluyeron en este estudio
las 10 clonas de la cepa CCC77 con la finalidadedeartar aquellas que fueran positivas.
Solo laP. aruginosa “marina” y la PAO1 fueron las Unicas positivasgal analisis de la
exotoxina A.

Se amplificaron los gena®lA y rhiB de P. aeruginosa PAOL y las clonas de la cepa
CCC77 y no amplificaron. Esto nos indica que lpaces inestable para producir el
biosurfactante, esto podria deberse a la transfieréiorizontal de estos genes y que en el
sistema acuatico de CCC le confirié una ventajaesatros microorganismos, ademas
como ya se comentd este metabdlito secundariocsige en condiciones de estrés (bajo
limitaciones de fosfato) (Souza ¥t al. 2008), no en condiciones de laboratorio (donde se
le dio una fuente abundante de carbono), quizaslfota cepa perdié esa capacidad. Para
poder demostrar la inestabilidad de la cepa se inizpatron de restriccion de las clonas
analizadas con la enzima EcoRI a 37°C durante are ke hizo la electroforesis en gel de

agarosa al 1%, los datos obtenidos nos muestrdagueonas probadas tienen el mismo



patron de corte, comparado con el DNA de la misep@ CCC77 extraida al inicio de €

proyecto, lo que demuestra que la cepa es inesiamidigurals.
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Figura 15: Digestion del DNAcromosomal de las clonas obtendas en agar PSVWcgpa CCC77
digeridascon 20U de EcoRl, y electroforesis en gel de agafos%. Carril Marcador de peso, car
2.- 12 clonas yarril 15. Clona original CCC7

Después de obtenepd resultados anteriores; se hizo una curva deinuesto y
produccién de tres clonas (77, 77A 'y 77B) en c&8B&GAS usando volumenes grande:
400 y 800 ml, incubados a 30°C, 225 rpm por 24 &s fracciones que se tomaron
diferentes tiempos de la rva, se extrajeron con éter y se cargaron en uaeapbar:

cromatografia. El resultado obtenido fue que niagwte las clonas produjo

biosurfactante.

Se determinoé el perfil de resistencia de las cloas® con la finalidad de hacer gené

reversay asi inducir la producdén de ramnolipidos. (Tabla 4).



Tabla 4. Perfil de resistencia de las clonas CCC77.

CCC7i S R R R R R R S
CCCT77# S R R R S S S S
CCC77E S R R S S S S S

Tc, tetraciclina. Cb, carbenicilina. C, cloramfeiqpg/ml)

Con los datos de susceptibilidad, las cepas fugemsformadas con el pldsmido pu094
(Ochsner, U. Agt al. 1994) el cual contiene los genes del opetdABR responsables de

la biosintesis del ramnolipido y confiere resisigrec tetraciclina, en este experimento no
fue posible usar a la cepa Beaeruginosa PAO1 como control por el inconveniente de la
resistencia. Las clonas obtenidas se hicieron cretecaldo PPGAS para cuantificar la

produccion de azucares reductores (Ver grafica 1).



Ramnolipidos (ug/ml)

Grafica 1. ®Cuantificacion de azucares reductores en las cldads cepa CCC77 transformadas con
puUO94.
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®Produccion de ramnolipidos (pg/ml) por la completaeion con el plasmido pu0O94 de las tres clonda de
cepa CCC77, clona CCC77, CCC77A y CCC77B con dmsasl| transformadas cada una, se uso el extracto
de la PAO como control positivo. Con las flechasraeestran las tres clonas usadas sin plasmidoeB) S

muestra el cambio de fenotipo en la cepa sin yetgdiasmido, ademas se observa la produccion deresp
en las cepas complementadas.

Los resultados obtenidos del experimento antermm Bs siguientes: a) No hubo
incremento en la cuantificacion de azucares redestde la cepa CCC77 silvestre con
respecto a las clonas obtenidas, b) En las cromatag realizadas no se observan las
bandas que indican la presencia del ramnolipido) \Las clonas formaron biofilms
alrededor del tubo.

Posteriormente se transformaron con el plasmidcdCPIN(N. Cabrerat al, 2006) que
también lleva los geneshlABR y confiere resistencia a cloramfenicol. De lasnak
obtenidas se cuantificarén los azUcares reductgre® corrieron las cromatografias.
(Grafica 2).



Grafica 2. ® Cuantificacion de azlcares reductores en las cldeds cepa CCC77 transformadas con

pINC94.
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®Produccion de ramnolipido (ug/ml) por la completaeidn con el plasmido pINC94 de las tres clonalade
cepa CCC77, clona CCC77, CCC77A y CCC77B con dosasl transformadas (77A, 77B) , se uso el
extracto de la PAO como control positivo. Con lastas se muestran las tres clonas usadas siniggasm

Los resultados obtenidos del experimento antewor Ies siguientes: a) No aumento la
concentracion de azucares reductores de la cep& C€i¥estre con respecto a las clonas
obtenidas, b) En las cromatografias realizadasenobservan las bandas que indiquen la

presencia del ramnolipido y c) Las clonas formdniofilms.



Posterior a estos datos, se extrajeron los autciodis para conocer la regulacién de
produccion de biosurfactantes, se encontro quiedaslonas de la CCC77 no producen C

pero si disminuy6 la concentracion de €omo se muestra en la figura 16.

A) G PAO1 m10 CCC77 CCC77ACCC77B  Neg

B) C.» PAO m10 CCC77 CCC77A CCC778B

Figura 16. Extractos obtenido de las cefaseruginosa PAOL,P. aeruginosa m10, CCC77, CCC77Ay
CCC77B, crecidas en PPGAS a 37° y 30°C, tomadomd@qonmde aprox. 1.5. Panel A),ELS, usando
C. violacium CV026, B) G,-HSL, usandde.coli IM109/pSB1075

Después de obtener el dato dg, @ sabemos que la regulacion de QS depende dBl tas
C,2 para encender los genes involucrados en la béss$nle ramnolipidos. En base a esto,
decidimos hacer una curva de crecimiento agregadfdoM de G, en diferentes tiempos
de cultivo; al tiempo 0, 6, 12 y 18 horas de coltiespués de transcurrido 24 y 48 horas
se hicieron extractos y se cuantificaron azUcadsatores, se corrieron las cromatografias
solo de aquellas muestras que resultaron positivies cuantificacion. (Ver grafica 3, y
figura 17).
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Grafica 3. Curva de induccion con 10 uM de,@n diferentes etapas de crecimiento, panel A)tificato a
las 24 y panel B) cuantificado a las 48 h. Sobreihgonal se muestra el tiempo de induccion deréss
clonas 77, 77 Ay 77B. Se uso como control a I®PASe muestralos 9 ( ), ( ), A2 (1§ O).
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Figura 17. Cromatografia de la curva de induccién con 104eM;, en diferentes etapas de crecimienta
medio PPGAS extraido a las 24 y 48 horas. De izdaia derecha (carri-4 representa el tiem 0, 6, 12 y
18 PAO1,; carril 5-8ncluye el tiempo 0, 6, 12 y CCC77; carril 9-12iempo 0, 6, 12 y 18 PAOIcarril 13-
16 CCC77 tiemp®, 12 y 18).en las flechas se marca la restauratgbfenotipo después de 6 h de induct
en esta clona.

En este experimento sestaura el fenotipo de ramnolipidos a las 6 hdesnduccion
Posteriormente se realizo otra curva de induccitienapos mas cortos a 5, 6 y 8 horas,
diferentes concentraciones dj, (10, 20 y 40 uM), midiendo el crecimiento bactevia
600 nm, & corrieron las cromatografias después de 24, h y hasta el dia 7
induccion. El resultado obtenido no fue favoralide. la cual se demostré de nuevc

inestabilidad en la produccién de ramnolip

Al mismo tiempo se hicieron las pruebas de enicacién en diesel para determinar 4.
La PAO1 emulsifica el 60% del diesel y la cepa CTLEZgolo el 25 %

Ademaés estas clonas se hicieron ct enagar PPGAS + aceite mineral, glucosa y die
Las clonas CCC77 y CCC77B crecen en las tres fasatdgearbono. Solo la CCC77A r
desarrolla en diesel como fuente de carbono. Adeseaaplicé el método de la gc
colapsada y el resultado nos indica que la cepdupsoun biosurfactante que reduct

tension superficial, pero no ramnolipido como deidabsrvado al inicio del estudi



Por otro lado se hizo el ensayo de paralisi€ddegans N2 con P. aeruginosa PAOL, y
las clonas CCC77, CCC77A y CCC77B respectivameaaitegsultado que se obtuvo fue
gue todas las cepas resultaron ser patégenas|paamé&odo por este método. (Ver grafica
4y figura 18).
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Grafica x. Ensayo de paralisis d& elegans N2 porP. aeruginosa PAO1, CCC 77, CCC77A y CCC77B.

Figura 18.Ensayo de pardalisis d& elegans N2 porP. aeruginosa PAO1 y CCC77, CCC77A y CCC77B.
panel A;C. elegans N2 no paralizado y panel B, elegans N2 paralizado.



El ensayo de paralisis del nematodo, consiste eaclenulacion de las bacterias en el
intestino del gusano y por mecanismos de QS rdgsilpor LasR o RhIR, el cual regulan
la expresion de diversos factores de virulenciaddoel cianuro de hidrégeno (codificado
por el operorhcnABC) es el principal responsable de la muerte del tasogpor asfixia y

asi mismo causa la pardlisis (Mahajan-Mikébsl., 1999), por lo tanto suponemos que la

cepa CCC77 también es capaz de producir HCN.

La muerte rapida del nematodo es mediada por ldupoidn también de factores de
virulencia como son las fenacinas (Allison Adonigtoal, 2008; Mahajan-Miklost al,
1999). En el cual observamos que solo el 25% dgusanos se murieron en las primeras
4h, a diferencia del control que el 100% se repontanuertos en la primera hora de
transcurrido el experimento. Este resultado noscandue la cepa CCC77 no produce
fenacinas, y por lo tanto no se considera patogareste modelo. La muerte del nematodo
mediada por fenacinas fue descritoReraeruginosa PA14 en la cual la patogenicidad de
este microorganismo involucra la secrecion de exigifusibles, dentro de estas toxinas se
hayan las fenacinas, en el analisis molecular aavelie la asociacion entre la produccion
de pigmentos y la patogénesis, es una regulacidmic@ada de produccion de pigmentos y
de toxinas por factores regulatorios globales. m experimento hallaron que mutaciones
en los genes biosinteticphnAphnB, los cuales codifican dos subunidades de anttanila
sintetasas especificas de fenacinas, estas mugarg@esntan reducida su virulencia en el
nematodo (Shalina Mahajan-Miklesal 1999).

5.5.11. CONCLUSION ETAPA I

La bacteria proveniente del banco de cepas delrgdPsudomonas sp CCC77 del
Laboratorio de Evolucion Experimental del Institdi® Ecologia, se identificd en base a su
secuencia del 16S rDNA con una homologia del 9%:@88. mosselli, y que ademas tenia
la capacidad de producir el biosurfactante ramid@iggomo la cepa deP. aeruginosa
PAO1ly en base a las pruebas de patogénicidacadgd se determind que la cepa no era
patdégena, y la produccion de este ramnolipido guéséaba regulado por LasR unido a su
autoinductor el &, por lo tanto era una muy buena alternativa paeala en ensayos y
aplicaciones en biotecnologia, pero resultd sestade en la produccion, por lo cual

creemos que los genes de produccion de ramnolipdasablemente se encontraban



codificados en un plasmido y que la cepa lo haydige y con ella su capacidad de
producion, por lo cual decidimos volver a muestedgsunto en el cual fue aislada la cepa

para ver si se podia recuperar o en su defectoiaad#proyecto.



5. ETAPAII

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y PRODUCCION DE BIOSURF ACTANTES
POR Pseudomonas sp M9b, M9c y CCB10 aisladas del Valle de Cuatro Ciemas

Coabhuila.

6.1 Objetivo general: Caracterizar los biosurfactantes producidos Pssudomonas sp
M9b, M9c y CCB10 aisladas de CCC.

6.2 Objetivos particulares:

1. Caracterizar fisicoquimicamente el biosurfactaméelpcido potPseudomonas sp.
2. ldentificar filogenéticamente las cepas Bgeudomonas sp M9b, M9c y CCB10
productora de biosurfactante.

3. Determinar la patogénicidad de la cepa producteraiasurfactante.

6.3. Material y Métodos: Aislamiento de las muestrst

En julio de 2007 se volvieron a tomar muestrasgimalel manantial de los sitios MAN9 y
MANZ10 para recuperar la cepa CCB77, siguiendorldE@aciones antes mencionadas.

Para el aislamiento de ldseudomonas de las muestras de agua de los dos sitios del
manantial de CCB (Souzet al., 2006) fueron plagueadas en agar GSP. Las lateri

productoras de biosurfactantes fueron detectadasrpbalo transparente alrededor de las

colonias en medio PSVW (Marina Widtlal., 1997).

6.3.1 Determinacion de la actividad biosurfactante:

La produccion de biosurfactante fue determinadalgeapacidad de emulsificacion g

usando diesel como fase organica (Cooper and Guoédgn1987). En 3 ml de diesel fueron



afiadidos 2 ml del sobrenadante de un cultivo deePdtaldo PPGAS, esta prueba se hizo
en un tubo falcon de 15 ml, el tubo fue vortexeadalta velocidad por 2 min. La
estabilidad de la emulsion se midio después de @4 feposo a temperatura ambiente y el

E,,se estimo de acuerdo con la siguiente formula:

h
E,n=_-00
hTCLO)

h = altura de la fase emulsificada

hr = altura total de las fases (hidrofébica + emudsifia + acuosa)

Se realizo la prueba de hemolisis en agar sangecardero al 5% e interpretada después de
las 24 h de incubacion. El método de la gota caldg@sambién fue usado como una prueba
rapida de produccién de biosurfactante (Jetinal., 1991). Se incluyo la prueba de
produccién y estabilidad de espuma en el medio FRGA

6.3.1.1 Extraccion del biosurfactante:

El biosurfactante como extracto crudo, se obtuvesderenadante a partir de un cultivo de
24h en PPGAS, se ajusto a un pH de 2.0 (Niedsah, 1999; Sulbaran Moret al., 2005).

El medio acidificado se puso en contacto con ummeh igual de acetato de etilo en un
embudo de separacidn y se extrajo 2 veces. Deslauksseparacion la fase organica fue
evaporada a sequedad en un Rotavapor Buchi 46ds eohdiciones especificadas para
cada solvente. Se recupero el extracto resuspeatulEm metanol y filtrando en algodon si
presentaban precipitados insolubles. Para probefidacia de la extraccion se realizaron
pruebas de espumacion y,Eal medio agotado después de la extraccion y abh&xkt

obtenido.

6.3.1.2 Fraccionamiento en placa preparativaEl extracto crudo o fraccion del mismo se
aplicé en placa preparativa de cromatografia (SH0G, Macherey —Nagel), para su
fraccionamiento. La cantidad de muestra aplicad&agulaca fue de 250 mg disueltos en
aproximadamente 1 ml de metanol. Una vez aplicadaulestra en la placa se eluy6 en una

mezcla de solventes, la mezcla base inicial fueofdomo/metanol/agua en proporcion



65:15:2 y se revel6 una porcion de la misma cométexibenzaldehido (Touchstone,
1983; Simet al, 1997).

Las fracciones se obtuvieron raspando la placaapaéipa y se re suspendieron en una
mezcla de acetato de etilo/metanol (50:50). La laege mantuvo en agitacion suave y
constante por toda lo noche, posteriormente ssredp silica mediante filtracion. (Zavala,

2008). La mezcla de solventes correspondiente a fradcion se evapord en rotavapor a
sequedad. Se recuperd cada fraccion vy se resu§pemdmetanol y posteriormente se

filtraron en algodon si presentaban precipitadgsiubles.

6.3.2 ldentificacion filogenetica: Amplificacidn degenes, y secuenciacién

Para estudiar la variacion y estructura genéticdadepoblaciones d@seudomonas se
amplificaron, y secuenciaron dos genggB y recA, ademas de 16S rRNA para la

asignaciéon taxondmica de cada grupo.

Para la amplificacion por PCR se realizaron reammsq50ul) que contenian, para el gen
16S rRNA: 1X de Buffer para PCR (Invitrogen), 2 miiyCL2, 0.8 mM dNTPs, 0.3M

de cada oligonucledtido y una unidadTae polimerasa, y para los genggB y recA 1X

de Buffer para PCR (Invitrogen), 2 mM MgCL2, 0.8 miiNTPs, 1uM de cada
oligonucledtido y una unidad deq polimerasa. Utilizando un termociclador MJ Research
(Watertown, MA, USA), se siguio el siguiente patrda temperaturas para todas las
amplificaciones: 10 min a 95°C, siguiendo con 3fosi de 1 min a 94°C seguido de 40 s —
1min a 60°C paragyrB, recA y 50°C pararDNA 16S y 2 min de extension a 72°C, por
altimo un ciclo de extension final a 72°C por 1thnlias temperaturas de alineamiento y
las secuencias de los oligonucledtidos utilizadwa pa amplificacion de los distintos genes

se muestran en la tabla 5.

16S rDNA: Es un marcador molecular ampliamente utilizado pestablecer relaciones
filogenéticas especialmente en bacterias, e inausta delimitacion de especies (Woese
1987, Woeset al. 1990, Stackebrandt and Goebel 1993). Correspotali@arte del DNA

gue codifica a la subunidad pequefia del rRNA.



El uso de este marcador se ha difundido mucho gpasentemente un valor de similitud

del 97% en la secuencia completa de este gen @cioeh bien con un 70% de identidad en
todo el genoma revelado por experimentos de reasoni de DNA-DNA, ambas medidas

han sido establecidas como valores estandar phlngitde especies en bacterias (Wayie e
al. 1987, Stackebrandt and Goebel 1993).

Todos los productos de PCR fueron sometidos arefentsis en geles de agarosa, para
cortar la banda de interés y limpiarla se utiliz&ieQIAquick gel extraccion kit (Qiagen,

Valencia, CA, USA). Los productos de PCR limpiosrfin enviados para la secuenciacion.

Las reacciones de secuenciacion se realizaronandp reactivos de Applied Biosystems y
corridos en un secuenciador ABI 3100- Avant Prisipplied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Para todos los genes se utilizaron los psmeyados en el PCR, y para el gen
16SrRNA se utilizaron también los primers internb80F, 790F, 357R, 530R y 981R
(tabla 2).

Tabla 5: Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados parnhplificacion por PCR de los gerggsB, recA

y 16S rRNA.
Amplicon Primer Tm Secuencia (5" -3") pb  Tamafio Referencia
(°C)
amplicon
gyrB gyrB-F 60 ACCAYGSNGGNGGNAART TYRA 22 1000 pb Modificado de
Yamamoto et al. 2000
gyrB-R 60 AGTGCNGGRTCYTTYTCY TGRCA 23
recA recA-F 60 CAGATCGAAMRNCARTTCGG 20 900pb Escalante, 2008
recA-R YTTRCCCTGDCCGATCTT 18
16SrRNA  27F 50 AGAGTTTGATCCCTCAG 17 1450 Sacchi et al., 2002
1492R ACCTTGTTACGACTT 15

6.3.2.1 Ensamble y edicion de datos de secuencias:
Las secuencias completas de cada gen se ensamlylamvisaron con la ayuda del
software PhredPhrap y Consed (Gorabal. 1998, Gordoret al. 2001, Escalante, 2008).

Las secuencias del gen 16SrRNA se alinearon conségsiencias mas parecidas



encontradas en la base de datos del gen ribos&imalsomal Database Project Il o RDPII

http://rdp.cme.msu.eduton las secuencias mas parecidas del GenBank |((N&Bbase).

La alineacion de las secuencias del gen 16SrRN#izeecon MUSCLE (Edgar., 2004) y
revisada con NAST (DeSangsal. 2006). La alineacion de las secuencias del restosde
genes se hizo con DAMBE 4.5.50 (Xia and Xie 20Giligando como base el alineamiento
de aminoacidos para alinear sobre este las seagedei nucledtidos. Las secuencias

alineadas automéaticamente fueron revisadas manoedn{&scalante, 2008).

6.3.2.2 Relaciones filogenéticas:

Con el objetivo de visualizar las relaciones filoggcas entre las distintas cepas
estudiadas, se evalué el modelo de sustitucioreatidica mas adecuado para cada gen
usando Modeltest implementado en el software 68 PA($wofford, 2002). Para cada
gen, y bajo el modelo de sustitucién correspondiesg calcularon matrices de distancia
genética. Con esta informacion, se generaron &lpaeNeighbor-Joining (Saitou and Nei
1987) y andlisis tipo Bootstrap (1000 réplicas)apegpresentar las relaciones evolutivas
moleculares entre las cepas analizadas para caddeulos tres genes (16SrRNgyrB y
recA), usando el software MEGA 3.1 (Kunmiral. 2004).

6.3.2.3 Perfil de proteinas totales:

La preparacion de las proteinas totales de todesaislamientos (M9b, M9c, CCB10,
P. koreensis LMG 21318, P.umsongensis LMG 21317, P. jessenii CIP 105274 vy
P. putida F1), el ensayo de SDS-PAGE fue hecho descrito gmete (Estrada de los
Santost al., 2001).

6.3.2.4 Hibridacion DNA: DNA:

Para clarificar las relaciones taxondmicas a niekspecie, se hicieron los experimentos
de hibridacion DNA: DNA descrita previamente (Bs@-De Los Santost al., 2001); el
cual es basado en los niveles relativos de hiiddamarcados el DNA cofA?P con

P. koreensis M9b. El ensayo de hibridacion DNA: DNA fueron hesh@on otros dos
aislamientos obtenidos del manantial del CCB (M@GB10) y con el aislamiento tipo de
P. koreensis LMG 21318, P.umsongensis LMG 21317, P. jessenii CIP 105274 vy
P. putida F1. La manipulacion del DNA fue realizado por Istéa@dares reportados por
Sambroolet al., 1989.



