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Activador transcripcional dependiente de la densidad celular que es codificado por el gen
lasR. Se une al autoinductor N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona para activar al

sistema rhl y la sintesis de algunos factores de virulencia en P. aeruginosa.
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Se une al autoinductor N-butiril-L-homoserin-lactona para activar la sintesis de algunos
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Gen que codifica la sintesis de la proteina RhIA, cuya funcion es formar el dimero de



rhlA*

rhlAB

rhiC

rhls

rmIBDAC
RSQ

Rtl

Rt2

Tc
TLC

pBHRS1

puUOS58

PAPR1

PAPRS

pUCP20
pUCP18

acidos grasos (HAAS) gque se emplean como sustrato en la sintesis de ramnolipidos en P.
aeruginosa.
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ramnosa al mono-ramnolipido para sintetizar los di-ramnolipidos en P. aeruginosa.
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Derivado de pUCP18, contiene la region codificante del gen rhlA de Pseudomonas
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Derivado del pUCP18, tiene dos origenes de replicacion el colE1 y el RO1600.

Vector de expresion con dos origenes de replicacion (colE1l y RO1600).



RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa, es un patdégeno oportunista y sus cepas son potencialmente
patdgenas y resistentes a muchos antibioticos. Produce gran nimero de factores de virulencia
como lo son la piocianina, algunas toxinas, enzimas hidroliticas y también los biosurfactantes
glicolipidos los cuales contienen ramnosa y por eso son llamados ramnolipidos (rhls). La
biosintesis de los rhls requiere dos sustratos, la ramnosa proveniente de la desoxi—
timidina-difosfo-L-ramnosa (dTDP-L-ramnosa) sintetizada por las enzimas codificadas del
operon rmIBDAC y dimeros de acidos grasos (HAAs). La produccion de los rhls se lleva a
cabo mediante dos reacciones consecutivas catalizadas por ramnosil transferasas especificas,
siendo la Rtl 6 RhIB la que acopla una molécula de ramnosa con una molécula de HAAs
(producida por RhIA la cual al igual que rhIB se encuentra codificada en un operdn) para
sintetizar mono-rhl y la Rt2 6 RhIC que forma los di-rhl adicionando otra molécula de

ramnosa.

La sintesis de rhls comparte algunos pasos biosintéticos con otros compuestos como son los
lipopolisacaridos (LPSs) y los polihidroxialcanoatos (PHAS), acumulandose éstos ultimos en
grandes cantidades como compuestos de almacenaje de carbono y de energia en la célula,
ademas de ser importantes compuestos biotecnologicos (para hacer plasticos biodegradables).
Se sintetizan mediante la polimerizacion de acidos grasos 3-hidroxi (6-14 atomos de C) que
provienen de la sintesis de novo de los acidos grasos (3-hidroxiacil-ACP) y son sustrato para la
transacilasa (PhaG) que transfiere el grupo ACP a CoA, y genera el sustrato de PhaC que

codifica una PHA sintasa.

En otras investigaciones se ha reportado la sintesis de mono-ramnolipidos en Escherichia coli
(que no produce rhls) mediante la expresion de los genes rmIBDAC y rhlAB de P. aeruginosa,

determinandose que esta bacteria puede usar como sustratos para la sintesis de ramnolipidos a



los ACP-4cidos B-hidroxidecanoicos si crece con glucosa como fuente carbono y CoA-acidos
B-hidroxidecanoicos si crece con acido oleico como fuente carbono. Asi, se genera el objetivo
fundamental de este trabajo sobre la capacidad que tiene RhIA, no sélo de producir los HAAsS,
sino también de producir CoA-HAAS que sirven como sustrato a PhaC para la sintesis de
PHAs y a RhIB para sintetizar mono-rhls, realizando la actividad de PhaG. Ya que RhlA 'y
PhaG tienen 44% de identidad, es posible que RhIA pueda participar en ambas rutas

biosintéticas, la de rhls y de PHAs.

En esta investigacion se utilizd a Pseudomonas putida KT2440 silvestre (que s6lo sintetiza
PHAS) y su mutante phaG" (inhabil para producir PHAS), para estudiar el papel de RhlA en la
sintesis de PHAs, cuestionando si el dimero de &cidos grasos (HAAS) producido por esta
enzima puede ser utilizado en la sintesis de PHAs, lo que implicaria que la catalisis de RhlA es

la de transferir el grupo ACP del dimero de acidos grasos por el grupo CoA.

*
Se encontré que RhIA en trans en P. putida es capaz de realizar la misma funcion catalitica

que PhaG transfiriendo un ACP-&cido graso a un CoA-4cido graso, dando sustrato a PhaC que
unicamente usa los acidos grasos unidos a CoA para sintetizar PHAs. También con el empleo
de la misma RhIA* en trans pero ahora en el fondo genético de P. aeruginosa y en sus
mutantes rhlA y rhilB, se pudo demostrar que la sintesis de rhls en P. aeruginosa se
sobreexpresa y disminuye la de PHASs, sin embargo, con las mutantes rhlA y rhlIB, no se
obtiene una complementacion para producir rhls ni tampoco sobreexpresion de los PHAS,

indicando que RhlIA* da precursores para la sintesis de PHAs.

* - 7 - - -z . ge
Con este simbolo (*), se designara en esta investigacion al gen rhlA* codificado en el vector pAPR1, que expresa a la
proteina RhlA* la cual tiene el cambio de una leucina (que se encuentra conservada) por una prolina.



INTRODUCCION

1. Pseudomonas sp, Pseudomonas aeruginosa y la aplicacion biotecnoldgica de

sus productos, Pseudomonas putida.

Pseudomonas sp.

En general, las bacterias del género Pseudomonas son gram-negativas y pertenecen a la
rama de las gamma (y) —proteobacterias, su tamafio esta dentro del rango de 1.5-3 umy
su forma tiene un didmetro de alrededor de 0.5-0.8 um