6.3.2.5 Analisis de acidos grasos:

Para identificar cualitativa y cuantitativaments lcidos grasos, los aislamientos M9b,
M9c, CCB10 yP. koreensis LMG 21318, fueron cultivadas en LB por dos dias a 30°C. La
composicion de &cidos grasos fue determinada usaonduwatografia de gas y el analisis de
acido graso metil ester (FAME), fue determinada $barlock 4.5 Microbial Identification
System (Microbial ID, Newark, DE, USA).

6.3.2.6 Tamafo del genoma:

Para determinar el tamafio del genoma de las cefd@seblomonas sp, (J S Hector and A
R Johnson. 19903e empleo el método de Electroforesis en Gel panpda Pulsados
(PFGE por sus siglas en ingles). La purificaciordtA se hizo a partir de un cultivo puro
en caldo LB, las células se cosecharon por cegadidn a 13,000 rpm durante 5 minutos a
4°C. Posteriormente se lavaron con solucion sdlirea(NaCl 1M, Tris 0.01M pH 8.0), y
se resuspendieron en 4@bde la misma solucion. Posteriormente se mezctuspension
con un volumen igual de agarosa (Sea Plaque GTjG,pomto de fusion, Bioproductos
Rockland, Maine USA) en 1.5% de solucion salinais;Tcon la mezcla obtenida se
impregnaron discos (0 y se dejaron enfriar a temperatura ambientepues se trataron
con solucion de lisis (Tris 6 mM pH 8.0, NaCl 1IMDEA 0.1M pH 8.0, desoxicolato de
Na 0.1%, Sarcosyl 0.5%, 5@l/ml de RNAsa, 100ug/ml de lisozima, 50ug/ml de
lisostafina) y se incubaron a 37°C durante 3 hd8asdecanto la solucion de lisis y se
agrego la solucion ES (EDTA 0.5M pH 9.0, Sarco®g) Inas 1.0 mg/ml de proteinasa K
se incubd durante 18 horas. La solucion ES se tegase lavaron los discos con solucion
amortiguadora TE (Tris 1M pH 7.5, EDTA 0.5M pH 86J) agitacion suave durante 1 h a
temperatura ambiente, por 4 veces continuas. Degsuevo a cabo la digestion del DNA
con 30U de enzima Ceul (New England Biolabs, United Kingflodurante 22 horas.
Posteriormente se separaron los fragmentos del WA electroforesis de campos
pulsados, en un sistema de electroforesis (Lamrawat BioRad CHEF-DR2, Ontario,
Canada), empleando geles de agarosa al 1.5% eniguador de TBE 0.5X (Tris base
45mM, &cido borico 45 mM, EDTA 1mM pH 8.0) a voéiajle 11 V/cm, con pulsos de
cambio de linearidad de 5 a 40 segundos, a 16/i@nte 12 horas y de 1 a 100 segundos



por 18 horas. Se uso como marcador de peso maleellgenoma deE. coli K12,
P. aeruginosa PAO1,P. putida K2440. Posteriormente los geles se tifleron combro de
etidio y se visualizaron con luz UV. Para determiekpeso molecular del genoma, se

analizaron los perfiles de corte con respecto adpss tipo.

6.3.3 EVALUACION DE LA TOXICIDAD DEL EXTRACTO CRUDO Y ENSAYOS
DE COMPETENCIA.

6.3.3.1Determinacién de la toxicidad o antibiética del extacto crudo:

El extracto crudo obtenido con acetato de etilo@SE), se obtuvo a partir de un cultivo
de 24h dePseudomonas koreensis M9b en PPGly (PPGAS con glicerol 0.5% v/v). La
toxicidad o efecto antibiotico fue determinado raitio el efecto del crecimiento de
diferentes microorganismo en medio LB a 37°C, eruld se incluyeromxiguobacterium
aurantiacum m5G, Staphylococcus aureus ATCC 29213 Enterococcus faecalis ATCC
29212Bacillus subtillus ATCC 6633 Serratia liquefaciens ATCC 27592 Salmonella typhi
ATCC 19430 yEscherichia coli ATCC 25922.El EACSE fue adicionado a estos
microorganismos cuando iniciaron la fase logariande crecimiento a una concentracion
final igual a la producida pd?. koreensis M9b después de 24h de crecimiento en medio
PPGly a 30°C. El crecimiento fue monitoreado midieta densidad éptica a 600 nm, se

hizo en presencia y ausencia del EACSE. Por tagbceen dos ensayos independientes.

6.3.3.2 ENSAYOS DE COMPETENCIA: Procedimiento micrdoiolégico:

Las bacterias fueron cultivadas de rutina en mé&@ml de Luria Bertoni (LB), durante

toda la noche a 30°C, 225 rpm. Después de traidzgste tiempo se midié la DO a 600



nm, para después inocular otros 5 ml de LB, seb@@n a 30°C, 225 rpm hasta llegar a
una densidad 6ptica de 0.4 — 0.5 a 600 nm (el curatiene aproximadamente 50%1de
UFC/ml). El ensayo de competencia fue hecho en YR@ cultivos bacterianos fueron
incubados en liquido a 30°C, 225 rpm durante 2dka Beterminar si la produccion del BS
representa una ventaja selectiva del linaje.dereensis aisladas de CCB, se puso a crecer
las cepas aisladas de CCB (M9b, M9c, CCB10 y LMB12]) conE. aurantiacum m5G

como competidor. Se hicieron dos experimentos iedejentes.

Para validar la capacidad de establecer competatierderencia de los aislados de
P. koreensis CCB, conE. aurantiacum m5G es su capacidad de producir biosurfactante, el
cultivo de P. koreensis LMG 21318 se suplemento con el extracto crudo EACSE de la
P. koreensis M9b (a una concentracién media de la que produck #Spués de 24h de
crecimiento en PPGly, este extracto fue afadidpuwissde las 10 h de crecimiento en
medio PPGly y se determino su capacidad de estabt@mmpeticion por interferencia

contraE. aurantiacum mb5G.

Para determinar si la habilidad para establecer eorapetencia — interferencia de
P. koreensis M9b con E. aurantiacum m5G, es dependiente de la densidad celular o la
frecuencia de células, se llevaron a cabo dosdsetxperimentos descritos por Grieg and
Travisano, 2008. En el cual el primero consisf@ntio el tamafio del in6culo de la cepa
M9b (aproximadamente 4x10UFC/ml) y variando el nimero de células del
E. aurantiacum m5G hasta alcanzar la proporcion deseada. En ehdegexperimento el
namero de células M9b al inicio del cultivo tambfée modificada con respecto a la cepa
m5G.

Se determino la capacidad antibidtica del EACSR4tede crecimiento en medio PPGAS
de todas la®. koreensis sobreE. aurianticum m5G yB. subtillus ATCC 6633, todos los
cultivos partieron de una DO 600nm de aproximadaen@®3 e medio LB crecidas a 30 y

a 37°C respectivamente por 12 h.
6.3.3.3 Formacion de biofilms:

Se determino la capacidad de formar biofilms eniméduido (Cabellos Avelar Et al

2006), las cepas se hicieron crecer en caldo LEade 18h a 30°C y en agitacion



constante. Posteriormente, de los cultivos cres@asocularon alicuotas de gD en 3 mi

de medio LB, hasta llegar a una DO de 600 nm dexapadamente 0.3, posteriormente se
inocularon 130uL (~3x1C° UFC/ml) en pocillos de placas microtiter de pdkeio no
tratadas para cultivo celular y con fondo planoef@er Bio-one, Stuttgart, Alemania) que
se incubaron en condiciones estaticas a 30°C dufhthoras. Se utilizo en dos pocillos
caldo LB no inoculado como control negativo y coommtrol positivo se uso a la cepa
PAO1.

Después de la incubacion los caldos fueron asmrdds pocillos lavados con 150 de
agua destilada y las placas se secaron a 35,5°@htduR0 minutos. Las biopeliculas
adheridas en los pocillos fueron tenidas con {iBQde cristal violeta al 1% durante 5
minutos, después el colorante fue retirado y ladllps lavados 4 veces con 150 de
agua destilada. Seguidamente las placas se dejacan a temperatura ambiente durante 1
hora, luego se afadio 130 de etanol absoluto a cada pocillo y se realizdecturas de
las DG7gnm a los cinco minutos. Se calculo el % de formadé biofilms, en base a la

concentracion del colorante adherido al pocillo.

6.3. 4 PRUEBA DE PATOGENICIDAD:

6.3.4.1 Ensayo para medir la dosis minima letal d®. koorensis LMG 21318",
P. koreensis M9b, M9c y CCB10 en ratones BALB/C ANn

Se sembraron las bacterias en medio LB toda laen@ehtomo una alicuota de este cultivo
y se resembro en medio fresco, el tiempo de incobatependid del crecimiento de cada
bacteria P. koreensis LMG21318 1 h, M9b, M9c y CCB10 2.5 h), posteriormente se
midio la absorbancia y se hicieron los célculosesados para administrar en el peritoneo
del ratén 10QuL con 16, 10/, 1¢° y 1¢° UFC/ml, los ratones fueron pesados antes de la

infeccion y diario durante 5 dias y posteriormeratda 2 hasta 15 dias.
6.4 RESULTADOS Y DISCUSION ETAPA II:

a) Caracterizacion taxondmica de las cepas dRseudomonas sp M9b, M9c y CCB10:



Las cepas d@seudomonas sp M9b y M9c se aislaron del sitio 9 del manantialAINB)

del sistema Churince del Valle de CCC por su cajpakcde producir biosurfactante en julio
de 2007 (en este estudio se aislaron aproximadan2&@Pseudomonas, de las cuales se
les hizo el screening para la produccion de biastaihtes). Ademas el aislamiento CCB10
fue donado por la Biol. Alejandra Rodriguez (Rodeig Verdugo 2008,) y fue aislado en la
Laguna Grande del mismo sistema Churince en ereeB®@4, y es parte del estudio de las

especies mas abundantesPdeudomonas sp presentes en ese cuerpo de agua.

Estas bacterias desarrollan a 30°C. Las pruebassguesalizaron para determinar la
produccién de biosurfactantes fue: hemdlisis em sgagre, produccion y estabilidad de la
espuma, la gota colapsada y el indice de emulsificadel diesel después de las 24\ E

ver figura 19.

Figura 12. Pruebas de screening de la cepa M9b donde sermleeproduccion de biosurfactante.

A)Produccién de halo en medio PPSW, B) Hemdlisisgar sangre, C) Ensayo de la gota colapsada,
D) Produccion de espuma en medio PPGAS y.k) E

Ademas la cepa M9b tiene la capacidad de creceregtio de PPGAS con glucosa, aceite
mineral y diesel como fuente de carbono. Dentresies resultados la fuente mas preferida
de este microorganismo es glucosa, diesel y efleadeimaiz, como se muestra en la figura
20.



Figura 20. Desarrollo de licepa M9b en diversas fuentes de carl

En base a los datos obtenidos de hemolisis, gdspsaria, .4 ¥ la prueba de espun
positivas, se busco identificar el biosurfactarnitpestenecia al grupo de los glicolipic
como es el caso del ramnolipido. Para detectatasrdar si era ramnolipido, se extrajc
sobrendante con éter y se midieron cares reductores, y se busa@plificar los gene

involucrados en la biosintesis de ramnolip

Las pruebas de azares reductores resultaron negativos, no ampliiickos generhlABR,
ni los genes involucrados en la biosintesis de osarmABCD. Ademas lecromatografia
no mostraba una o dos moléculas que migraran ask@andistancia y que se tifiera ig
con a-naftol que el mono y el -ramnolipido de la PAO1. Por lo cual nos indicaba
efectivamente no eraamnolipidc. Para investigar la naturaleza cbiosurfactante el
sobrenadante se sometid a pruebas de fisicoquinmeasio una proteasa E durante 3
ademas de sometio por 25 min a 121°C. Los resdtabtinidos se muestran en la figt
21.

+ 100°C proteasas

Figura 21.%Efectos de la temperatura y la accion
la proteasa E sobre el biosurfactante producic

por Pseudomonas sp M9b.

E24= 60%



En la figura anterior se muestran las caracteaistidel biosurfactante presente en el
sobrenadante en medio PPGAS en 24h, 30°C y 225¢pmcluimos que este metabdlito,
no era del grupo de los glicolipidos (ramnolipigo) las pruebas de azucares reductores y
el TLC, es termoestable y al menos no es digewtda proteasa E. Por lo cual nos dimos
a la tarea de identificar la o las bacterias qudate esta capacidad usando métodos
moleculares y bioquimicos.

Por lo cual se analiz6 la secuencia completa d8lrDINA (1462 pb) de las cepas aisladas
en CCB que producian biosurfactantes, fueron coaadparcon los datos disponibles de los
genes 16S rDNA del geneRseudomonas sp con nombres publicados y validados, usando
el software Ribosomal Database Project (RDP) IspDnible en la siguiente direccion

electrénicanttp://rdp.cme.msu.edu/

El analisis obtenido indica una similaridad endauencia cor. koreensis Ps 9-14 and
Ps 1-2 (98.9 and 98.7%, respectivamente),umsongensis Ps 3-10 (98.6%) Soon Wo
Kwon, 2003) yP. jessenii CIP 105274 (97.9%) (Verhille S, 1999). Estas eigsefueron
originalmente aisladas de suelos agricolas de Kgrégjessenii fue aislada de agua

mineral.

El arbol filogenético basado en las secuenciageet 16S rRNA se muestra en la figura
22A, ademas se ilustra la posicion de Rssudomonas sp aisladas de CCB con otros

miembros de las diferentes especiedPgaluomonas sp. En base a esta secuencia y a la
posicidn en el arbol se agrupan ¢arkoreensis Ps1-2y se nota claramente que forman un

solo grupo, separada del cluster formado por lstamientos tipos dé°. koreensis.



Sugiriendo que probablemente se trate de una regpexie, en base a esto se amplificaron
y analizaron las secuencias de los gereed\ y gyrB con la finalidad de establecer
claramente la relacion taxonomica con las espe@és koreensis. (Figura 22B y C). Los
datos mostrados en las filogenias son consistargeslos resultados obtenidos con la
secuencia codificante del gene 16S rRNA en losdisdamientos probados, CCB10, M9b y
M9c, la cual se agruparon céh koreensis LMG 21318 (Ps9-14) pero en un clister

separado.

10 | P. koreensis M9b (GU078447)
P. koreensis M9c (GU078448)
P. koreensis CCB10 (GU078446) ]
P. koreensis Ps1-2 (AF468451)
“L P koreensis LMG21318" (AF468452)
P. jessenii CIP105274T(AF068259)
P. umsongensis LMG21317"(AF468450)
P. panacis CG20106' (AY787208)
P. proteolytica CMS64'(AJ537603)
P. veronii CIP104668" (AF064460)
P. migulae CIP105470' (AF074383)
P. linii CFBP5737"(AY035996)
1aa|:P' caripapayae ATCC33615'(D84010)
P. congelans DSM14939"(AJ492828)
% P. mandelii CIP105273" (AF058286)
- P. cannabina CFBP2341"(AJ492827)
P. savastanoi pv. savastanoi ATCC13522" (AB021402)
*Lp tremae CFBP6111" (AJ492826)

P. rhizosphaerae IH5' (AY152673)
91
4'E graminis DSM11363" (Y11150)
P. lutea OK2' (AY364537)

P agarici ATCC25941 (D84005)

o~ P putida ATCC12633 (D37923)
_I_—P. fluorescens HDY-9 (FJ588703)
P. asplenii LMG2137T (Z76655)
P. fulva 1AM1529" (D84015)
P. mosselii CIP105259" (AF072688)
P. plecoglossicida ATCC700383" (AB009457)

73 LP_monteilii CIP104883" (AF064458)
P. aeruginosa DSM50071'(X06684)

A)

0.005

F. koreensis M3b (GU176619)
99 p koreensis M9c (GUO78450) ~ <mmm
B) 53] P. koreensis CCB10 (GU078445)

P koreensis LMG21318' (GU078444)

P. fluorescens Pf0-1 (CPOO0D0Y4)

f P jessenii CIP105274" (GU080233)
P. umsongensis LMG213177 (GU080234)

P. cuatrocienegasensis LMG24676 (GU078449)

74

P. syringae B728a (CPO000T75)
P putida PpG2 (L12684)

P. chlororaphis Pa40 (FJ515775)

F. aeruginosa PAMYT (X52261)

83
P. stutzeri DSM10701 (AJ783436)




g7 P. koreensis M9b (GUO78440)
74 E P. koreensis CCB10 (GU732197) ¢

P. koreensis M9c (GUO78441)
52 P koreensis LMG21318" (GUD78442)

72) L— P chiororaphis IFO39047 (D86019)

C) P. jessenii CIP1052747 (GUDB0231)
55 P. umsongensis LMG213177 (GU080232)

P fluorescens ATCC17467 (AB039382)
= P syringae PDDCC3988 (AB039432)
P putida ATCC11172 (DB6006)

P. cuatrocienegasensis LMG24676" (GUO78443)
P alcaligenes IFO14159 (AB0O39388)

P. aeruginosa IFO3080 (ABD39389)
= P stutzeri IFO14165 (AB039393)
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Figura 22. Filogenia del gen A) 16S rRNA, BgcA y C) gyrB para las cepas d&seudomonas sp aisladas en

el sistema Churince en Cuatro Ciénegas CoahuilxjddéSe usaron secuencias de referencia de asslado
tipo de distintas especies del género. El arbabgmado se construyd bajo un modelo de sustitud@n
Kimura de dos parametros y algoritmo de distana#ghbor-Joining con 1000 bootstrap. El tamafioade |
barra representa el nimero de substitucion par. tn la flecha se muestra la posicién de la setaale

las cepas M9b, M9c y CCB10.

Para describir la relacion putativa entre las nsespecies bacterianas representadas en
CCB, se determino el perfil de proteinas totalegstes aislamientos comparados con las
cepas tipos de. koreensis, P. umsongensis y P jessenii. Inexplicablemente el resultado
obtenido en el perfil de proteinas totales fuetidércon la cepa tipo de. koreensis LMG

21318. Estos datos sugieren que las cepas que se miglar€CB muestran un perfil de



proteinas idéntico (figura 23) y ademas poseensattdaridad en secuencia de los genes

=
carriles . corresponden a: 1)
P. putida F1; 2) P.j essenii CIP

105274; 3) P. koreensis CCB10;
4) P. koreensis M9b; 5) P.koreensis M9c; 6) P.koreensis LMG 21318; 7) P. umsongensis LMG 21317 y
8) P. fluorescens LMG 1794'.

analizados como se mostré anteriormente.

.l

Figura 23 Perfil electroforético
de proteinas totales de las
diferentes Pseduomonas sp

incluidas en este estudio. Los

Posteriormente se hicieron las pruebas de hibidddNA:DNA entre las cepas, usando el
DNA total de la cepa M9b con el DNA dekoreensis LMG 21318 para clarificar o

confirmar el resultado anterior, en la tabla sigtéese muestran los porcentajes de



hibridacion, la cual muestra una similitud de 83.2%n la cepa tipo, este resultado
demuestra claramente méas del 70% de los niveleblesidos por los miembros de la
misma especie bacteriana, ademas se estable@taiiv del genoma en todas las cepas
como se muestra en la tabla 6. El tamafio del gercume era de esperarse, las cepas
aisladas de CCB, poseen un genoma mas pequefiogjaslamientos tipo, esto se debe a
las condiciones oligotroficas del medio en el cluedron aisladas, solo la cepa CCB10
posee un tamafio del genoma casi idéntico con katgep deP.koreensis, esto se debe a la

presencia de un plasmido (dato no mostrado).

Tabla 6: Resultados de la hibridacién DNA:DNA &ekoreensis M9b vsPseudomonas sp y ademas se
muestra el tamafio del genoma en Kb.

% de hibridizacién Tamarno del
_ _ DNA:DNA vs
Aislamiento P.koreensis M9b genoma (Kb)
P.koreensis M9b 100 4,453
P.koreensis M9c 94.9 4,605
P.koreensis CCB10 75.4 6,077
P.koreensis LMG 21318 83.2 5,914
P. umsongensis LMG 21317 | 39.4 6,858
P. jessenii CIP 105274 41.9 6,580
P.putida KT2440 12.37 6,181

La hibridacion mostrada entre las cepas aisladaSQ®, muestran 94.9% de similaridad
de la M9b con la M9c y 75.4% la M9b con la CCBXO¢clal demuestra que pertenecen a
la misma especie bacteriana aunque su tamafio dehgesea diferente. La caracteristica

gue comparten estas tres especies bacterianasasaleidad de producir un biosurfactante.



Por otro lado se hicieron las pruebas bioquimieaia determinar su capacidad metabdlica

de estas bacterias en relacion a las cepas tipo liatamos gran diferencia entre la

utilizacién de diferentes metabdlitos. Ver tabla 7.

Tabla 7: Caracteristicas metabdlicas de las cepas aisttBd@€B con respecto a las cepas tipo.

Pig menios fluorescens - -

Actividad Enzimatica:
Reduccién de ritrato - -

Ac. fenilacéticc - -
Crecimiento a:

4°C + +
42°C - -
Tolerancia a NaCl:

5% + +
7% + +

Caracteristica M9b  M9c

Oxidasa + +

Arginina dihydrolasa - -

Gelatin + +

Asimilacion de:

D-manitol + +
D- fucosse + +

D-arabito + +

D-GALactosa + +
D-GLUcos¢ + +

D-FRUctos: + +

D-MaNosa + +
L-arabinos + +

D-xilose + +

Glicerol + +
Ac. Adipica - -

CCB10 P.koreensis

LMG 21318

P. jessenii
CIP 05274

P. umsongensis

LMG 21317

P. putida
F1

+
+

En las caracteristicas metabdlicas de las cepdmgas, evaluadas mediante el sistema

API20NE y API50CH, hallamos que las cepas aisla#a€CB utilizan

D-manitol, D-

fucosa y D-glucosa (via oxidativa) como fuente adano y toleran hasta 7% de NaCl a

diferencia de |#. koreensistipo.




En cuanto al perfil de &cidos grasos los datosajugaron demuestran también un alto

parecido entre las cepas, ver tabla 8.

Tahla8: Perfi 4 aci . Sdadms pecto a la cepa

al.
Ci0¢ 3-OH i 2.17 4
Cioc 1.54 1.84 1.71 2.74
Ci002-OH 6.14 6.61 6.85 5.43
C1213-OH 0.44 0.95 0.73 ---
C1203-OH 5.13 6.14 6.06 5.10
Cuag 0.34 0.36 0.37 0.48
Cisc --- 0.19 0.18 -
Ciec 28.19 27.51 27.39 28.44
Cieawsc 0.10 - — 0.11
Ci6:1wic/16:1 wé 35.53 33.08 34.73 33.52
1sa-Ci7:¢ 0.16 0.21 0.18 0.16
C17:( ciclo 0.93 1.17 1.23 3.68
Cizc 0.17 --- 0.21 0.31
Cigc 0.61 0.65 0.63 0.50
Cig1 wre 11meti 0.15 --- -—- 0.11
Cigaw7e 16.41 14.83 13.89 16.58
C18:2w6,9¢/18:0 ante -—- - - 0.19

-no detectado

La caracterizacion de las cepas aisladas en et dallCuatro Ciénegas, demuestran que se
trata de un nuevo linaje endémico del sistema mu&hurince, lo cual ha divergido de su
grupo taxondomico representado por el aislamienpm tde Korea. Ademas con la
caracteristica que las cepas aisladas de CCB modut biosurfactante a diferencia de la
cepa tipo, esto probablemente se debe a las condgiambientales en la cual se han

mantenido.

En cuanto a la produccion del biosurfactante skztean PPGly a 225 rpm, 30°C durante
24h, después de transcurrido este tiempo se deteitenk,, y se observé la produccion de

espuma en todas las cepas aisladas. Ver figurpg@fica 5.



P. koreensis LMG 21318  P.koreensis M9b P.koreensis CCB10
Figura 24: Produccién de espuma en medio de PPGly de lazdifs cepas analizadas.

Grafica 5. Cuantificacion de la produccién del biosurfactgmte B4, en PPGly a 30°C, 225 rpm por 24h, en

lasP. koreensis aisladas de CCB vy la tipo.
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Posteriormente del analisis de la produccion derespy de la ki de las diversas cepas de
P. koreensis se establecieron las condiciones de extraccidéne ycarrimiento de la
cromatografia del biosurfactante, con la finalideddetectar las o la molécula que le daba

esta caracteristica.
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ir con otras bacterias, dado que se ha mostradatrea estudios que los biosurfactar
muestran actividad antimicrobiar(Bruijn, I. et al 2007),pero ademas pueden jugar
papel ecoldgico importante, dado que pueden desplazotros microorganismos p:
obtener alimento. Para determinar esta capacidddsecepas aisladas de CCB, nosc
correlacionamos la caracteristica de produccidbidsirfactante como una capacidad
competir aE.urianticum m5G aislado también en CCB (Rebollar E, y Souzaafos nc
publicados) se uso este microorganismo porgigranpositivo y ademas las colonias ¢
amarillas y no usar antibiético u otro compuestra la seleccion. También se uso cc

control el extracto de la cepa tif

Para evaluar esta caracteristica de competencieqrievaluamos la capacidad de cre
en PPGIly por 24h a 30°C de todas cepas, incluyalE.urianticum m5G, con la finalidau
de observar quel efecto de competencia sea debido a la presdactaosurfactante y no

que la cepa que usamos para competir no desagroPeGly. Ver grafica



Grafica 6: Curvas de crecimiento de IBskoreensis y E. urianticum m5G en medio PPGly.

En la grafica 6 anterior observamos que todas cepadbadas incluyendo el
E. urianticum m5G tienen la capacidad de incorporar al glicargu metabolismo y que
ademas presentan una tasa de replicacion muy sifda estos datos se procedio con los
experimentos de competencia, estos se llevarob@aa el mismo medio PPGly con las

condiciones anteriores probadas.

La produccion de biosurfactante es relacionaddacuarva de crecimiento en las cepas de
P.koreensis M9b, CCB10, M9c y deficiente o nula en la cepa tgomo ya se habia

mostrado anteriormente. Ver grafica 7.

Grafica 7: ®Produccion de biosurfactante en PPGly en basewVa de crecimiento.



E24 (%)

a) P. koreensisM9b

100 — — 35
ap L
43
80 4
70 4 + 25
B0 -+
+2
5D 4
e +15
40 <+
a0 4 + 1
20 +
+05
10+
o * f f f f f f f r 0
0 g 12 18 19 28
Tiempo de cultivo (h)
I EZ4 —#—Biomasa(gi/lL)
b) P. koreensis M9c
70 1.80C
T 1.60C
60 T
+ 1.400C
0 T + 1.20C
40 + -+ 1.00C
= + 0.80@
-~ =]
:ﬁ i 1 0.608
20 1 T 0.40C
-+ 0.200
10 1
-+ 9.00C
o f - -0.200

{8}

|

Biomasa (g/L)



c) P. koreensis CCB10
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#Produccién de biosurfactante y curva de crecimient®PGly; panel ¢P. koreensis M9b; panel b) M9c; c)
CCB10, y d) LMG 21318 En el eje de las x se muestra el % de,,, en el eje déas y se refiere al tiemg
en horas y en el eje de la biomasa (g/L). En &sab se representa la DE de al menos tres repets
independientes.



Las P. koreensis aisladas de CCB reducen significantemente el narder@olonias de
E. auranticum m5G, cuando estas son co-cultivadas en medio PRGha proporcion 1:1
y la P.koreensis LMG 21318 no muestra efecto significativo. Ver tabla 9, ufig 25 y 26,

esto se debe a la capacidad de produccién de faotante.

Tabla 9: Ensayo de competencia en PPGly de las dejaseensis vs E. uarianticum m5G.

P. koreensis E. aurantiacum m5G

CFU x 10/ CFU x 10
P. koreensis Inicial Final Inicial Final Competencia Ey,
M9b 4.3 380+8 0 NA 60
M9b 4.3 448+19 4.8 3.5+0.2 + 60
M9c 4.5 318+9 0 NA 58
M9c 4.5 418441 4.8 39+1 + 56
CCB10 4.7 338+17 0 NA 63
CCB10 4.7 355+12 4.8 4.2+1.7 + 63
LMG 21318 4.6 322+12 0 NA 5
LMG 21318 4.6 308+12 4.8 180+8 - 2
LMG 21318 + EACSE 5.2 363+31 4.8 27+ 8 + 60
Ninguno 0 3 377+12 NA
Ninguno + EACSE 0 3 <10 NA 60

En este ensayo se consider6 como positivo (+) @andoresencia de. koreensis se reducia el numero de
UFC por mililitro deE. aurianticun m5G en una o mas ordenes de magnitud y negadivauéndo no se
disminuyo significativamente las UFC. NA medidaaplica, &, medida cualitativa de la concentracion de
biosurfactante presente en el medio al final dpeemento.



Figura 25. Compasciondel ensayo de competencia entreRakoreensis M9b + E.uarianticum m5G 1:1
izquierda yP. koreensis LMG 21318 + E.uarianticum m5G 1:1 derecha respectivamente.

A) Moc  1:1

60% 63% 58%



B) LMG 2131§+EACSE LMG 21318 1:1+EACSE 1:1

60% 5% 60% 2%

Figura 26. Concentraciones de biosurfactantes medidos pdE;Jaen las cepas d@. koreesnsis s/c
E.aurianticun m5G proporcién 1:1. Panel ALHle los aislamientos de CCB, M9b sin competidor, M9b
E. aurianticun m5G 1:1, CCB10 sin competidor, CCB1(E+aurianticun m5G 1:1, y M9c sin competidor,
M9c + E. aurianticun m5G 1:1; panel B) & de la cepa LMG 21318 EACSE; LMG 21318 LMG 21318

+ EACSE +E. aurianticum m5G 1:1 y LMG 21318+ E. aurianticum m5G 1:1.

Como lo observamos en la tabla 9 y en la figurd&,. koreensis M9b, M9c y la CCB10
desplazan o compiten a la bacteRa aurianticum m5G cuando se colocan en una
proporcion 1:1, y la cepa tipo no compite. Cuangmlziamos las condiciones agregando el
extracto crudo (ECSAE) de la cepa M9b después tleaR4ultivo de la cepa tipo esta
restaura el efecto y desplaza al Exiguobacteriste, mismo fendmeno observamos cuando
al cultivo de Exiguobacterium agregamos el mismdragko y concuerda con las
concentraciones deyEcomo se observa en la tabla 9. Por lo tanto ebeta tiene un

efecto dramatico en el crecimiento de esta baageaimpositiva.

Para determinar la capacidad & koreensis M9b para establecer interferencia o
competencia en relaciéon c@&haurantiacum m5G, depende de la densidad celular y por la
frecuencia de células se disefié un experimentoet@rotocolo por Greig y Travisano
2008. En la cual se uso un indculo fijo de la deié (aproximadamente 4x1QWFC/ml) y



se vario el numero de célulBsaurantiacum m5G en diferentes proporciones. Ademas en
otro experimento se varié el nimero de células @b M cual se modificé en proporciones
de 1:10 0 10:1 como se muestra en la tabla 10uyig7.

Tabla 10.%Efecto del ensayo de competencia en base a laefreizudeP.koreensis M9b vs
E. aurianticum m5G.

P. koreensis E. urantiacum

M9b (UFC x 10) (UFC x 10)
Proporcién | Inicial | Final Inicial Final Competencic | Ex4 (%)
Ps:Ex
1:0 4.3 3808 | 0O NA 60
11 4.3 44018 | 4.8 3.56.1 + 60
1:2 4.3 29018 | 9.6 94.6 + 40
10:1 43 90015 | 4.8 10.1 + 60
1:10 0.86 208.8 | 9.6 920%2 - 38

*Diferentes proporciones de Ps: BX; koreensis M9b: E.aurianticum m5G, inicial es la concentracion al
inicio del cultivo, final son las UFC/ml después @4h, NA medida no aplicableJEconcentracién
cualitativa de biosurfactante después de 24h. Seswman las medias y desviaciones estandar de 4
experimentos independientes.



mSb m9b 1:1 1:2 10:1 1:10

E24 60% 60% 40% 60% 38%

Figura 27. Concentraciones de lay4 en las diferentes proporciones de M9b:n

Lo que observamos da proporcion el experimento anterior es que la interaccion

competencia dependen de la frecuencia de los mgan®smos, como se muestra en
concentraciones 1:2, cuando ponemos 2 veces mgadbecterium la cantidad de lipg
baja en un 3%, y cuando tenemos 10 veces mas exiguo la coacénrde la ,4 baja un

poco mas que la anterior 0 es mas inestable.

En base a estos experimentos, nos dimos a ladarparificar la molécula responsable
la actividad biosurfactan esto se realiz@&orriendo una placa prejativa del extracto
crudo y cambiando lagtaridad de la mezcla de solventes como se deserbéda
metodologia. Esto fue con la finalidad de probas #ACSE y la molécula responsable
la actividad biosurfactante, tienen actividad datiba o también pueden desplazar a ¢

bacterias grangsitivas, como se muestra en la figu8 y tabla 11.



B12345

Figura 28. Andlisis de la TLC del biosurfactante y otros comegtos secretados por los aislamientos de
P. koreensis aisladas de CCB. Panel A; muestra los extractdeslsobrenadantes extraidos con acetato de
etilo; 1) M9b, 2) M9c, 3) CCB10 y 4) LMG 21318En el panel B se muestra una TLC de las difesente

fracciones que fueron removidas de las placas pagypas usadas para purificar el biosurfactants, la

muestras 4 -5 fueron consideradas puras. La fleclestra la banda que corresponde al biosurfactante.

Comparando los perfiles del TLC del EACSE de las B. koreensis aisladas de CCB
(M9b, M9c y CCB10) y la cepa tipo LMG 21318e muestra una banda correspondiente al
biosurfactante, el cual representa la molécula amsdante en el sobrenadante de las

P.koreensis provenientes de CCB, cuando en la cepa tipo ngpessé&nte.

Las muestras mostradas como puras en la TLC pte@ase usaron para suplementar los
cultivos deE. aurianticum m5G y otras bacterias grampositivas y gramnegatpas

determinar sus propiedades antibioticas como setnaueen la tabla 11.



Tabla 11. ®Efecto del EACSE sobre el crecimiento de las difte® bacterias en caldo LB.

Aislamiento Sin EACSE | con EACSE
E. faecalis ATCC 2921. 1.51 1.4¢
Saureus ATCC 29211 1.65 1.74
B. subtilisATCC 6633 1.6¢ 0.0¢
E. aurianticum mbG 0.9t 0.0
E coli ATCC 2592: 1.52 1.3¢
S tiphy ATCC 19430 1.21 1.32
S liquefaciens ATCC 27592 1.30 1.33

°El crecimiento bacteriano fue determinado a 600 denDO en cultivos de 24 h de crecimiento. El
E.aurianticun m5G fue incubado a 30°C y los demas cultivos sakiaron a 37°C. Los valores presentados
representan la media de tres experimentos indepatedi Todos los cultivos presentaron una DO iniga
0.03 a 600nm. El extracto usado fue obtenido d&voslen PPGAS dB.koreensis M9b de 24h a 30°C.

Después de observar y analizar los datos anterseresefio el mismo experimento pero
solo probando las bacterias en la cual se obseejorral efecto del EACSE, y ademas se
probaron los EACSE de todas las cepas incluidassém estudio. Con la finalidad de

determinar la capacidad antibidtica de cada urelds. Ver tabla 12



Tabla 12 *Efecto del EACSE de las diferenteR koreensis M9b, M9c, CCB10 y LMG 21318
sobre el crecimiento d&subtillus ATCC 6633 yE. aurianticun m5G en medio LB.

Bacteria Sin EACSE M9b M9c CCB10 LMG 21318 LMG 21318"
(2X)
B.subtillus ATCC 1.58 +0.14 0.06+.03 | 0.17 +.01 0.35+09 1.090.1 1.190.1
6633
E.aurianticum m5G | 1.016.02 0.050.02 | 0.680.01 | 0.190.07 0.930.16 1.189.01

°El desarrollo bacteriano fue determinado a 600 rnen D en cultivos de 12 h de crecimiento.
El E.aurianticun m5G fue incubado a 30°C B.subtillus ATCC 6633 a 37°C. Los valores presentados
representan la media tlesviacion estandar de tres experimentos indepetedi. Todos los cultivos
presentaron una DO inicial de 0.03 aproximadamenhtelos los extractos usados fueron obtenidos de
cultivos en PPGAS por 24h a 30°C.

Formacion de biofilms:

La produccion de biosurfactantes podria ser unoreata la competencia por los recursos
s6lo en algunos ambientes confinados, como sohidgeliculas. Es importante destacar
gue los tres aislamientos &e koreensis provenientes de CCB, asi como la cepa tipo de
Korea son capaces de formar biofilms después de@s, el biofilms producido por M9b
fue de 33%, 41,5% M9c, 48% CCB10 y LMG 213%8lo 23% del biofilms producido
por P. aeruginosa PAOL1 utilizado como control positivo en estos expentos (Figura
29). También se determind la formacion de biofikmsE. aurianticum m5G el cual fue
negativo en las condiciones probadas. Se sabe humosurfactante (ramnolipido)
producido porP. aeruginosa desempefia multiples funciones estructurales elesrrollo
del biofilms, tales como la formacién de microcéésnen la fase inicial de su formacion, el
mantenimiento de canales en estas estructurasaadanilita el desarrollo estructural de la
migracion en la Ultima fase de la formacion deibitd y permite la dispersion de células.




Figura 29. Formacién de biofilms después de 24h por lasobspeleP. koreenss, teflidas con cristal violeta
al 1%. Biofilms después de 24h de incubacion a 3@®zo 1)P. aeruginosa PAO1, 2) M9b, 3) M9c,
4) CCB10, 5) LMG 21318 6) P. aeruginosa M10, 7)E. urianticumm5G y 8) Control negativo.

c) Ensayo de patogenicidad:

Se inocularon diferentes concentraciones de UF@hmaton BALB/C ANn de las cepas
P. koreensis M9b y LMG 21318 con la finalidad de determinar su patogénicidah
uso de estas cepas en aplicaciones biotecnolé@easso como control la dosis de 1X10
UFC/mI de laP.aeruginosa PAOL. Se evalud el peso y la viabilidad del ratGradte 16

dias. Como se muestra en la grafica 8.
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Grafica 8. Determinacién de la patogénicidad en ratones BALBM) de las cepaB. koreensis
M9b, LMG 21318T, y CCB10. Panel A, se muestra aisgude la infeccién de los ratones
inoculados conP.koreensis M9b, en el eje de la X se muestra el peso (g) sledtones y en el eje
de la Y se muestra los dias de postinfeccion yotor se observan las diferentes UFC/ml probadas.
Panel B:P.koreensis LMG 21318 y panel C;)P. koreensis CCB10.



En cuanto al experimento en raton para determanpatogénicidad de las cepas, hayamos
gue las cepas aisladas de CCB (M9b, M9c y CCB1®onopatdogenas, dado que no bajan
de peso o matan a ningiin ratén aun cuando son lautzsu concentraciones de 1X10
UFC/ml. Una diferencia con la cepa tipo es qua adf concentracién 1X310FC/ml no

los mata, pero si los enferma, ya que como se wbssr la grafica, estos presentan una
decaida de peso rapida a los tres dias de la i6feggosteriormente se recuperan, por lo

tanto esto nos indica que Askoreensisde CCC no son patdgenas en el modelo en raton.

6.5 CONCLUSION ETAPA II:

En este trabajo describimos que las cepas aisted&<B, forman un grupo distinto que la
cepa tipo. La Unica caracteristica que las diserggila capacidad de producir BS. Nuestros
resultados sugieren que los compuestos tensoactivesstran ser importantes de
P. koreensis para competir con otras bacterias presentes misgio medio. Es posible que
la produccion de este biosurfactante sea una eeetajlogica, dado que probablemente

juegue un papel en la separacion del linaje.dereensisen CCB.

La capacidad de producir un biosurfactante en &gm< de CCB solamente se da en
condiciones limitantes de fosfatos, usando comat&uéde carbono glucosa o glicerol, en
fase estacionaria tardia de crecimiento cuand@amidas a 30°C y ademas presentan una
alta densidad celular, (grafica 7) lo que nos iadgque los genes responsables de la
biosintesis y regulacion de la produccion de est&abolito son probablemente regulados
por Quorum Sensing como se ha reportado en otpesies parecidas A aeruginosa y
Serratia marcescens. (Jun-Rong Wei, et al 2006§. La capacidad de producir el
biosurfactante correlaciona con el numero final cddulas como se muestran en los
experimentos de competencia (Tabla 9). Ademas dmlaeion en la produccion de
biosurfactante podria ser regulada por fosfatanedios ricos como es el caso de LB no se
produce BS. Estos datos concuerdan con la higadesgue las cepas aisladas de CCB son
capaces de establecer una interaccion alelopaticaottas bacterias a través del efecto
toxico del biosurfactante producido en condiciomdigiotroficas (EI fendmeno de la

alelopatia, fue definido por Molish en 1937, conigomceso por el cual una planta u



organismo desprende al medio ambiente, uno o veoirgpuestos quimicos; estos inhiben
el crecimiento de otra planta que vive en el midmbitat, o en un habitat cercano) La
presion selectiva que impone la competencia ofiegmsibilidad de aparicion de nuevas

estrategias para sobrevivir o mantenerse en shesecologicos.

Por tanto las cepas del nuevo linajeRléoreensis aisladas de CCB han desarrollado un
mecanismo que utilizan para permanecer y obterarses en presencia de un competidor,
esto puede definirse como competencia, interfeaemcialelopatia. La estrategia de
competencia se llevan a cabo en microorganismovigea en ambientes estructurados o
en alta densidad celular, en este caso los ressltaxstrados en este trabajo se muestra
gue la produccion del biosurfactante es dependata densidad celular como se muestra

en la tabla 10.

La clasificacibn taxonomica de bacterias es coragh¢ porque los conceptos
fundamentales, como la definicibn de unidad ecokb@ especie, son objeto de debate
(Cohan. F. M and E. B. Perry. 2007). La definic@perativa de especies bacterianas ha
sido definida empiricamente y por lo tanto depeataltos limites establecidos. En cuanto a
la secuencia del 16S rDNA las bacterias deben tameidentidad en la secuencia del 97%
0 mas y 70% o mas en las pruebas de hibridacidmal tdel DNA:DNA.
(Vandamme, Bet al 1996). La inclusion de las caracteristicas ecoasyen la delimitacion
de especies se ha usado en diferentes grupos ibaspgspecialmente en casos donde no
puede haber ambigliedad a causa de una alta sihféiotipica y/o genética, en el caso de
las bacterias estas caracteristicas no son usualtoenadas en cuenta para su clasificacion

taxonOmica.

La caracterizacion quimica del BS producido fatiageterminar, pero muy probablemente
concuerde con la lokisina producida por otro aigtamo deP. koreensis 2.74 y este
presenta actividad anti fungica, descrito ptuitberg M, 2010. Aqui demostramos otro
papel adicional del biosurfactante producido pda especie, es el desplazamiento por
competencia y ademas la actividad antibidtica edhtsubtillus ATCC 6633.



6.6 PERSPECTIVAS

En el laboratorio el M en C. Sergio Zavala, estldjando en la purificacion del BS para
posteriormente determinar la estructura quimicames de determinar las condiciones de
mejor produccion del BS en matraz y escalarlo estoe. También la Biol. Alma Cortez
en el Instituto de Quimica, esta probando el efdefosobrenadante en diferentes tipos de
suelos contaminados. Ademas falta por determirsagémes involucrados en la biosintesis
y en la regulacion de produccion del BS. Se debpliamel papel biolégico del BS
producido por esta especie, dado que en este draddajBS obtenido tiene efecto
bacteriostético, ya que los micoorganismos probadosecuperan posteriormente, es por
esto que se necesita probarlos contra otros paiég@im: hongos fitopatdgenos) y se
necesitan mas estudios en cuanto a su patogénimadich plantas e insectos, y entender la

interacciéon en el ambiente del cual fueron aisladas
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ABSTRACT

The aim of this work is the taxonomic characterization of three biosurfactant-
producing bacterial isolates from the Churince system at Cuatro Ciénegas Basin
(CCB) in the Mexican State of Coahuila, and the study of the possible role of
biosurfactant production in their ecology and evolution. We determined that these
isolates belong to a Pseudomonas koreensis lineage endemic to CCB, using
standard taxonomical techniques, phylogenetic analysis of three chromosomal loci
and phenotypic characterization. This new lineage has the distinct capacity to
produce a biosurfactant when compared with previously reported P. koreensis
isolates recovered from agricultural soils in Korea. We present evidence
suggesting that the biosurfactant secreted by CCB P. koreensis strains is involved
in their ability to compete with a CCB Exiguobacterium aurantiacum strain (m5-66)
used as a model organism in competition experiments. Furthermore, the ethyl
acetate extract of culture supernatant of CCB P. koreensis strains results in growth
inhibition not only of E. aurantiacum m5-66, but also of a Bacillus subtilis type
strain (ATCC6633). Based on these results we propose that the production of
biosurfactant could be of ecological importance and could play a role in the

separation of the P. koreensis CCB lineage.
INTRODUCTION

Biosurfactants are molecules produced by living cells that have the ability to reduce
interfacial and superficial tensions (tension-active properties). Their production by
bacteria has been studied mainly from the perspective of their biotechnological
potential [2], but their role in the adaptation of these organisms to different
environments has not been addressed. Biosurfactant-producing organisms are
very diverse and have been isolated from a wide variety of environments, including
soil, sea water, marine sediments, oil fields [3, 21] and even extreme environments
[4]. Several fluorescent Pseudomonas produce cyclic lipopeptides (CLPs) [15],
which have been found to posses antibiotic properties [6, 14]. Thus, CLPs
producing Pseudomonas have been used as biocontrol agents in agriculture [12,

15] and have different potential biotechnological applications.
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However, the role of CLPs in the ecology and evolution of the bacteria that produce
them has not been addressed, even though these compounds should play an
important role since it is known that competition for limiting resources can promote
antibiotic production [11] and maintain diversity in non homogeneous environments
[1, 17].

Cuatro Ciénegas basin (CCB) is an oasis in the heart of the Chihuahuan desert
located in the Mexican State of Coahuila, its water systems are known to be
among the most extreme oligotrophic sites on earth [8], and at the same time,
represents a hot spot of biodiversity [9, 19], including abundant living stromatolites
and extensive microbial mats [7. 8, 18, 19]. Thus, the study of the mechanisms that
bacteria use to compete for resources in this environment is of ecological and
evolutionary interest and could lead to relevant biotechnological discoveries.

In this work, we sampled two water bodies in the CCB Churince system, and
characterized three P. koreensis isolates that have the distinct capacity to produce
biosurfactant. The phylogenetic trees constructed with their sequence of 16S
rRNA, RecA and GyrB encoding genes shows that these three P. koreensis strains
constitute a separate lineage from P. koreensis strains originally isolated in Korea
[13]. We found that the three CCB P. koreensis isolates have very similar
phenotypic characteristics to the P. koreensis type strain LMG21318", but that they
can be distinguished from the type strain by their ability to produce biosurfactant,
possibly a cyclic lipopeptide (CLP). In addition, we report that the CCB P.
koreensis strains can limit the growth of an Exiguobacterium aurantiacum strain
(m5-66) by means of biosurfactant production, and that this tension-active
compound secreted by CCB P. koreensis strains also inhibits the growth of a
Bacillus subtilis type strain (ATCC6633).

The ability to inhibit bacterial growth could be of importance for the adaptation of P.
koreensis strains to the CCB oligotrophic environment, and could thus be involved
in the separation of this lineage from previously described P. koreensis isolates
inhabiting Korean agricultural soils. We propose that biosurfactant-production by

the three Pseudomonas CCB isolates described here is relevant for their
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adaptation to an aquatic environment and thus have played a role in the evolution

of this particular taxonomic group.

MATERIALS AND METHODS

The detailed description of the materials and methods used in this work is
presented in the supplementary materials section. The methods described are
related to: microbiological procedures; determination of biofilm forming ability;
methods for taxonomical characterization of bacteria; bacterial competition
experiments; determination of growth inhibition by biosurfactant and extracellular

compounds; biosurfactant purification and activity determination.

GenBank accession numbers for CCB P. koreensis 16S rDNA sequences are:
M9b-GUQ78447; M9c-GU078448 and CCB10-GUQ078446. Those for P. koreensis
recA gene sequences are: M9b-GU176619; M9c-GU078450, CCB10-GU078445
and LMG21318"-GU078444; and for P. koreensis gyrB gene sequences are: M9b-
GU078440; M9c-GU078441, CCB10- GU732197 and LMG21318"-GU078442.

RESULTS AND DISCUSSION

Taxonomical characterization of CCB Pseudomonas koreensis lineage. The
three bacterial strains endemic to the Churince water system in CCB that are
described in this work were selected from a collection of =700 Pseudomonas
isolates. Strain CCB10 was isolated from the Churince “Laguna Grande” on
January 2004, as part of a study of the most abundant Pseudomonas species
present in this water body (Rodriguez-Verdugo et al., unpublished). The other two
strains (M9b and M9c) studied, were isolated through a screening of biosurfactant
producing Pseudomonas on July 2007 from the Churince spring. The
microbiological characterization of these strains showed that they are non-
fluorescent Pseudomonads with an optimal growth temperature of 30° C.

An analysis based on 16S rDNA sequence similarities indicated that the closest
relatives of the CCB Pseudomonas isolates were Pseudomonas koreensis
LMG21318" and Ps 1-2 (98.9 and 98.7% identity, respectively), Pseudomonas
umsongensis LMG21317" (98.6% identity) and Pseudomonas jessenii CIP105274"

4
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(97.9% identity). These three species were originally isolated from agricultural soils
in Korea and were reported to be particular to that environment due to the soll
characteristics and the isolation of the Korean peninsula [13].

The phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences (Fig. 1) illustrates the
position of the three CCB Pseudomonas studied relative to members of
Pseudomonas species. These strains clustered within a single group that was very
close, but clearly separated from the group formed by the closely related P.
koreensis type and reference strains. These data suggested that the isolates
analyzed in the present study could represent a novel Pseudomonas species. We
used the sequence of recA and gyrB genes to more clearly establish their
taxonomical relation with bacteria from the P. koreensis species. Results from the
phylogenetic analysis of recA and gyrB genes (Figs. S2 and S3, respectively) are
consistent with the results obtained with the 16S rDNA sequence, since the three
strains, CCB10, M9b and M9c, are grouped with P. koreensis type strain
LMG21318", but form a separate cluster.

A striking difference between strain CCB10 and both M9b and M9c isolates is the
size of its chromosome since it is considerably larger (Table 1). Additionally, P.
koreensis CCB10 contains a megaplasmid (data not shown).

As expected, the three individuals of the putative new bacterial species
represented by CCB Pseudomonas show a high degree of total DNA similarity
between them. This is, between strains M9b and M9c (94.9%) and between M9b
and CCB10 (75.4%). These results confirm that the three isolates belong to the
same bacterial species since the three of them have a high degree of similarity,
considering the size of their genomes (Table 1).

Unexpectedly, however, we found that these strains did not represent a new
bacterial species [20], but that they are members of P. koreensis, since the
percentage of DNA hybridization between M9 and the P. koreensis LMG21318"
type strains (83.2) is clearly above the 70% level established for members of the
same bacterial species. This result makes apparent that nearly all the M9b 4.5 Mb
genome is conserved in the 5.9 Mb P. koreensis LMG21318" genome (Table 1).

This experiment made also clear that M9b shared a low degree of genome
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similarity with other Pseudomonas, even though it has a high 16S rDNA sequence
similarity with them (Table 1).

The fact that strains M9b, M9c and CCB10 belong to P. koreensis is confirmed by
the comparison of total protein electrophoretic profiles of these strains with those of
the P. koreensis type strain, and the phylogenetically closest P. umsongensis and
P. jessenii type strains. We found that the protein profiles of these CCB strains are
identical to that of P. koreensis LMG21318" type strain (Fig. 2) which supports our
conclusions that these CCB strains belong to this bacterial species, as it has been
determined that bacteria with identical or similar protein patterns possess high
levels of genome similarity [20]. This conclusion was further supported by the
metabolic similarity between the three CCB isolates and the P. koreensis type
strain using APl 20NE and API50CH biochemical tests (Table S1), and by the
analysis of their fatty acid composition (Table S2).

Indeed, the fatty acid composition of the four analyzed P. koreensis strains (three
CCB isolates and one Korean strain) is very similar, showing their close taxonomic
relation. However, a close analysis of this profile shows that the three CCB P.
koreensis strains present two times the concentration of C;0.0 3-OH as the Korean
type strain LMG21318"; while the type strain contains three times the concentration
of C17.0 ¢yclo than the CCB P. koreensis strains (Table S2). The relevance of these
differences is not known, but they reinforce the finding based on gene phylogeny
that the CCB P. koreensis constitute a separate lineage from the Korean P.
koreensis strains. This is, CCB strains belong to the same species (P. koreensis),
but to a different lineage.

The characterization of CCB10, M9b and M9c isolates led us to conclude that they
represent a distinct P. koreensis lineage (or subspecies) endemic to the Churince
CCB water system which has diverged from the taxonomic group represented by
the Korean P. koreensis type strain. A possible scenario is that this lineage
diverged from the Korean P. koreensis population due to their geographical
isolation since the separation of CCB from the ocean, possibly in the Cretaceous
period [19].
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Role of biosurfactant production by CCB P. koreensis strains on their ability
to compete with other bacteria. One of the phenotypic differences between the
CCB isolates M9b, M9c and CCB10 P. koreensis strains and the LMG21318" type
strain is that the Korea-isolated type strain does not produce biosurfactant (Fig.
S6).

Some Pseudomonas CLPs have tension-active properties and all of the
biosurfactant lipopeptides have been shown to exhibit antibiotic activity [6, 12, 14].
We evaluated whether biosurfactant production by CCB P. koreensis strains
enable them to inhibit the growth of other bacteria. This capacity could play an
important ecological role when competing for scarce resources, and thus might be
relevant in the CCB environment.

It has been shown that biosurfactants have antimicrobial activity [6, 12, 14], but the
ecological role that they might play in the competition for resources in the
environment among microorganism, has not been addressed to our knowledge.
Biosurfactant activity is dependent on its concentration, thus their production could
be a mean for bacterial competition for resources only in confined environments
such as biofilms, where they are not diluted. It is important to highlight that the
three P. koreensis CCB isolates as well as the Korean P. koreensis type strain are
able to form biofilms. After 24 hr, strain M9b produced 33%, M9c 41.5% and
CCB10 48% of the biofilm produced by P. aeruginosa PAO1 used as a positive
control in these experiment, while strain LMG21318" produced only 23%.

To determine whether biosurfactant production enables P. koreensis CCB strains
to compete with other bacteria, we analyzed the correlation between the production
of this tension-active compound, with the ability to compete with the Gram-positive
yellow-colored E. aurantiacum mb5-66. Strain m5-66, a Churince CCB isolate
recovered at the intermediate lagoon (Rebollar, E. and Souza V., unpublished),
was used as a model organism to study the ability of P. koreensis to establish
allelopathic interactions. We use this bacterium because it has a characteristic
yellow pigmentation, so it is easy to detect without the use of antibiotics or other

selecting agents (Fig. S4), but we do not want to imply that the interaction between
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these two bacterial genera is of ecological importance. The mean and standard
deviation of four independent competition experiments are shown on Table 2.
There is a positive correlation between biosurfactant production and the ability to
compete with E. aurantiacum mb5-66 (Table 2). The three CCB P. koreensis
biosurfactant producers were observed to significantly reduce the numbers of the
E. aurantiacum m5-66 colonies when both bacteria were co-cultured at a 1:1
proportion (Table 2, Fig. S4). In contrast, P. koreensis LMG21318" had a non-
significant effect on the growth of E. aurantiacum m5-66 (Table 2, Fig. S4). We
also found that the presence of an ethyl acetate culture supernatant extract
(EACSE) containing the biosurfactant produced by the CCB P. koreensis strains
(Fig. S5) had a dramatic effect on the growth of this Gram-positive bacterium
(Tables 2 and 3).

To further investigate whether the ability to inhibit the growth of CCB P. koreensis
strains was due to their biosurfactant production, LMG21318" cultures were
supplemented with the EACSE of P. koreensis M9b cultures containing the
biosurfactant (Table 2). The addition of this extract clearly enhanced the ability of
the P. koreensis LMG21318" type strain to compete with E. aurantiacum m5-66
(Table 2).

To examine if growth inhibition of E. aurantiacum m5-66 was due to the direct
effect of the biosurfactant, this compound was purified from TLC plates and added
to a culture of this bacterium (Fig. S5-B shows an example of a TLC plate where
the purity of the biosurfactant was determined). We could not determine the exact
concentration of the purified biosurfactant since the dried material that was
weighted after being scratched from the TLC plates probably contained some
silica. The culture of E. aurantiacum m5-66 grown for 10 hr on PPGAS in the
presence of the purified biosurfactant (150 ug of the weight precipitate containing
the pure biosurfactant per ml of culture medium) attained 25% of the colony
forming units of the untreated control (data not shown). This result shows that CCB
P. koreensis biosurfactant is able to inhibit the growth of bacteria and is in
agreement with previous reports [6, 12, 14]. However, we could not rule out the

possibility that other compounds with antibiotic activity, besides the biosurfactant,
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are present in the culture supernatant of the CCB P. koreensis strains and absent
from the Korean type strain LMG21318". The chemical characterization of the
biosurfactant produced by CCB P. koreensis strains remains to be determined, but
based on preliminary characterization, it is much likely a cyclic lipopeptide, as that
produced by other Pseudomonas [6, 12, 14, 15].

The EACSE obtained from the three CCB P. koreensis strains studied here posses
the ability to inhibit growth of another Gram-positive bacterium, Bacillus subtilis
type strain ATCC6633 (Table 3), while that obtained from P. koreensis LMG21318"
was unable to inhibit the growth of B. subtilis ATCC6633 and E. aurantiacum m5-
66 even using two times the concentration of its EACSE (Tables 2 and 3). Other
Gram-positive and Gram-negative bacteria (see Materials and Methods section)
were found to be resistant to the growth-inhibiting effect of CCB P. koreensis
strains (data not shown).

Ecological and evolutionary considerations. Using three genetic loci (16S
rDNA, recA and gyrB) we showed that the CCB P. koreensis strains form a distinct
evolutionary group within the P. koreensis species. However, the only phenotypic
traits that were clearly distinctive of the CCB P. koreensis linage are their ability to
produce biosurfactant and their capacity to inhibit the growth of other bacteria
(such as E. aurantiacum m5-66 and B. subtilis ATCC6633). Our results suggest
that this tension-active compound could be implicated in the ability of P. koreensis
to compete with other bacteria present in the same environment. It is possible that
the production of this biosurfactant is of ecological importance, playing a role in the
separation of the CCB P. koreensis lineage. It will be of interest to further
investigate the details of the potential ecological role of this biosurfactant
production and the actual effect that interference competition interactions, such as

the one described here, plays in bacterial diversity.

The taxonomic classification of bacteria is difficult because fundamental concepts,
such as the definition of the ecologically meaningful unit or species, are under
debate [5, 10, 16]. The operative definition of a bacterial species has been defined
empirically and thus relies on established limits; i. e. bacteria having 97% or more
16S rDNA sequence identity and 70% or more total DNA:DNA hybridization [5, 20].

9
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The inclusion of ecological traits in species delimitation has been used in different
biological groups, especially in cases where there can be ambiguity because of
high phenotypic and/or genetic similarity. However, in the case of bacteria these
traits are not usually taken into account for taxonomic classification. Here, the
inclusion of some phenotypic traits enabled us to hypothesize that biosurfactant
production might have a role in P. koreensis mode of life in the CCB conditions,
while it might not be of importance for the lineage or subspecies living in the
Korean peninsula. The approach that integrates phenotypic characterization of
bacteria might be of importance in the study of bacterial speciation and could link

this process with ecological significant concepts.
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Table 1. Genomic characteristics of different Pseudomonas strains.

Strain

% DNA hybridization
vs. P. koreensis M9b

Genome size (kb)

P. koreensis M9b 100.00 4,453
P. koreensis M9c 94.9 4,605
P. koreensis CCB10 75.4 6,077
P. koreensis LMG21318" 83.2 5,914
P. umsongensis LMG21317" 39.4 6,858
P jessenii CIP105274" 41.9 6,580
P. putida KT2440 12.37 6,181

14
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Table 2. Competition between different P. koreensis strains and E. aurantiacum

m5-66°.

P. koreensis

E. aurantiacum

(CFU x 107) m5-66 (CFU x 107)

P. koreensis strain Initial  Final Initial  Final Comp Eu (%)
MSb 4.3 380+8 O NA 60
MSb 4.3 448+19 4.8 3.5+0.2 + 60
MSc 4.5 318+95 0 NA 58
MSc 4.5 418+41 4.8 39+1 + 56
CCB10 4.7 338+17 0 NA 63
CCB10 4.7 355+12 4.8 4.2+1.7 + 63
LMG21318' 4.6 322412 0 NA 5
LMG21318 " 46  308+12 4.8 18048 - 5
LMG21318" + EACSE 5.2 463+6 0 NA 59
LMG21318" + EACSE 5.2 363431 4.8 2748 + 59
None 0 3 377+12 NA 0
None + EACSE 0 3 <10 NA ND

4Competition (Comp) was determined using a 1:1 proportion of each strain after 24
hr of growth on PPGly medium. It was considered positive (+) when the presence
of the P. koreensis strain reduced the final number of E. aurantiacum m5-66 colony
forming units per milliliter (CFU) in approximately one order of magnitude or more,
and negative (-) when a insignificant lower reduction was found. EACSE stands for
ethyl acetate culture supernatant extract. NA means not applicable. The mean and
standard deviation of four independent experiments are shown. The E»4 index is
shown as a qualitative measure of biosurfactant concentration present in the
medium at the end of the experiment.
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Table 3. Effect of the addition of the ethyl acetate culture supernatant extract
(EACSE) of different P. koreensis strains on growth of E. aurantiacum m5-66 and
B, subtilis ATCC6633°.

Bacteria Without EACSE EACSE EACSE EACSE 2X-EACSE
EACSE M9b M9c CCB10 LMG21318" | LMG21318"

B. subtilis 1.58+0.14 0.06+ .03 0.17+.01 0.35+.09 1.09+0.1 1.19+0.1

ATCC6633

E. aurantiacum | 1.01+0.02 0.05+0.02 0.68+0.01 0.19+0.07 0.93+0.16 1.18+0.01

m5-66

4Growth was determined by measuring the optical density at 600 nm of the culture
after 12 hr of growth. E. aurantiacum m5-66 was incubated at 30°C and B, subtilis
ATCC6633 at 37°C. Both strains were cultivated on LB medium. Values represent
the mean + standard deviation of at least three independent experiments. EACSE
of the culture on PPGAS for 24 hr of each P. koreensis strain was added at the
unset of the cultures of the two Gram-positive strains tested. All cultures presented
an initial optical density of approximately 0.03.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Genealogy of the 16S rRNA gene of P. koreensis CCB (M9b, M9c and
CCB10) and Korean (LMG21318" type strain and Ps 1-2) strains, and the most
closely related members of the genus Pseudomonas. GenBank accession
numbers are shown in parenthesis. The correspondence of the size of bar to the
number of substitutions per site is included. The P. koreensis sequences from CCB

isolates are shown in bold characters.

Figure 2. Total protein electrophoretic profile of different Pseudomonas strains.
Lanes correspond to: 1) P. putida F1; 2) P. jessenii LMG21605"; 3) P. koorensis
CCB10; 4) P. koreensis M9b; 5) P. koreensis M9c; 6) P. koorensis LMG21318"; 7)
P. umsongensis LMG21317"; 8) P. fluorescens LMG1794".

16




Figure

Click here to download high resolution image

e | P. koreensis M9b(GU078447)
P. koreensis M9c (GU078448)
P. koreensis CCB10 (GUO78446)
P. koreensis Ps1-2 (AF468451)
“Lp koreensis LMG21318" (AF468452)
P jessenii CIP105274 (AF068259)
P umsongensis LMG21317"(AF468450)
H P panacis CG20106' (AY787208)
i ‘ P proteolytica CMS64' (AJ537603)
.‘: ;—P. veronii CIP104668" (AF064460)
P. migulse CIP105470 (AF074383)

P linii CFBPS737"(AY035996)

[P caripapayae ATCC33615'(D84010)

[ P congelans DSM14939° (AJ492628)

—— P. mandel CIP105273' (AF058286)

— P cannabina CFBP2341"(AJ492827)
E-—P. savastanoi pv. savastanol ATCC13522" (AB021402)
-

P tremae CFBP6111" (AJ492826)

2

P. rhizosphaerae IH5' (AY152673)
¢ P. graminis DSM11363" (Y11150)
b P lutea OKZ' (AY364537)

I

P agarici ATCC25941' (D84005)

P putida ATCC12633 (D37923)
LP. fluorescens HDY-9 (FJS88703)

P. asplenii LMG2137 " (Z76655)
P fulva 1AM1529" (DB4015)

P mosselii CIP105259" (AF(072688)

® { P plecogiossicida ATCC700383" (AB009457)
n “p monteili CIP104883' (AF064458)

P aeruginosa DSM50071"(X06684)


http://ees.elsevier.com/syapm/download.aspx?id=8202&guid=a83eeff3-1817-4139-8295-dced42238bad&scheme=1

Figure
Click here to download high resolution image



http://ees.elsevier.com/syapm/download.aspx?id=8203&guid=831ecce2-e88a-4884-b8f1-88ba0cbfd904&scheme=1

Supplementary Material

21

22

23

24

25

26

Title:

Authors:

Addresses:

Characterization of a novel biosurfactant producing Pseudomonas

koreensis lineage that is endemic to Cuatro Ciénegas Basin.

Jeiry Toribio}, Ana E. Escalante®, Jesus Caballero-Mellado™,
Andrea Gonzalez-Gonzéalez?, Sergio Zavala®, Valeria Souza® and

Gloria Soberon-Chavez'*

'Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de
México, Apartado Postal 70228, DF, Mexico

’Departamento de Ecologia Evolutiva, Instituto de Ecologia,
Universidad Nacional Autbnoma de México, Apartado Postal 70-275,
México DF 04510, Mexico.

3Programa de Ecologia Genémica, Centro de Ciencias Gendmicas,
Universidad Nacional Autbnoma de México, Apartado Postal 565-A,
Cuernavaca, Morelos 62200, Mexico.

The authors dedicate this work to the memory of Jesus Caballero, our beloved

friend and colleague, who died on October 16", 2010.

®Present address: Department of Ecology Evolution and Behavior, University of
Minnesota, Saint Paul, MN 55108, USA.

Running title: Novel Pseudomonas koreensis lineage endemic to Cuatro Ciénegas

Key words: Pseudomonas; biosurfactants; bacterial taxonomy.

Section: Applied and Ecological Microbiology.



© 00 N oo v b~ W

10
11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Supplementary material
The detailed materials and methods used in this work are:

Microbiological procedures. Bacterial strains were routinely cultured on
phosphate-limited peptone-glucose-ammonium salts medium pH 7.2 (PPGAS) [26]
containing NH4Cl, (0.02 M), KCI (0.02 M), Tris-HCI (0.12 M), MgSO,4 (0.0016 M),
glucose (0.5%, w/v), and peptone (1%, w/v). The bacterial competition experiments
were done in PPGly medium, which is the same as PPGAS but glycerol (0.5% v/v)
was used instead of glucose. In this medium glycerol was used because P.
koreensis LMG21318" type strain did not grow with glucose as sole source of
carbon (data not shown), but all strains studied can use glycerol as carbon source
(Fig. S1). Bacterial cultures were incubated at 30°C and liquid cultures were
shaken at 225 rpm. Biochemical characterization of strains was carried out using
APl 20NE and API50CH tests, according to manufacturer’s instructions (Table S1).

For the isolation of Pseudomonas from water samples, the glucose-starch-phenol
red medium (GSP) [11] was used, as described by Escalante et al. [5]. The GSP
medium was designed to isolate Pseudomonas and Aeromonas and contains (g/l):
sodium-L-glutamate 10, soluble starch 20, potassium dihydrogen phosphate 2,
magnesium sulfate 0.5, phenol red 0.36, and agar 12. The screening of bacteria
able to produce biosurfactants was done by selecting those that produce a blue
halo around the colonies grown on PPSW plates [23] which consists of PPGAS
medium supplemented with 2.5 mg/ml of methylene blue, 200 mg/ml of the
surfactant cetyl-thrimethyl-ammonium-bromide (CTAB) and 1.5% (w/v) agar.
Around 700 Pseudomonas isolates collected in different periods (August 2003,
January 2004, January and August 2005, and July 2007) were tested for
biosurfactant production on PPSW.

Determination of biofilm forming ability. Biofilm assays were carried out at 30°C
using 96-well, non-tissue culture-treated PVC dishes (COSTAR, Cambridge MA)
as previously reported [2]. All experiments were performed in triplicate. To prevent
evaporation microtitre dishes were covered with a plastic box. Visualization of cells

forming the biofilm was performed by removing the liquid from the wells and after
2



© 00 N o u b~ W NP

W W N N NN N N NN N N NN P R RRR R, RR R, R R R
R O W 00 N O U»u & W N B O U 0O N OO0 n B W N —» O

rising thoroughly, staining the remaining material with 1.0% (w/v) crystal violet for
20 min, and rinsing the wells three times with distilled water. Quantification was
carried out spectrophotometrically at ODsgs nm, eluting the attached crystal violet
with a solution of 80% ethanol and 20% acetone (v/v). Results presented here are
expressed as the amount of biofilm produced by different P. koreensis strains in
relation to that produced by P. aeruginosa PAO1.

Methods for taxonomic characterization of bacteria. In order to determine the
taxonomic position of the M9b, M9c and CCB10 strains, we analyzed sequences of
16S rDNA, gyrB and recA genes for these and reference Pseudomonas strains.
16S rDNA and gyrB sequences were amplified using previously described PCR
conditions. The primers used are 8F AGTTGATCCTGGCTCAG and 1492R
ACCTTGTTACGACTT for 16SrDNA [13]; and in the case of gyrB we used gyrB-F
ACCAYGSNGGNGGNAARTTYRA and gyrB-R
AGTGCNGGRTCYTTYTCYTGRCA [25]. The recA fragments corresponding to
positions 287-1156 of the Escherichia coli K-12 recA sequence [8] were amplified
using a new set of primers designed in this study based on available sequences in
GenBank [1]. The sequence of  these primers IS recA-F
CAGATCGAAMRNCARTTCGG and recA-R YTTRCCCTGDCCGATCTT; PCR
conditions were the same as for gyrB [25]. PCR products were purified using the
QIAquick gel extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany). These fragments have the
following sizes: 16S rDNA-1500 bp, gyrB-1000 bp and recA-900 bp. For
sequencing reactions the same sets of primers were used as for PCR, for 16S
rDNA sequences additional internal primers were used as well [16]. The
sequencing reaction had a total volume of 15 pul consisting of 2 ul Big Dye
Terminator sequencing buffer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1.6 uM
primer and 5 pl purified amplified product. The amplification conditions were as
follows: one cycle of 5 min at 95 °C, and 45 cycles of 10 s at 95 °C, 10 s at 50 °C
and 4 min at 60 °C. Sequencing was done in a capillary sequencer (ABI-Avant
100). Sequences were assembled and revised using BioEdit software [7]. We
compared 16S rDNA sequences with all publicly available sequences of type

strains of Pseudomonas species in the Ribosomal Database Project (RDP) Il
3
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database [3], and we downloaded the best match sequences for further analyses.
We performed multiple sequence alignment of 16S rDNA for M9b, M9c and CCB10
strains and closest relatives using ClustalW [21] implemented in BioEdit 5.0 [7]. For
recA and gyrB analyses, we included reference Pseudomonas strains sequences
based on their close similarity to M9b, M9c and CCB10 strains using a BLAST
search [10]. Reference sequences were obtained from GenBank or by direct
sequencing of type strains. The recA and gyrB gene sequences were aligned using
Clustalw [21] implemented in DAMBE 4.5.50 [24], which allows alignment of
nucleotides based on amino acid alignment. Automatically aligned sequences were
manually checked in all cases using BioEdit [7].

All the sequences analyzed were partial. Alignments contained missing values in
the extremes to adjust for uneven length of sequences. Alignment gaps and
missing information sites were removed from the phylogenetic analysis and all the
remaining sites were included. The number of sites used for the analysis for each
gene was: 16S rDNA (1292), gyrB (363), and recA (429). Genealogies were
generated based on Neighbor-Joining clustering [17] using Kimura two-parameter
substitution model [12] and 1000 bootstrap replication implemented in MEGA 4.1
[20]. The unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) [19]
and the maximum-parsimony method were also used and gave approximately the
same results. The resulting phylogenetic trees are shown on Fig. 1 (16S rDNA)
and Figs. S2 and S3 (recA and gyrB, respectively). The alignments used to
construct recA and gyrB phylogenetic trees were submitted to Systematic and

Applied Microbiology, together with this manuscript.

The preparation of whole-cell proteins from all of the isolates and SDS-PAGE
assays were performed as described previously [6].

To clarify the taxonomic relationship at species level, DNA-DNA hybridization
experiments were performed as described previously [16]; the analysis was based
on relative levels of hybridization to **P-labelled DNA from strain P. koreensis M9b.
DNA-DNA relatedness assays were performed with the two other P. koreensis

strains (M9c and CCB10) recovered from the CCB Churince system, with the type
4
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strains P. koreensis LMG21318", P. jessenii CIP105274", P. umsongensis
LMG21317" and P. putida KT2440 (Table 1). DNA manipulations were performed
as reported by Sambrook et al. [18].

To estimate the genome size of P. koreensis and other Pseudomonas species
(Table 1), their total DNA was restricted with [-Ceul endonuclease and analyzed by
pulse field gel electrophoresis (PFGE). Genomic DNA preparation and digestion of
whole genomes were carried out as described by Liu et al. [14] and Matushek et al.
[15], but with some modifications in the DNA extraction procedure as described by
Escalante et al. [5]. Briefly, separation of DNA fragments by PFGE was done on a
0.5X TBE Buffer using two different programs. The first one was used to separate
bands ranging from 4000 kb’s to 1400 kb’s and was performed with the Bio-Rad
CHEF Mapper electrophoresis system as follows: For block 1, pulse time ramped
from 20 min to 29 min 45 s from 60 h; for block 2, pulse time ramped from 2.31 s to
2 min 25 s over 7 h. The device was set at 2 V/cm with a 53° angle at 12°C for the
first block and at 6 v/cm with 60° angle at 12 °C for the second block. The second
program was carried out in a Bio-Rad DRIl electrophoresis system and was used
to separate bands ranging from 1400 kb’s to 40 kb’s as follows: For block 1 pulse
time ramped from 10 s to 2 min 30 min over 34 h and block 2 pulsed time ramped
from 3 s to 12 s over 7 h with the device set at 4 V/cm to both blocks. Gels were
stained with ethidium bromide and then photographed. Molecular size of the bands
was estimated using in silico I-Ceul restriction of Pseudomonas aeruginosa PAO1

and Escherichia coli K12 MG1665 genomes as molecular markers.

For qualitative and quantitative analysis of the cellular fatty acids (Table S2),
strains were cultivated on tryptic soy agar (Sigma-Aldrich) for 2 days at 28 °C. The
whole-cell fatty acid composition was determined by Microbial ID Inc. (Newark, DE)
using an Agilent 6850 gas chromatograph and the fatty acid methyl esters were
analyzed by using the Sherlock 4.5 Microbial Identification System.

Experiments to determine bacterial competition. To determine whether
biosurfactant production could represent a selective advantage to P. koreensis we

did growth competition experiments using one of the P. koreensis strains (M9b,
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M9c, CCB10 or LMG21318") and E. aurantiacum strain m5-66 as the competitors
(Fig. S4).

To validate that the ability to establish an interference-competition of CCB isolated
P. koreensis strains with E. aurantiacum m5-66 was due to their biosurfactant
production ability we supplemented a co-culture on PPGly medium of P. koreensis
LMG21318" and E. aurantiacum m5-66, with the ethyl acetate culture supernatant
extract (EACSE) of strain M9 obtained after 24 hr of growth on PPGAS medium.
Determination of growth inhibition by biosurfactant and extracellular
compounds. The growth inhibition activity of EACSE obtained from one of the P.
koreensis strains studied was determined by measuring the effect on the growth of
E. aurantiacum m5-66 on PPGIly (Table 2) or on this and other bacteria on LB broth
(Table 3 and data not shown). Briefly, the effect on growth on liquid media was
done as follows: EACSE was added to each strain at the unset of the culture to a
final concentration equal to the half of that produced by each P. koreensis strains
after 24 hr of growth on PPGAS medium at 30°C. Growth of cultures shaken at 225
rpm, in the presence and absence of EACSE, was monitored by determining the
optical density at 600 nm or the number of colony forming units. Incubation
temperature was 30°C for E. aurantiacum or 37°C for other bacteria tested. All
determinations were done at least by triplicate. The bacterial strains that were used
to determine the antibiotic spectrum of the CCB P. koreensis strains EACSE were:
Enterococcus faecalis ATCC29212, Staphylococcus aureus ATCC29213,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus subtilis ATCC6633, Escherichia coli
ATCC25922, Salmonella typhi ATCC19430 and Serratia liguefaciens ATCC27592.

Biosurfactant purification and activity determination. Biosurfactant production
was determined by emulsification capacity (E.4) using diesel as the organic phase
[4]. Briefly, 3 ml of diesel was added to 2 ml of the culture supernatant in a 15 mi
graduated screw cap test tube and vortexed at high speed for 2 min. The content
was left undisturbed and the emulsion stability was determined after 24 hr. The
emulsification index was calculated by dividing the measured height of the
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emulsion layer by the mixture's total height and multiplying by 100. The collapse

drop method [9] was also used for rapid screening of biosurfactant production.

Thin layer chromatography (TLC) on analytical plates (HP-TLC Silica gel 60 Fys4
Merck) was used to visualize supernatant ethyl acetate extracted molecules (Fig,
S5). Total compounds present in the analyzed sample were revealed with 4
metoxybenzaldehide diluted in acetic and sulfuric acids at a proportion of 0.5:50:1.
Biosurfactant was detected by its foaming ability after being scratched from
preparative TLC plates (SIL G-2000 Macherey—Nagel), after revealing an edge of
the plate with 4 metoxybenzaldehide, as described. TLC mobile phase consisted of
a 35:21.5:5 chloroform/methanol/water mixture. Purified biosurfactant used to
determine antibiotic activity was purified from preparative TLC plates following the
same procedure. The purity of the fractions was determined by TLC using the
same conditions. Fig. S5-B shows an example of the determination of biosurfactant
purity in the samples. In this case we used the samples analyzed on lanes 4 and 5,

on the experiments where purified biosurfactant was added.
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Figure S1. Growth curves of different bacterial strains on PPGly medium at 30°C.
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Figure S2. Genealogy of the recA P. koreensis gene of the CCB (M9b, M9c and
CCB10) and Korean (LMG21318" type strain and Ps 1-2) strains, and the most
closely related members of the genus Pseudomonas. GenBank accession
numbers are shown in parenthesis. The correspondence of the size of bar to the
number of substitutions per site is included. The P. koreensis sequences from CCB

isolates are shown in bold characters.
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Figure S3. Genealogy of the gyrB gene of P. koreensis CCB (M9b, M9c and
CCB10) and Korean (LMG21318" type strain and Ps 1-2) strains, and the most
closely related members of the genus Pseudomonas. GenBank accession
numbers are shown in parenthesis. The correspondence of the size of bar to the
number of substitutions per site is included. The P. koreensis sequences from CCB

isolates are shown in bold characters.
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Figure S4. Pictures of the colonies after the competition experiments described in

Table 3. PPGAS plates showing colonies recovered from a flask inoculated with a
1:1 proportion of a P. koreensis strain (white) and E. aurantiacum m5-66 (yellow)
after 24 hr of growth on PPGLY medium. Picture on the left is a competition
experiment using P. koreensis M9b and that in the right shows an experiment
using P. koreensis LMG21318".
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Figure S5. Thin layer chromatography analysis of biosurfactant and other secreted
compounds by CCB P. koreensis strains. Panel A shows the ethyl acetate culture
supernatant extracts of the following P. koreensis strains: 1) M9b, 2) M9c, 3)
CCB10, 4) LMG21318". Panel B shows a TLC plate were different fractions that
were scratched from preparative plates to purify the surfactant. Samples shown on
lanes 4 and 5 were considered to be pure and were used to supplement a culture
of E. aurantiacum m5-66 to determine its antibiotic properties. Arrows show the

band corresponding to the biosurfactant.
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Figure S6. Biosurfactant production, as determined by emulsification index, (E24),

along the growth curve of P. koreensis strains.
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1 Table S1. Biochemical characterization of Pseudomonas strains®

Characteristic M9 M9c CCB10 P. koreensis P. jessenii P. umsongensis P. putida
LMG21318"  CIP05274 LMG21317" F1

Fluorescent pigments - - - + + + +

Oxidase + + + + + + +

Enzymatic activity:

Nitrate reduction - - - - ¥ + ;
Arginine dihydrolase - - - + + +
Gelatine + + + - _ ) )

Assimilation of:

D-mannitol + + + - - - -
D- fucose + + + - - - ;
D-arabitol + + - - - - -
D-galactose + + + + - - +
D-glucose + + + - - - +
D-fructose + + - + - - -
D-mannose + + + + - - +
L-arabinose + + + + - - +
D-xilose + + + + - - +
Glycerol + + + + - - -
Adipic acid - - - - - + -
Phenylacetic acid - - - - + + -
Growh at:

4°C + + + + + + ND
42°C - - - - - - -

Tolerance to NaCl:

17
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5%/7% +/+ +/+ +/+ +/- -/- +/- +/-

Strains were cultured on LB medium for 24-48 h at 29 2C. The production of fluorescent pigments
was tested on PAF media. Other phenotypic features were assayed with the APl 20NE and API
50CH systems according to the instructions of the manufacturer (bioMérieux). The APl 20NE
system was used to determine nitrate reduction, gelatine liquefaction, esculine hydrolysis, urease
activity, indole production, fermentative acid production from glucose, B-galactosidase activity
and arginine dihydrolase activity. All colonies were grown on LB agar plates to determine the
oxidase reaction as a complementary test in the APl 20NE system. The utilization of various carbon
sources was tested by using the API 50CH system after incubation for 48 h at 29 2C. The
inoculation medium used for the APl 50CH test strips was CHB/E [I121: ammonium sulfate (2 g),
yeast extract (0.5 g), tryptone (1 g), disodium phosphate (3.22 g), mono-potassium phosphate
(0.12 g), trace elements (10 ml), phenol red (0.17 g); pH 7.4-7.8]. Results of these tests showed
that the strains of P. koreensis differ from the most closely related species in terms of the
utilization of specific sources, e.g. arginine dihydrolase, gelatine, D-mannitol, D-fucose and D-
arabitol.
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Table S2. Cellular fatty acid composition (%) of strains CCB10, M9b, M9c and P.koreensis LMG21318"

2
Fatty acid P.koreensis P.koreensis P.koreensis P.koreensis
CCB10 M9b M9c LMGZl318$
4

C 100 0.19 0.33 0.27 0.27
5

Cy00 3-OH 3.79 5.19 4.94 2.17
6

Cizo 1.54 1.84 1.71 2.74
7
Ci202-OH 6.14 6.61 6.85 5.43 g
Cy24 3-OH 0.44 0.95 0.73 ~ 9
Ci703-OH 5.13 6.14 6.06 5.10 44
Ciao 0.34 0.36 0.37 048 11
C1a:0 30H/16:1 isol 0.19 0.33 0.27 - 12
Ciso0 0.19 0.18 — 13
Ciso 28.19 27.51 27.39 28.44 14
Cig.1wse 0.10 0.11 15
[ 35.53 33.08 34.73 3352 16
o-C170 0.16 0.21 0.18 016 1/
C170 eycio 0.93 117 1.23 368 “°
19

Cir0 0.17 0.18 0.21 0.31
206

Ci7:1 wac 0.21
21

Ciso 0.61 0.65 0.63 0.50
22

C18:1 w7c 11-methyl 0.15 - - 0.11
23

Cig1 wc 16.41 14.83 13.89 16.58
24

Ci8:2w6,9¢/18:0 ante - - --- 0.19
25

—, not detected;
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Nine Gram-negative, rod-shaped, non-spore-forming isolates with identical or very similar
repetitive-sequence-based PCR profiles were recovered from an evaporative lagoon in Mexico.
Two strains, designated 1N and 3N, had virtually identical 16S rRNA gene sequences and, on
the basis of these sequences, were identified as members of the genus Pseudomonas, with
Pseudomonas peli R-20805" as the closest relative. All nine isolates had practically identical
whole-cell protein profiles. The major fatty acids [C1¢.0, C1s:1®7c and summed feature a
(C16:1w7 and/or Cqg.106¢)] of strains 1NT and 3N supported their affiliation with the genus
Pseudomonas. The DNA-DNA reassociation values with respect to P. peli LMG 23201" and
other closely related Pseudomonas species were <15 %. Physiological and biochemical tests
allowed phenotypic differentiation of the strains analysed, including strain 1N, from the five
phylogenetically closest Pseudomonas species. On the basis of the data obtained by using this
polyphasic taxonomic approach, the nine strains represent a novel species, for which the name

Pseudomonas cuatrocienegasensis sp. nov. is proposed. The type strain is 1N" (=LMG

24676"=CIP 109853").

The genus Pseudomonas was described by Migula (1894).
Since then, there has been a steady increase in the rate of
description of species belonging to the genus Pseudomonas;
there are currently more than 191 species with validly
published names (Anzai et al, 2000; http://www.dsmz.de/
microorganisms/bacterial_nomenclature.php). Pseudomonas
species are ubiquitous in nature and can be isolated from
humans, clinical samples, the plant rhizosphere, soil and
water (including seawater) (Spiers et al, 2000; Yamamoto
et al., 2000; Moore et al., 2006).

In the present study, a polyphasic approach was
undertaken to determine the taxonomic status of nine
isolates recovered from an evaporative lagoon in the

The GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the 16S rRNA
sequences of strains 1NT and 3N are EU791281 and EU791282,
respectively.

A figure showing a pulsed-field electrophoresis gel of novel strains
described in this work and type and reference strains of known
Pseudomonas species is available with the online version of this paper.

Churince system, a hydrological system in the Cuatro
Ciénegas valley in Coahuila, Mexico (26° 50.830" N 102°
09.335" W).

A large collection of bacterial isolates was obtained from
surface water samples collected at two different points
(10 m apart) in the lagoon referred to as Laguna Grande.
Water samples (15 ml) from each site were collected in
sterile BD Falcon vials (BD Biosciences) and 200 pl from
each sample was inoculated on glutamate/starch/phenol
red (GSP) agar plates (Kielwein, 1971). The GSP medium
had the following composition (g 17'): sodium L-(+)-
glutamate, 10.0; starch (soluble), 20.0; potassium dihydro-
gen phosphate, 2.0; magnesium sulfate, 0.5; phenol red,
0.36; agar—agar, 12.0). Incubation was performed at 29 “C
for 48 h. Colonies grown on different GSP plates were
purified by subculture on Luria—Bertani (LB) agar (1%
tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl and 1.5% agar)
plates and the cultures were maintained at —80 °C in LB
broth (1% tryptone, 0.5% yeast extract and 1% NaCl)
with 20 % (w/v) glycerol prior to analysis.

1416
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Pseudomonas cuatrocienegasensis sp. nov.

Isolates were grown in 5 ml LB broth. DNA was extracted
by using a DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. Repetitive-
sequence-based PCR profiles of the isolates and reference
strains were determined with BOX primers and conditions
as described by Versalovic et al. (1991, 1994). The PCR
conditions consisted of an initial denaturing step at 95 “C
for 7 min, 30 cycles of 94 °C for 1 min, 53 °C for 1 min,
65 °C for 8 min and a final extension at 65 °C for 8 min.
The PCR products were electrophoresed in 1.5% agarose
gels (0.5 x TAE buffer; 2.42 g Tris—HCI, 0.57 ml glacial
acetic acid, 1 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) and 11 distilled
and deionized water) for 5 h at 180 mV (5 V. cm™'). The
gels were stained with ethidium bromide and a digital
image was obtained for further analysis. Isolates that
displayed the same number of bands and similar fragment
sizes were considered identical and therefore belonging to
the same bacterial group or genotype. On this basis, nine
isolates recovered from different water samples were
identified as having identical (or very similar) repetitive-
sequence-based PCR patterns (data not shown). 16S rRNA
gene sequences were obtained from two of these strains,
namely INT and 3N, in order to define their taxonomic
affiliation. The almost-complete 16S rRNA gene sequences
were obtained by PCR amplification using primers 27F and
1492R and the conditions described previously (Lane,
1991). 16S rRNA gene sequences (approx. 1450 bp) were
obtained (High-Throughput Sequencing Enterprise of the
University of Washington, USA) and were compared with
all publicly available complete 16S rRNA gene sequences of
the type strains of Pseudomonas species with validly
published names, using the Ribosomal Database Project
(rRoP) II database and software (Cole et al., 2007). An

analysis based on 16S rRNA gene sequence similarities
indicated that the closest relatives of strain IN' were
Pseudomonas peli R-20805" (98.5%), Pseudomonas argen-
tinensis CHO1T (97.5 %), Pseudomonas flavescens B62T
(97.4%) and Pseudomonas anguilliseptica NCIMB 19497
(97.4%). Recently, two novel Pseudomonas species,
Pseudomonas guineae and Pseudomonas marincola, were
described (Bozal et al., 2007; Romanenko et al., 2008) that
showed 97.9 and 97.6 % identity, respectively, with respect
to strain IN". The phylogenetic tree based on 16S rRNA
gene sequences (Fig. 1) illustrates the position of strains
INT and 3N relative to members of Pseudomonas species;
both strains clustered within a single group that was clearly
separated from the cluster formed by the closely related
type strains of the species P. peli, P. anguilliseptica and P.
guineae, and from the clusters formed by the type strains of
Pseudomonas borbori, P. marincola, Pseudomonas segetis, P.
argentinensis and P. flavescens. These data suggested that
the nine isolates analysed in the present study might
constitute a novel Pseudomonas species.

The preparation of whole-cell proteins from all of the
isolates and SDS-PAGE assays were performed as described
previously (Estrada-De Los Santos et al, 2001). The
Pseudomonas isolates recovered from the lagoon shared
almost-identical protein profiles, but their protein patterns
were notably different from those of P. anguilliseptica LMG
216297 and P. peli LMG 232017, as well as from those of
representatives of other closely related Pseudomonas species
(Fig. 2). It has previously been noted that bacteria with
identical or similar protein patterns possess high levels of
genome similarity (Vandamme et al., 1996). On this basis,
the SDS-PAGE results strongly suggested that all of the
isolates represented a novel Pseudomonas species.

100 | P. cuatrocienegasensis 1NT (EU791281)

971 P. peli R-208057 (AM114534)

P. guineae LMG 24017 (AM491811)

P. cuatrocienegasensis 3N (EU791282)

P. anguilliseptica NCIMB 19497 (AB021376)
P. borbori R-208217 (AM114527)

P. marincola JCM 147617 (AB301071)

92 P. segetis FR1439T (AY770691)

9 P. flavescens B62T (U01916)
-(:_gf P. straminea |1AM 15987 (D84023)

P. argentinensis CHO1T (AY691188)
ss— P. alcaliphila AL15-21T (AB030583)
9 p. pseudoalcaligenes LMG 12257 (Z76666)
P. mendocina ATCC 254117 (AF094734)
P. alcaligenes LMG 12247 (Z76653)
P. resinovorans LMG 22747 (Z76668)
P. citronellolis DSM 503327 (Z76659)
P. aeruginosa DSM 500717 (X06684)
P. oleovorans IAM 15087 (D84018)

0.002
—_—

P. flectens ATCC 127757 (AB021400)

Fig. 1. Phylogenetic tree, based on Kimura
two-parameter distances and neighbour-join-
ing clustering after multiple alignment
(1480 bp) of the 16S rRNA gene sequences
of strains INT and 3N and the most closely
related members of the genus Pseudomonas.
Bootstrap percentages (based on 1000 repli-
cations) >50% are shown at branch points.
The phylogenetic analysis was performed by
using the software package MEGA, version 3.1
(Kumar et al, 2004). The unweighted pair
group method with arithmetic averages and the
maximum-parsimony method were also used
and gave approximately the same results, with
the same clustering of the novel strains. Bar,
0.002 substitutions per site.
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(a) ()

b — -
g —

— - 4
-

Fig. 2. Whole-cell protein profiles of strains 1N, 11N, 10N and
9N and of type strains of known Pseudomonas species. (a) Lanes:
1, P. anguilliseptica LMG 21629"; 2, P. peli LMG 232017; 3-6,
strains 1NT, 11N, 10N and 9N, respectively; 7, P. stutzeri LMG
11199": 8, P. flavescens LMG 18387, (b) Lanes: 1-6, strains
1NT, 3N, 2N, 9N, 8N and 6N, respectively; 7, P. peli LMG 23201,

For qualitative and quantitative analysis of the cellular fatty
acids, strains IN" and 3N were cultivated on tryptic soy agar
(Sigma-Aldrich) for 2 days at 28 “C. The whole-cell fatty acid
compositions were determined by using an Agilent 6850 gas
chromatograph (Agilent Technologies) and the fatty acid
methyl esters were analysed by using the Sherlock 4.5
Microbial Identification System (Microbial ID). The fatty
acid compositions of strains IN" and 3N, together with type-
strain data for their closest phylogenetic relatives, are shown

in Table 1. The major fatty acid composition supports the
affiliation of strains INT and 3N to the genus Pseudomonas;
in addition, there are differences in the relative abundance of
fatty acids with respect to the type strains of P. anguilliseptica,
P. flavescens, P. guineae and P. peli. Strains IN" and 3N
exhibit clear quantitative differences for Cy,.¢, Cy5.9 3-OH
and Cig.o with respect to the type strains of their closest
relatives, i.e. P. anguilliseptica, P. marincola, P. guineae and P.
peli. In addition, these strains exhibit summed feature a
(Ci6.1@7 and/or Cig.;w6¢), which is not present in the
closely related species (Table 1). Although most of the fatty
acids reported previously for the most closely related
Pseudomonas species are present in the profiles of strains
IN" and 3N, the absence of an unknown fatty acid
(equivalent chain length 11.799) and the fatty acid
components of summed feature b (Cy4.,07 and/or iso-
Cis.0 2-OH) is noteworthy. Special caution should be
exercised with regard to comparison of the fatty acid profiles
of INT and 3N with that of P. guineae M8", as the latter was
grown for 4 days at 15 “C before the fatty acid analysis, and
this is not typical of the standard temperature ranges used for
this type of analysis in members of the genus Pseudomonas.

To clarify the taxonomic relationships at species level,
DNA-DNA hybridization experiments were performed as
described previously (Estrada-De Los Santos et al., 2001);
the analysis was based on relative levels of hybridization to
?p_labelled DNA from strain 1N'. DNA-DNA relatedness
assays were performed with four strains recovered from the
lagoon, with the type strain of the most closely related
Pseudomonas species (as indicated by 16S rRNA gene
sequence data) and with the type strain of Pseudomonas
stutzeri, which has a fatty acid profile very similar to those
of IN" and 3N according to the database of the Microbial

Table 1. Cellular fatty acid compositions of strains TN and 3N and strains of the most closely related Pseudomonas species

Taxa: 1, strain IN7; 2, strain 3N; 3, P. peli (LMG 232017 and R-20815); 4, P. anguilliseptica LMG 21629%; 5, P. guineae (three replicate readings of
M8T); 6, P. marincola JCM 147617 7, P. flavescens LMG 18387". Data for P. peli, P. anguilliseptica and P. flavescens were taken from Vanparys et al.
(2006), values for P. guineae were taken from Bozal et al. (2007) and values for P. marincola were taken from Romanenko et al. (2008). Results for

groups of strains are expressed as means (with sD in parentheses). tr, Trace (<0.1 %); —, not detected.

Fatty acid 1 2 4 5 6 7
Cig.0 3-OH 3.11 3.17 4.10 (0.23) 3.17 3.47 (0.58) 5.7 5.23
Unknown (ECL 11.799)* - - 4.01 (0.06) 3.14 3.70 (0.39) 1.2 tr
Ciso 8.08 8.08 4.92 3.87 3.99 (0.49) 13.2 11.7
Ci2.0 3-OH 3.69 3.67 4.17 (0.28) 2.7 3.61 (0.28) 3.7 4.85
Cre:0 14.85 15.16 10.01 (0.04) 23.17 10.92 (3.08) 20.2 19.15
o - - - - 18.6 -
Cy7.108¢ tr tr 3.17 (0.04) tr tr 3.7 tr
Cis.0 1.03 1.00 tr tr - tr
Cig.107¢ 31.29 31.46 26.53 (0.61) 33.57 31.02 (1.08) 32.1 33.82
Summed featurest

a 34.79 34.70 - - - 22.07

b — - 27.55 26.81 37.81 (1.33) — -

*ECL, Equivalent chain length.

TSummed features: a, C;4.,w7c and/or C;4.,06¢; b, Ci6.w7¢ and/or iso-Cy5.o 2-OH.
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Table 2. Enzyme activity and assimilation of carbon sources

Taxa: 1, INT; 2, 3N; 3, P. peli LMG 23201%; 4, P. guineae M8; 5, P.
anguilliseptica LMG 21629"; 6, P. marincola JCM 14761% 7, P.
flavescens LMG 1837%. All strains were positive for oxidase and
catalase activity and for assimilation of malate. All strains were
negative for the following: indole formation, fermentative acid
production from glucose, urease, hydrolysis of aesculin and gelatin,
f-galactosidase, N-acetylglucosamine and assimilation of D-ribose,
maltose, adipate, erythritol, D-arabinose, L-xylose, D-adonitol, methyl
p-D-xylopyranoside, L-sorbose, dulcitol, inositol, D-sorbitol, methyl
o-D-glucopyranoside, methyl o-D-mannopyranoside, amygdalin,
arbutin, aesculin, ferric citrate, salicin, cellobiose, D-lactose (bovine
origin), melibiose, D-sucrose, inulin, melezitose, raffinose, starch,
glycogen, xylitol, gentiobiose, turanose, D-lyxose, D-tagatose, L-fucose,
D-arabitol, L-arabitol and 5-ketogluconate. Data for P. guineae were
taken from Bozal et al. (2007) and data for P. marincola were taken
from Romanenko et al. (2008). NA, Data not available; w, weakly
positive; 4+, positive; —, negative.

Characteristic 1 2 3 4 5 6 7

Fluorescent pigments - - - - - - 4
Enzyme activity:
Nitrate reduction - - - + - + -
Arginine dihydrolase - - - - - 4+
Assimilation of:
D-Glucose - - - - =
Trehalose - - - - -
L-Arabinose - - - - -
D-Mannose .
D-Mannitol

Caprate

Citrate (trisodic)
Glycerol
D-Xylose

|+ +
|+ +
|
|+ +
|+ +
I+ 4+ + + + +

I+
+
|
|
|
|
I+

D-Galactose
D-Fructose - - - — — NA

D-Mannose

I+ = +

L-Rhamnose
D-Mannitol

I+
I+
[
[
[
(.
I+

D-Fucose

Potassium gluconate
Potassium 2-ketogluconate
Phenyl acetate

|+ +
I+ + +
\
|
\

\
|+

Identification System (Microbial ID). The DNA-DNA
reassociation values between the strains recovered from the
lagoon were in the range 87-99 % (3N, 87 %; 2N, 96 %; 5N,
97 %), indicating close relationships at the species level
(Vandamme et al, 1996; Stackebrandt et al., 2002). In
contrast, low reassociation values (<15 %) were obtained
in hybridizations of strain IN" with P. peli LMG 232017
(14 %), P. anguilliseptica LMG 21629" (14 %), P. flavescens
LMG 18387" (13 %) and P. stutzeri LMG 111997 (12 %).
These DNA-DNA reassociation data, together with the 16S
rRNA gene sequence results, as well as the SDS-PAGE
protein patterns and the fatty acid profiles, support the
notion that the isolates recovered from the evaporating

lagoon represent a novel species of the genus Pseudomonas,
for which the name Pseudomonas cuatrocienegasensis sp.
nov. is proposed.

To estimate the genome size of P. cuatrocienegasensis sp.
nov., strains 1IN, 2N, 3N, 6N, 8N, 9N, 10N and 11N were
analysed by PFGE with I-Ceul endonuclease. Genomic
DNA preparation and digestion of whole genomes were
carried out as described by Liu et al. (1993) and Matushek
et al. (1996), but with some modifications in the DNA-
extraction procedure [3 h lysis time instead of overnight;
two overnight washes of the lysed product instead of one;
and eight washes with TE (10 mM Tris—Cl, pH 7.5; 1 mM
EDTA) instead of two]. For P. cuatrocienegasensis sp. nov.,
the mean genome size was 2995+ 663 kb, which is similar
to those of P. peli LMG 23201" (3450 kb) and P. flavescens
LMG 183877 (2665 kb), but much smaller than that of P.
aeruginosa PAO1 (6262 kb). Four RNA operons were
detected in P. cuatrocienegasensis sp. nov. strain IN'
(Supplementary Fig. S1, available in IJSEM Online).

Bacteriological and biochemical characterization of the
novel isolates was carried after growth in LB medium for
48-72 h at 29 °C. The production of fluorescent pigments
was tested on King’s B medium (King et al., 1954). Other
phenotypic features were assayed with the API 20NE and
API 50CH systems according to the instructions of the
manufacturer (bioMérieux). The API 20NE system was
used to determine nitrate reduction, gelatin liquefaction,
aesculin hydrolysis, urease activity, indole production,
fermentative acid production from glucose, -galactosidase
activity and arginine dihydrolase activity. All colonies were
grown on LB agar plates to determine the oxidase reaction
as a complementary test in the API 20NE system. The
utilization of various carbon sources was tested by using
the API 50CH system after incubation for 72 h at 29 °C.
The inoculation medium used for the API 50CH test strips
was CHB/E [I”': ammonium sulfate (2 g), yeast extract
(0.5 g), tryptone (1 g), disodium phosphate (3.22 g),
monopotassium phosphate (0.12 g), trace elements
(10 ml), phenol red (0.17 g); pH 7.4-7.8]; the incubation
was performed at 20-25 °C. The results of these tests
showed that the strains of P. cuatrocienegasensis sp. nov.
differ from the most closely related species in terms of the
utilization of specific carbon sources, e.g. D-xylose, D-
fucose and gluconate; complete data are shown in Table 2.

Description of Pseudomonas
cuatrocienegasensis sp. nov.

Pseudomonas cuatrocienegasensis (cu.a.tro.cie.ne.gas.en’sis.
N.L. fem. adj. cuatrocienegasensis pertaining to the Cuatro
Ciénegas valley, the location of the evaporative lagoon
from which the organism was isolated).

Cells are rods (1.24+0.13 pum long and 0.53+0.02 pm
wide) that are motile by means of a single, polar flagellum.
Gram-negative, oxidase-positive and catalase-positive.
Good growth occurs on LB agar and GSP agar at 28-
32 °G; colonies on LB agar are beige, mucoid and irregular.
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No production of fluorescent pigments is observed in King’s
B medium. The major fatty acids in the type strain are Cyq.
(14.85%), Cis.1w7c¢c (31.29%) and summed feature a
(Ci6:1w7¢ and/or Cig.1w6¢ 34.79 %); in addition, Ci,.q
(8.08%), C12.0 3-OH (3.69 %), Cy0.0 3-OH (3.11%), Cis.0
(1.03%) and Cy7. ;08¢ (<1 %) are detected. It is noteworthy
that strains IN" and 3N lack an unknown fatty acid
(equivalent chain length 11.799) that is present in type
strains of all of the most closely related species. The carbon
sources utilized are indicated in Table 2. The utilization of D-
xylose, L-rhamnose, D-fucose and potassium gluconate serve
as differential characteristics for this species.

The type strain, IN" (=LMG 24676"=CIP 109853"), was
isolated from an evaporative lagoon in Cuatro Ciénegas,
Coahuila State, Mexico.
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Abstract In this work, a Gram-positive bacterium with
bacillus-type morphology was isolated from low-quality
coffee beans in a nutritive medium supplemented with
178 uM of Cd [Cd(NOs), 4H,0]. PCR showed 99% sim-
ilarity of the isolated bacteria with Bacillus cereus QD232.
This bacterium produced a biosurfactant after 120 h of
growth with an average production of 480 mg 17! and was
able to emulsify various hydrocarbons such as diesel
(60%), cyclohexane (48%), benzene (48%), isooctane
(47%) and toluene (40%). The molecular weight of the
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biosurfactant, as determined by high-performance liquid
chromatography, was 34,194 Da. The cell-free media had a
surface tension of 45 mN m™' and a critical micellar
concentration in the range of 0.2-2.5% (v/v), as evaluated
by surface tension and conductance, respectively. The
emulsifying agent maintained its properties over a pH
range from 6 to 10. The composition of the biosurfactant
was 53% proteins, 44.4% lipids and 2.6% carbohydrates.
Only a few reports have described the production of bio-
surfactant from Bacillus cereus strains, and the results from
this study show that the biosurfactant properties of Bacillus
cereus may have potential environmental applications.

Keywords Biosurfactant - Bacillus cereus - Cadmium -
Green coffee bean - Critical micellar concentration -
Emulsifying activity

Introduction

Cadmium (Cd) is an element without biological function
and is considered to be a priority pollutant by the Envi-
ronmental Protection Agency. Cadmium has high affinity
for the SH-group of proteins, promoting its interaction with
specific DNA nucleotides and causing its mutagenic and
carcinogenic effects in cells and organisms (Hugues and
Poole 1989).

Microbial metabolites can form very stable complexes with
essential and non-essential metals like Mg, Fe, Zn, Cu, Cd and
Pb (Ochoa-Loza et al. 2001; Wei et al. 2004). Among these
metabolites are biosurfactants, which are biological mole-
cules that include a hydrophilic and a hydrophobic moiety and
are produced by diverse genera of bacteria, fungi and plants
(Desai and Banat 1997; Luna-Velazco et al. 2007; Solis-
Dominguez et al. 2007). Biosurfactants can be classified into
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two categories: those with low molecular weight (e.g.,
rhamnolipids, sophorolipids, trehalolipids and lipopeptides)
and those with high molecular weight (e.g., polysaccharides,
proteins and lipopolysaccharides) (Desai and Banat 1997,
Rosenberg and Ron 1999).

Surfactants from microorganisms have distinct advan-
tages compared to synthetic surfactants, including low
toxicity, biodegradability and the ability to be adsorbed to
interfaces; biological surfactants also display decreased
interfacial and surface tension, increasing the surface area
of contact (Rosen 2004) and can be produced from low-
cost raw materials such as agro-industrial wastes (Makkar
and Cameotra 1999).

Biosurfactant-producing microorganisms have been
isolated from different heavy metal- and oil- contaminated
substrates, such as soil, lagoon water (Bodour et al. 2003;
Ilori et al. 2005; Menezes-Bento et al. 2005), seawater and
marine sediments (Olivera et al. 2009; Das et al. 2008;
Yakimov et al. 1998). Some species of Pseudomonas,
Bacillus, Aeromonas, Cellulomonas, Serratia and fungi
that grow in green coffee beans (Silva et al. 2000) are
reported to be biosurfactant-producing microorganisms
(Desai and Banat 1997).

Green coffee beans can support microbial populations
because of their nutritional composition, which includes
carbohydrates, amino acids and organic acids (Barragan-
Huerta et al. 2007).

The aim of this study was to characterise a biosurfactant
produced by a Cd-tolerant bacterium isolated from green
coffee beans.

Materials and methods
Isolation of a Cd-tolerant bacterium

A sample of green coffee beans, donated by the Mexican
Coffee Council, was ground and sieved to a 20-mesh size
and stored in an aluminium-wrapped glass bottle. A 0.08 g
sample was added to a 125-ml Erlenmeyer flask containing
40 ml of Bioxon nutrient medium (5 g 17 pancreatic
digest of gelatine and 3 g 1~ beef extract). The solution pH
was adjusted to 6.5 with 1 N NaOH. After 18 h of incu-
bation in a rotary shaker (120 rev min~! and 30°C), a
0.4 ml aliquot was added to 125 ml flasks containing 40 ml
of medium with Cd(NO3), 4H,O (provided by J.T.Baker)
added at the following concentrations: 0, 44, 89, 178 and
356 uM. The bacteria continued to grow to 178 uM but no
growth was observed at 356 uM. Bacterial purification was
performed by repetitive growth in solid medium. Pure
colonies were preserved in Luria-Bertani medium (10 g 17"
NaCl, 10 g 17! pancreatic digest of casein and 5 g1~ yeast
extract) (Atlas 2004) at —120°C.

@ Springer

Identification of the strain

The morphology of pure, isolated bacterium was deter-
mined by Gram and Sheafer—Foulton tests. Phylogenetic
analysis was performed by polymerase chain reaction
(PCR) of the 16S ribosomal gene analysis. Bacterial DNA
was extracted using the DNeasy Blood and Tissue kit
(Qiagen CA, USA) according to the manufacturer’s pro-
tocol. Primers 27F and 1492R were used to obtain the
genomic sequence (1,450 bp) using a sequencing proce-
dure provided by the High-Throughput Sequencing Enter-
prise of the University of Washington (EUA) program.
These sequences were compared with other published
sequences found in the Ribosomal Database Project II
(Cole et al. 2007).

Biosurfactant production

Screening of biosurfactant production was performed to
determine whether the isolated bacterium was able to
produce biosurfactant. PPGAS was used as medium and
consisted of NH,CI (0.02 M), KCI (0.02 M), Tris-HCI
(0.12 M), glucose (0.5%), peptone (1%) and MgSO,
(0.0016 M) (Zhang and Miller 1992). The initial pH value
of the medium was adjusted to 7.1. The medium was
sterilised at 120°C for 15 min. A 125 ml Erlenmeyer flask
with 50 ml of medium was inoculated with a colony of the
isolated strain. After 18 h growth, an aliquot containing
6 x 10" CFU ml™' was used to inoculate 200 ml of
medium. The growth conditions were 30°C and 200 rpm.
Bacterial growth was monitored for 120 h. Subsamples of
medium with cells were centrifuged (5,000x g for 15 min)
and reducing sugars in the cell-free supernatant were
measured using the 2, 3 dinitrosalycilic acid method
(Miller 1959). The presence of biosurfactant in the medium
was qualitatively confirmed by the drop-collapse test
(Bodour and Maier 1998). This test was performed in a lid
from a 96-microwell plate previously rinsed with warm
water, ethanol and distilled water. A 2 pl sample of light
mineral oil (Fisher Scientific) was placed in microwells and
dried at room temperature to allow formation of a homo-
geneous layer. A 5 pl sample of cell-free supernatant was
added to the wells. The drop that formed was observed
using a Kriiss A microscope. Distilled water and sterilised
PPGAS medium served as controls. Determinations of pH
and emulsifying activity (E,4) were also performed on the
cell-free supernatant (Cooper and Goldenberg 1987).
Emulsifying activity was assessed by mixing a 2 ml
sample of the cell-free medium with 3 ml of diesel fuel oil.
The samples were shaken at high speed using a vortex
mixer and left for 24 h. The emulsifying activity was cal-
culated by dividing the height of the emulsion by the total
height of the solution-diesel medium. This test was done in
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triplicate. Control samples were prepared with sterilised
PPGAS medium and water.

Extraction and chemical analysis of the biosurfactant

The separation of the biosurfactant was performed from a
120 h bacterial culture. The medium was centrifuged at
5,000 x g for 20 min, and the supernatant was then acidified
to pH 2.0 and incubated for 10 h at 4°C. The precipitate
was extracted three times with chloroform: methanol
(2:1 v/v). The organic phase was evaporated and the resi-
due was recovered with methanol, placed in a vial and
weighed after evaporation of the solvent. The semi-purified
biosurfactant was then diluted in alkaline distilled water
(pH 8.5) and used to determine its composition.
Quantification of protein was performed by the modified
Lowry method (Peterson 1977) using bovine albumin serum
as a standard. The carbohydrate content was quantified by the
phenol—sulfuric acid test (Dubois et al. 1956). The lipid
fraction was quantified by extraction with diethyl ether using a
modified technique from Camargo de Morais et al. (2003).
Biosurfactant samples were extracted with diethyl ether,
recovered in vials, evaporated and weighed. For determina-
tion of the fatty acid composition, hydrolysis of a semi-puri-
fied biosurfactant sample was performed with 6 N HCI at
100°C for 4 h. The hydrolysed samples were extracted with
hexane and methylated with HCI and methanol. Gas chro-
matography (GC) analyses were done in a Perkin Elmer
Autosystem with an ionisation detector (capillary column
Zebron Zb-FFAP, 30 x 0.25 m with a detector temperature
of 270°C). A mixture of fatty acids (lauric, myristic, oleic,
linolenic, palmitic and linoleic acids) was used as a standard.

Determination of biosurfactant molecular weight

A semi-purified biosurfactant sample was extracted three
times with hexane (1:1 v/v). The aqueous fraction was
filtered and analysed using high-performance liquid chro-
matography (HPLC) with a refractive index detector
(Perkin Elmer Series 200a, Software TurboSEC, column
TSK with gel G5000PWXL, 30 cm x 7.8 mm, Tosoh
Bioscience). The operational parameters were as follows:
the temperature of the column was 65°C, and the mobile
phase was water (0.6 ml min~'). A calibration plot was
made with molecular weight standards from 22,800 to
1,400,000.

Analysis of low molecular weight compounds

In order to detect low molecular weight compounds, the
biosurfactant was precipitated from the culture medium by
acidification and extracted at a chloroform methanol ratio
of 2:1. Two solutions were prepared separately by mixing

0.5 pl of the extracted biosurfactant and 0.5 pl of a liquid
matrix, (2, 5 Dihydroxibenzoic acid or o-cyano-4-
hydroxycinnamic acid). Then the mixtures were analyzed
for low molecular weight compounds in a mass spec-
trometer MALDI TOF / TOF plus ABSCIEX 4,800,
applying a 4,000 V laser intensity.

Determination of critical micellar concentration

The determination of critical micellar concentration (CMC)
was carried out by measuring the surface tension and con-
ductance using aliquots of cell free medium diluted in
deionised water. Surface tension measurements were made
with a Krauss tensiometer coupled to a Tensiometer K-12
processor (the DuNouy ring method). The surface tension
values were plotted against the dilution percentage, and the
CMC value was determined using the method described and
developed by Desai and Banat (1997) and Abdel-Mawgoud
et al. (2008). Conductance measurements were performed
with a Hanna Instruments meter. Measurements were per-
formed at 25°C, and the pH of the media was adjusted to 8
using NaOH 2N. The analyses were performed at least twice.

Effect of pH on emulsifying activity

In order to determine the effect of pH on emulsifying
activity, pH values of 50 ml aliquots of cell-free medium
were adjusted (range between 6-12) using 3 N NaOH or
2 M HCI. E,4 was tested using the method described above
using diesel as a substrate. Assays were done in triplicate.

Emulsifying activity by hydrophobic substrates

The ability of the biosurfactant to emulsify different sub-
strates was tested. 3 ml aliquots of diesel, cyclohexane,
isooctane, benzene, hexane, toluene and xylene were mixed
with 2 ml of cell-free medium. The samples were vortexed
for 3 min at high speed and left for 24 h. Emulsifying
activity was calculated as previously described.

Statistical analysis

All results were analysed using ANOVA and evaluated
using comparative media and correlation analyses with
SAS 9.0 software. The level of significance was P < 0.05.
Results

Bacterial isolation and identification

A Gram-positive, (6.2 x 1.8 pm) endospore-forming, rod-
shaped bacterium with bacillar morphology was isolated

@ Springer
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Fig. 1 Phylogenetic location of the isolated strain based on Kimura-2
and neighbour-joining parameters after a multiple alignment
(1,480 bp) of 16S rRNA sequences with the closest members of the
Bacillus gene. Starting point values (expressed as the percentage after
10,000 repetitions) are shown as union points. Phylogenetic analysis
was done by MEGA software version 3.1 (Kumar et al. 2004)

from the medium containing 178 pMol Cd. The sequence
of the 16S rRNA demonstrated a high degree of similarity
(99%) with B. cereus QD232 (Fig. 1).

Biosurfactant production

The stationary bacterial growth phase started after 8 h of
culture, and glucose was depleted ~48 h after incubation.
The bacterial growth increased by decreasing the concen-
tration of reducing sugars (P < 0.05), which reached a
value of 0.48 + 0.13 mg ml~' and remained constant after
48 h (Fig. 2). The extracellular biosurfactant production
increased by increasing the pH value (between pH values
of 6-8). The average production of biosurfactant after
120 h of incubation was 480 mg 1! and had an E»4 of 60%
(Fig. 2); the emulsions were stable for longer than 24 h
(Desai and Banat 1997; Myers 2006; Rosen 2004). The
drop- collapse test showed an increase in the diameter of
drops with cell-free medium relative to water and sterilised
medium.

The analyses of the biosurfactant showed an average
weight of 34,194 Da with a composition including proteins
(53%), lipids (44%) and a small amount of carbohydrates
(2.5%). The GC analysis of the lipid fraction showed a
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Fig. 2 Bacillus cereus growth kinetics, emulsifying activity (E,y),
reducing sugars, and increment in viable cells (CFU. ml™"). Bars
represent the standard deviation of each analysis; n = 3. (filled
diamond, cfu. ml™"; filled triangle, reducing sugars; filled square,
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mixture of unsaturated acids (mirystic, lauric, palmitic and
estearic acids, 43.5%), monounsaturated acids (oleic acid,
40.8%) and polyunsaturated acids (linolenic and linoleic
acids, 14.7%).

Low molecular weights compounds were not detected in
the MALDI-TOF spectrometer due to the impurities of the
biosurfactant, therefore further purification is recom-
mended in order to detect these compounds.

Determination of the critical micellar concentration

The value of the CMC (2.5%) was obtained from the
intersection point of the lines A and B with x (Fig. 3).
Surface tension decreased with the increasing biosurfactant
concentration in the medium. Conductance measurements
(Fig. 4) showed an inflexion point at 0.2% dilution. It was
not possible to perform measurements above 20% dilution
because the values were out of range.

Effect of pH on emulsifying activity
The pH did not affect the emulsifying activity within the

pH range studied (Fig. 5). Test were not done at pH < 5,
because a precipitate was observed.

54 -

52¢

Surface Tension (mN m™")

0 20 40 60 80 100
% Dilution (v/v)

Fig. 3 Surface tension (mN m™') versus cell-free medium with
biosurfactant in water (% v/v) at 25°C and pH 8
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Fig. 4 Conductance (uS) versus cell-free medium with biosurfactant
in water (% v/v) at 25°C; relative density of the sample = 0.9986.
Error bars represent the standard deviation; n = 2
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Fig. 5 Emulsifying activity as a function of pH. The test was done at
25°C. Bars represent the standard deviation; n = 3

Emulsifying activity with selected hydrophobic
substrates

The strain B. cereus-produced biosurfactant had high
emulsifying activity with cyclic and aromatic substrates,
such as cyclohexane, xylene and benzene (48 % 0.69,
49 £ 1.37 and 48 £ 1.55%, respectively) (Fig. 6). Lower

70 9
60 1 +
50 4
40
30 4
20 4
10 1

Es4 (%)

Diesel
Xylene
Cyclohexane
Benzene
Isooctane
Toluene
Hexane

Fig. 6 Emulsifying activity of Bacillus cereus-produced biosurfac-
tant with selected organic substrates. All solvents were analytical
grade. Cell-free broth was used for this test at pH 8.0 and at 25°C

activities were observed for toluene and n-hexane
(40.2% =+ 5, 29.7% =+ 9).

Discussion

The results of the isolation showed the existence of a
Gram-positive, spore-forming bacterium identified as
Bacillus cereus. The presence of Bacillus in green coffee
beans was reported by Silva et al. (2008), who identified
different Bacillus species during the natural processing of
coffee. Bacillus cereus is commonly found in agricultural
products, food, soil, dust and natural waters (Hsueh et al.
2006).

Biosurfactant production

The ability of cell-free medium to emulsify diesel dem-
onstrated the presence of a compound with emulsifying
properties. The average production of biosurfactant after
120 h of incubation was 480 mg 17" lower than that pro-
duced by B. cereus 1AF346 after 96 h of incubation
(1,600 mg ) (Cooper and Goldenberg 1987). Our results
were similar to those of Al-Ajlani et al. (2007) and Davis
et al. (1999), who showed surfactin production of 300 and
439 mg 17" by B. subtilis DQ327713 and B. subtilis ATCC
21332, respectively.

The pH can affect biosurfactant production, as it was
shown by Guerra-Santos et al. (1986), who reported that
biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa was
higher at pH 6.5. Huszcza and Burczyk (2003) found that
B. coagulans produced a biosurfactant in a pH range 4-7.5.
Further research is in progress to establish pH effects on
B. cereus biosurfactant production (data not shown). Few
studies have reported on biosurfactant-producing B. cereus
strains, for example, Cooper and Goldenberg (1987)
detected a polysaccharide and a monoglyceride biosurfac-
tant in B. cereus IAF 346. Hsueh et al. (2006) found that
biosurfactant production by B. cereus was physiologically
related to the formation of a biofilm under nutrient-limiting
conditions. The medium used in the present study was
phosphate-limited, and such conditions promote the bio-
surfactant production of Pseudomonas (Dean et al. 2001;
Zhang and Miller 1992).

Characterisation of the biosurfactant

With an average weight of 34,194 Da, the biosurfactant has
a high molecular weight compared to rhamnolipids
(1,500 Da) and some lipopeptids, which have weights of
1,003-1,127 Da (Tan et al. 1994). Some other polymeric
biosurfactants have higher molecular weights than those
obtained in this work. For example, Acinetobacter
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calcoaceticus A2 produces an anionic heteropolysaccha-
ride biosurfactant with a molecular weight of 51.4 KDa
(Rosenberg et al. 1988). In addition, the Alasan biosur-
factant produced by Acinetobacter radioresistants and a
surfactant type produced by Pseudomonas marginalis have
molecular weights of up to 1 x 10° Da (Navon-Venezia
et al. 1995; Burd and Ward 1996).

Biosurfactants can be classified by their microbial origin
and chemical composition (Desai and Banat 1997). Bacil-
lus spp. is recognised as a producer of lipopeptids (Lang
2002) with a hydrophilic portion that is constituted mainly
of amino-acid residues or peptides. In this work, the bio-
surfactant was composed of proteins (53%), lipids (44%)
and a small amount of carbohydrates (2.5%). The GC
analysis of the lipid fraction showed a mix of unsaturated
acids (mirystic, lauric, palmitic and estearic acids, 43.5%),
monounsaturated acids (oleic acid, 40.8%) and polyunsat-
urated acids (linolenic and linoleic acids, 14.7%).

The composition of the growth medium can affect the
nature of fatty acids in the biosurfactant molecule (Marti-
nez-Toledo et al. 2006). Cooper and Goldenberg (1987)
reported the production of a biosurfactant composed of a
monoglyceride with surface activity and a significant
quantity of araquidic acid (53%) made by B. cereus IAF
346. Fatty acids are known to provide surface activity to
some biosurfactants produced by Bacillus spp. (Youssef
et al. 2005).

Determination of critical micellar concentration

The behaviour of parameters such as conductance and
surface tension at the level of the CMC has been described
by many authors, including Rosen (2004) and Schramm
(2000). At the CMC value, amphiphilic molecules readily
associate to form supramolecular structures like micelles,
bilayers and vesicles (Desai and Banat 1997). The mini-
mum value of surface tension obtained in the present study
was 45 mN mfl, which is similar to the value of 50 mN
m~' found for a biosurfactant produced by B. cereus
AY238271 isolated from diesel-contaminated soil. The
minimal surface tension obtained in the present study was
higher than B. cereus IAF346 grown in minimal medium
for 80 h, which produced a biosurfactant that reduced
surface tension to 28 mN m~' (Cooper and Goldenberg
1987). The surface activities of biosurfactants produced by
the Bacillus genus were documented by Desai and Banat
(1997).

The differences between the strain isolated in the present
study and other strains are primarily due to growth con-
ditions and the structure of the biosurfactant produced.
Another source of variance is the type of compounds in the
residual medium (i.e., electrolytes), which may bind to the
biosurfactant molecule (Rosen 2004).

@ Springer

Effect of pH on emulsifying activity

The pH did not affect the emulsifying activity in the pH
range studied, as shown in Fig. 5. Cooper and Goldenberg
(1987) reported an increase in emulsifying activity in the
biosurfactants produced by B. cereus IAF346 and Bacillus
sp. IAF 343 using kerosene as the substrate in acidic pH
conditions, but they did not report the precipitation of
biosurfactant. Ilori et al. (2005) reported high emulsifying
activities in Aeromonas sp. biosurfactant (50%) at pH 5-9
with a maximum activity at pH 8.0.

Emulsifying activity with selected hydrophobic
substrates

The biosurfactant showed the highest activity in diesel
(60 = 5%) and the lowest activity in n-hexane (29 + 9%)
(Fig. 6), a pattern similar to the glycolipid produced by Aer-
omonas sp. (diesel 65%, n-hexane 22%) (Ilori et al. 2005). In
addition, the surfactin produced by B. subtilis BSS had similar
activity in hexadecane, kerosene and diesel (65, 55 and 65%,
respectively) (Abdel-Mawgoud et al. 2008).
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RESUMEN. La aplicacién industrial de los microorganismos es una
actividad antigua que se orientaba principalmente a la produccién y
modificacién de alimentos. El conocimiento acumulado acerca de la
genética y la fisiologia microbianas, asi como el desarrollo de herra-
mientas moleculares que permiten la ingenieria genética, generaron
la posibilidad de modificar a los microorganismos para ser emplea-
dos en un amplio espectro de aplicaciones industriales que incluyen
las dreas alimentaria, farmacéutica y quimica. En este trabajo, se pre-
sentan ejemplos sobre el desarrollo y caracterizacion de cepas micro-
bianas para aplicaciones industriales especificas. Se presentan y discu-
ten las estrategias seguidas para generar cepas sobreproductoras de
compuestos aromaticos y ramnolipidos con Escherichia coli y Pseu-
domonas aeruginosa, respectivamente. Por otro lado, la contamina-
cion ocasionada por el azufre y el nitrégeno organicos presente en el
petrdleo es un problema serio en todo el mundo. En este trabajo se
comparten experiencias sobre el aislamiento, la caracterizacion y el
empleo de microorganismos autéctonos para la desulfurizacion y
desnitrogenacion de fracciones de petréleo.

Palabras clave: Control biolégico, Bacillus thuringiensis, Bacillus
subtilis, baculovirus, Paecilomyces fumosoroseus, Bauberia bas-
sian, Metarhizium anisopliael, Trichoderma spp.

INTRODUCCION

El empleo de microorganismos para la produccién de
compuestos Utiles es una actividad antigua. Estos organis-
mos han sido empleados por pueblos en todo el mundo
para la modificacién de las propiedades de algunos ali-
mentos y para la produccién de bebidas alcohdlicas. La
existencia de los microorganismos y su participacién en
transformaciones quimicas fue demostrada por los trabajos
pioneros de cientificos como Louis Pasteur y Antonie van
Leeuwenhoek. Estos y otros descubrimientos fueron la
base para el desarrollo de la microbiologia industrial. Du-
rante el siglo pasado, el conocimiento acumulado por
diferentes disciplinas, generaron el conjunto de her-
ramientas conocidas como ingenieria genética, que per-
miten la modificacién directa del material genético en
cualquier organismo. La aplicacién de estas herramientas
al desarrollo de cepas microbianas de uso industrial, ha
ampliado de forma muy importante el tipo y nimero de
productos ttiles que pueden ser obtenidos. Ahora es
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ABSTRACT. In this review we cover the biological control of in-
sects, bacteria and fungus that affect different crops. Using differ-
ent microorganism as bacteria viruses and fungus can do the bio-
logical control of these important problems. In this work we
describe with detail the mode of action of the different microorgan-
isms used to control insects and plant diseases. We also present nov-
el strategies to improve the efficiency of these microorganisms
against their targets and we present the development and produc-
tion of several formulations to be used in the fields for the biologi-
cal control of some plant problems.

Key words: Biological control, Bacillus thuringiensis, Bacillus sub-
tilis, baculovirus, Paecilomyces fumosoroseus, Bauberia bassiana y
Metarhizium anisopliael, Trichoderma spp.

posible que bacterias puedan producir proteinas humanas
para uso terapéutico, asi como enzimas y compuestos
quimicos de uso industrial. Asi mismo, ha sido posible
identificar bacterias que degradan compuestos téxicos e
incrementar esta capacidad mediante modificaciones
genéticas.

Actualmente, la industria quimica se basa en el empleo
de derivados del petréleo como materia prima. Algunos de
estos procesos tienen la desventaja de generar subproduc-
tos que pueden contaminar el medio ambiente. Esto ha
generado la necesidad de identificar y utilizar bacterias
capaces de degradar los compuestos t6xicos para con-
vertirlos en substancias inocuas. Por otro lado, al ser el
petréleo recurso no renovable, su disponibilidad serd limi-
tada en el futuro. Por estos motivos, se buscan alternativas
tecnoldgicas que permitan obtener productos mediante
procesos no contaminantes y que no dependan del petro-
leo. Una de las alternativas tecnoldgicas mds promisorias
se basa en el empleo de materias primas constituidas por
fuentes renovables de carbono como los azticares de ori-
gen vegetal. La viabilidad de este tipo de tecnologias de-
pende de la capacidad de obtener a un bajo costo azicares
a partir de material vegetal y la posibilidad de contar con
cepas microbianas modificadas para convertir eficiente-
mente dichas materias primas en compuestos ttiles.
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Los compuestos aromaticos tienen un gran nimero de
aplicaciones en las industrias quimica, farmacéutica y de al-
imentos. El aminodcido aromatico L-fenilalanina (L-Fen) es
utilizado extensamente por la industria alimentaria, re-
portandose una produccién anual mundial de 11,000
toneladas.” Este aminoécido es producido mediante sintesis
quimica, en un proceso donde se genera una mezcla racémi-
ca de los isémeros D y L, lo cual complica el proceso de pu-
rificacién.* Una alternativa a este método, es la sintesis mi-
crobiana a partir de azicares como materia prima. Sin
embargo, para que un proceso biotecnolégico como este
pueda ser viable econdmicamente, debe aproximarse a la
mayor productividad y el rendimiento posibles en la con-
version de la materia prima (glucosa), al producto deseado.

En este trabajo, se aplicaron las herramientas de la ing-
enieria de vias metabdlicas para el desarrollo y la caracter-
izacién de cepas de E. coli disefiadas para la producciéon
de L-Fen. La estrategia utilizada se bas6 en incrementar la
disponibilidad metabdlica del precursor aromético fosfoe-
nolpiruvato (PEP) y la redireccién del flujo de carbono de
la via comun de sintesis de compuestos aromaticos hacia
la via de sintesis de L-Fen. Esta estrategia fue implementa-
da empleando una cepa de E. coli que carece del sistema
de fosfotransferasa (PTS). EI PTS participa en el transporte
y fosforilacién de la glucosa, utilizando al PEP como
donador del grupo fosfato. Esta situacién limita la can-
tidad de PEP que puede ser dirigido hacia la via de sinte-
sis de compuestos aromdticos. En este trabajo, se utilizé
una cepa de E. coli previamente aislada, la cual carece del
PTS pero ha recuperado la capacidad de transportar glu-
cosa utilizando ATP como donador del grupo fosfato
(fenotipo PTS" Glucosa*).? Por otro lado, la capacidad de
dirigir el flujo de carbono hacia la via de sintesis de L-Fen
depende de que la célula contenga una versiéon mutante in-
sensible a inhibicién alostérica de la enzima bifuncional

corismato mutasa-prefenato deshidratasa (CM-PDT). Utili-
zando la reaccién en cadena de polimerasa, se amplificé
del gene pheA, el segmento correspondiente a la regiéon
catalitica de CM-PDT y eliminando el dominio involucra-
do en la inhibicién alostérica por L-Fen. La enzima mu-
tante fue mejorada en su actividad catalitica siguiendo un
esquema de evolucién dirigida. La cepa PTS™ Glucosa* y
una cepa control PTS* fueron transformadas con tres
plasmidos; conteniendo genes que codifican para una ver-
sion insensible a inhibicién alostérica de la enzima DAHP
sintasa, trancetolasa y la versién evolucionada de CM-
PDT. En condiciones de cultivo en matraz, se determind
que las cepas PTS* y PTS™ Glucosa* produjeron L-Fen con
un rendimiento a partir de glucosa de 0.21 y 0.33 g/g, cor-
respondiendo al 38 y 60% del rendimiento maximo tedri-
co (0.55 g/g), respectivamente. El rendimiento obtenido
con la cepa PTS™ Glucosa* es el mds alto reportado para la
produccién microbiana de L-Fen.! Estos resultados indi-
can que la aplicacién del fenotipo PTS™ Glucosa®* en cepas
de E. coli es una estrategia que permite incrementar el ren-
dimiento a partir de glucosa para compuestos aromaticos.
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Pseudomonas aeruginosa es una y proteobacteria que
puede ser aislada de una gran variedad de ambientes tanto
acudticos como terrestres, por lo que se ha considerado
ubicua.>® Esta bacteria es, ademds, un patégeno oportuni-
sta humano que representa un problema de salud impor-
tante ya que presenta una alta resistencia a antibiéticos'? y
es una infeccién comin en ambientes hospitalarios.” Por
otra parte, presenta una alta tasa de morbilidad y mortal-
idad en pacientes que tienen fibrosis quistica,® el padec-
imiento genético mas comun en poblaciones caucdsicas.
La produccién de gran parte de los factores de virulencia
de P. aeruginosa, al igual que la de los ramnolipidos, esta
regulado a nivel transcripcional por una intrincada red lla-
mada la respuesta sensora de quérum.?->

Sin embargo, a la vez que P. aeruginosa causa al hombre
problemas de salud, esta bacteria tiene diversas aplicaciones
biotecnoldgicas, sobre todo en el drea ambiental. Asi se sabe
que es uno de los pocos organismos capaces de degradar al-

gunos contaminantes como los alcanos de cadena ramifica-
da.'” Produce biosurfactantes?*> que son dtiles para la limpie-
za de suelos contaminados con hidrocarburos® o con metales
pesados!® y pueden ser usados en el control biolégico de
hongos zoospéricos;?* y algunas enzimas, como la lipasa.’
con distintas aplicaciones potenciales.”® P. aeruginosa, al
igual que otras Pseudomonas, produce un polimero de 4cidos
grasos, el polihidroxialcanoato (PHA), que puede ser usado
para producir plésticos biodegradables.'

Los biosurfactantes tienen una serie de ventajas sobre
los surfactantes sintetizados quimicamente, ya que no son
téxicos y son biodegradables.!! P. aeruginosa produce los
biosurfactantes ramnolipidos y sus precursores los dimeros
de 4acidos grasos (3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoicos o
HAAs)?? (Fig. 1). Los principales ramnolipidos producidos
por esta bacteria son los que tienen una molécula de ram-
nosa (mono-ramnolipidos, Fig. 1) y los que tienen dos (di-
ramnolipidos, Fig. 1).

Mono-ramnolipido

o
I
OH o GH™ CH,=C™ 0™ CH™=CH;™ COOH
CHs (CH2)e (CH2)e
1 1
OH oH ©Hfs CH,
I
H 0 9 CH=CH:= C= 0= CH= CH:= COOH
1
CHs ((:Hz)s (FHz)a
CH, CHs
OH
H o) 0
CHs
OH OH
i
I CH:=C O-fH" CH2=COOH HAAs
(CH2)6 (CH2)s
! I
CHs CHs

Di-ramnolipido

Figura 1. Estructura de los ramnolipidos y el dcido (3-(3-
hidroxialcanoiloxi)alcanoico (HAAs). Se muestran las espe-
cies con dimeros de dcido 3-hidroxidecanoico que es la es-
pecie mds abundante.
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El sustrato de las dos ramnosiltransferasas que inter-
vienen en la sintesis de los ramnolipidos, RhIB para los
mono-ramnolipidos'3 y RhIC para los di-ramnolipi-
dos,!8 es la dTDP-L-ramnosa (Fig. 2). Este azicar acti-
vado es también un precursor del lipolisacérido (LPS)!7
y es sintetizado por las enzimas RmlA, RmIB, RmIC y
RmlD a partir de glucosa-1-fosfato (17, Fig. 2). La enzi-
ma AlgC, que también participa en la sintesis del ex-
opolisacarido alginato, convierte la glucosa-6-fosfato a
glucosa-1-fosfato.!®

La enzima RhlA (Fig. 2) usa como sustrato acidos gra-
sos de la sintesis celular, drenados del ciclo general de sin-
tesis de novo por la enzima RhlG,? o del catabolismo de
acidos grasos, para sintetizar los HAAs que son sustratos
de RhIB en la sintesis del mono-ramnolipido.!* La via de
biosintesis de los ramnolipidos estd muy relacionada con
la de PHA, ya que la enzima RhlG provee sustratos para su
sintesis (2, Fig. 2) la actividad de RhlA modifica la pro-
duccioén de este polimero (21, Fig. 2).

Debido a que la biosintesis de ramnolipidos en P.
aeruginosa es un proceso multienzimatico que usa inter-
mediarios del metabolismo primario de la bacteria, como
son la dTDP-L-ramnosa y los 4cidos grasos, y a que su via
de sintesis estd muy relacionada con la sintesis de otros
compuestos celulares (alginato, LPS, PHA), la construc-
cion de cepas hiperproductoras de estos boisurfactantes re-
queriria un enfoque de ingenieria de vias metabdlicas. Por
otra parte, ya que la expresién del operén rhlAB esta regu-
lado por la respuesta sensora de quérum, junto con diver-
sos factores de virulencia,?®25 no es facil construir deriva-

sintesis de novo acidos grasos

|

3-ketoacil-ACP

l RhIG

3-hidroxiacil-ACP —» PHA

l RhIA

W dTDP-L-ramnosa + (3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoatos) (HAAs)

|

PHA

Figura 2. Ruta de sintesis de los ram-
nolipidos y HAAs.

dos que sobre expresen estas enzimas clave en la via de
sintesis de los ramnolipidos. Sobre todas estos problemas
para la construccién de cepas sobreproductoras de ram-
nolipidos esta la limitante de que P. aeruginosa es un
patégeno oportunista y no puede ser usado para la pro-
duccién industrial de ningin producto. Como un enfoque
alternativo para tener cepas que puedan ser usadas a nivel
industrial para la sintesis de ramnolipidos, se ha expresado
el oper6n rhIAB en huéspedes heterélogos.!3!* Reciente-
mente reportamos' que si se coexpresa en Escherichia coli
el operdén rhlAB y el que codifica para las enzimas de la
sintesis de dTDP-L-ramnosa (rmIBDAC), se puede obtener
una produccién de mono-ramnolipidos que no es mucho
mads baja que la producida por P. aeruginosa. La optimiza-
cién de las condiciones de cultivo y la manipulacién
genética de cepa recombinantes de E. coli que produzcan
ramnolipidos podria representar una estrategia viable para
la construccion de cepas que puedan ser usadas a nivel in-
dustrial para la sintesis de estos biosurfactantes.
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La importancia de la industria petrolera a nivel mundi-

al y en nuestro pais es indiscutible. La explotacién de los
yacimientos petroleros empezé hace un siglo y, hoy en
dia, nuestra sociedad es fuertemente dependiente del
petréleo para la produccién de energia y de materias pri-
mas para diversas industrias. Otro problema asociado al
petréleo es la contaminacién ambiental. Los derrames de
petréleo durante la extraccién, produccion y transporte de
este energético son frecuentes. Los plésticos en la actual-

idad son en gran parte producidos a partir del petréleo, su
produccién mundial excede 100 millones de toneladas al
afio y se estima que cerca de la mitad de estos plésticos se
desecha después de 2 afios de uso sin ser reciclada.’ La
produccién de gases con efecto invernadero durante la
quema de combustibles derivados del petréleo y la refi-
nacién del petréleo impacta fuertemente al medio ambi-
ente y es responsable en gran medida del cambio global
observado en nuestro planeta.
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La refinacién del petrdleo es principalmente basada en
procesos fisicoquimicos como destilacién y catdlisis
quimica que operan a altas temperaturas y presiones. Estos
procesos son muy costos a nivel energético ademds de ser
altamente contaminantes. En afios recientes se ha propues-
to que los bioprocesos podrian ser una alternativa ya que
las reacciones bioquimicas que ocurren en los microorgan-
ismos son muy especificas, operan a bajas temperaturas y
presiones ademds de que generan pocos subproductos in-
deseables.” Para poder implementar bioprocesos en la in-
dustria petrolera, es necesario poder contar con microor-
ganismos resistentes y activos en las condiciones
encontradas en la industria petrolera: medios hidrofébicos
complejos, altas temperaturas. Importantes avances ocurri-
dos en ingenieria genética, microorganismos extremofilos,
ingenieria de proteinas y biocatdlisis en medios no con-
vencionales soportan la idea de que la biotecnologia po-
dria integrarse en la industria petrolera. Los principales
campos de accién de la biotecnologia y de la microbi-
ologia petrolera se muestran en la Tabla 1.

A continuacién se comparten experiencias sobre
biodesulfuracién de diesel con microorganismos aislados
de suelos contaminados en refinerfas mexicanas y sobre la
caracterizacion de microorganismos extremofilos sulfoxi-
dantes autdctonos para la eliminacién de azufre inorgani-
CO en corrientes gaseosas.

La quema de combustibles provoca la emisidén atmos-
férica de 6xidos de azufre que contribuyen a la formacién
de lluvia 4cida y particulas contaminantes. La respuesta le-
gal a este problema ha sido la implementacién de normas
muy estrictas sobre el contenido de azufre en combusti-
bles como el diesel las cuales requieren de una reduccion
progresiva del contenido de azufre en este combustible
hasta menos de 15 ppm para el afio 2006.>* La Unién Eu-
ropea propuso que el diesel producido sea libre de azufre
en el 2011.° La hidrodesulfuracién (HDS) es el proceso fi-
sicoquimico que se utiliza actualmente para remover el
azufre contenido en fracciones de petrdleo a altas temper-
aturas (350-425°C) y presiones (10-50 kg/cm?). Los costos
de mantenimiento y de operaciéon de la HDS se incremen-
tan rdpidamente cuando la concentracién de azufre y la
complejidad de las moléculas azufradas aumenta y cuando
se requieren niveles de azufre debajo de 100 ppm. El 70%
del azufre contenido en el petréleo crudo se encuentra en
tiofenos condensados, como el dibenzotiofeno (DBT) y
sus formas sustituidas (Fig. 1) los cuales se concentran en
las fracciones utilizadas para producir el diesel. Estas
moléculas son las mas recalcitrantes al proceso de HDS.®
Este escenario ha incentivado la biisqueda de métodos efi-
cientes y novedosos que complementen en el corto plazo
o sustituyan en el largo plazo los procesos actuales de
HDS.

Dentro de este contexto, se aislaron cuatro cepas bacte-
rianas capaces de utilizar al DBT como tnica fuente de
azufre. Estas cepas fueron capaces de remover selectiva-
mente el azufre del DBT y del 4,6-dimetilDBT sin atacar
las estructuras carbonadas de estos compuestos mediante
la ya reportada ruta metabdlica “4S”, produciendo los
hidroxibifenilos correspondientes a cada uno de estos
compuestos y sulfato inorgdnico.® Aunado a ello, se logro
reducir de hasta un 60 % el contenido de azufre en diese-
les previamente hidrodesulfurados en refinerias de PEMEX
(Tabla 2). Estas reacciones fueron realizadas con células
creciendo en un medio mineral suplementado con diesel.
Sin embargo, estas cepas presentaron una baja resistencia
a este solvente inactivindose completamente en presencia
de tan solo 15% de diesel en el medio de cultivo lo cual
limita su aplicabilidad a un proceso industrial.

Al secuenciar las 1,500 bases del gene 16S rDNA de es-
tas bacterias y compararlas con las secuencias publicadas
en bases de datos publicas, se encontré que estas cepas
presentaban una homologia con Rhodococcus erythropo-
lis (0.56% de diferencia) y Rhodococcus globerulus
(0.76% de diferencia). Como la determinacién de la espe-
cie no fue clara empleando la secuenciacion del gene 16S

Tabla 1. Principales campos de accién de la biotecnologia y de la micro-
biologia petrolera.

Recuperacion microbiana mejorada del aceite
Biocorrosion
Biorrefinacion
Biodesulfuracion
Biodenitrogenacion
Biotratamiento
Biorremediacion
Tratamiento de aguas y efluentes gaseosos

l l HsC. Il Il _CHy
S S

DBT 2,8-dimetilDBT

4,6-dimetilDBT

3,4-benzoDBT

Figura 1. Estructura quimica del DBT y de algunos de sus derivados
sustituidos.
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Tabla 2. Biodesulfuracion de diesel con cepas bacterianas aisladas.
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Tabla 3. Reacciones bioldgicas de sulfoxidacion.

Diesel % de [S] inicial [S] final % de
diesel (ppm) (ppm) remocion
Tula 5 550 210 62
Tula 10 550 380 3
Tula 15 550 550 0
Tula 20 550 550 0
Salina Cruz 5 440 180 60
Salina Cruz 10 440 318 28
Salina Cruz 15 440 440 0
Salina Cruz 20 440 440 0

3000 -

2000 -
1500 -

1000 -

500 -

Figura 2. Andlisis RAPD de cepas desulfuradoras. Carril 1: cepa IGTSS;
carriles 2, 3, 4, 5 y 6: cepas aisladas de refinerias mexicanas; carril 7:

cepa X309.

rDNA, estas cepas fueron finalmente nombradas como
Rhodococcus sp.> Posteriormente, las cepas fueron carac-
terizadas por el método RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA en inglés) con el fin de ver si estas cepas
eran diferentes de otras cepas desulfuradoras de R. eryth-
ropolis prototipo patentadas IGTS8 y X309. Uno de los
cebadores produjo patrones diferentes entre las diferentes
cepas y las diferencias observadas fueron tanto en el
tamafio como en la intensidad de las bandas (Fig. 2). El
andlisis RAPD fue entonces capaz de distinguir diferencias
entre las diferentes cepas desulfuradoras aisladas en este y
otros trabajos mostrando que las cepas aqui reportadas son
diferentes de las cepas patentadas IGTS8 y X309 a nivel
de su material genético global.

Sulfoxidacion
Oxigeno limitante:
H,5+050,~ 8 +H,0 Azufre elemental
Exceso de oxigeno:
H,S +20,~ S0, + 2H" Sulfato
a)
X0TH TL
Cultivo | Banda Organismo Identidad
(%)
X0 1 Thioalkalimicrobium 99
cyclum
2 Halomonas variabilis 98
TH 3 Thioalkalivibrio sp. 97
TL 4 Halomonas desiderata 99
5 Uncultured bacteroides 93
bacterium

Figura 3. Andlisis de cultivos bacterianos sulfoxidantes.

Algunos efluentes gaseosos de la industria petrolera
contienen azufre inorgdnico en forma de dcido sulfhidrico
H,S. Este gas es también emitido durante la extraccion del
petréleo y el gas producido tiene un alto contenido de
H,S. Algunas bacterias denominadas sulfoxidantes tienen
la capacidad de oxidar el H,S en compuestos menos toxi-
cos a la diferencia del caso anterior en el que las bacterias
aisladas tenian la capacidad de remover selectivamente el
azufre de moléculas orgdnicas complejas convirtiéndolo
en sulfato. En el presente caso se produce azufre elemental
(Tabla 3). Con estas bacterias se pueden disefiar y operar
biofiltros para el tratamiento de emisiones gaseosas de
H,S. En esta parte se describe la caracterizacién molecular
de consorcios bacterianos capaces de oxidar el H,S y el
H2S en condiciones extremas con un pH de 10. Estos con-
sorcios fueron desarrollados a partir de tierras alcalino-
salinas recolectadas en diferentes puntos de la republica y
enriquecidos en un medio mineral pH 10 con tiosulfato
como tnica fuente de azufre.!

Se analizaron las poblaciones bacterianas presentes en
estos cultivos mediante la técnica molecular de RISA (Ri-
bosomal Intergenic Spacer Analysis en ingles). La Figura
3a muestra el perfil de bandas obtenido para tres cultivos
enriquecidos mientras que la Figura 3b muestra la identifi-
cacién molecular de los microorganismos correspondi-
entes a cada una de las bandas.

En esta ocasion, se encontraron bacterias sulfoxidantes
quimioautétrofas haloalcaléfilas (Thioalkalimicrobium y
Thioalkalivibrio asi como bacterias heterétrofas halé6filas
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(Halomonas). La banda 5 mostré un porcentaje de ho-
mologia muy bajo (93%) con una bacteria Bacteroides no
cultivable por lo que se podria tratar de un género y espe-
cie nueva.

Hacia el futuro, la biotecnologia y la microbiologia pe-
trolera se verdn beneficiadas por el aislamiento de un
nimero creciente de microorganismos extremofilos capac-
es de resistir las condiciones extremas encontradas en la
industria petrolera. Los catalizadores biomiméticos que se
empiezan a disefiar actualmente son prometedores ya que
poseen la especificidad y la selectividad de los biocatal-
izadores con una base quimica que les confiere una mayor
estabilidad. Finalmente, la biotecnologia del futuro tiene
que jugar un papel importante en el desarrollo de nuevos
materiales biodegradables y fuentes de energia renovables
menos contaminantes.
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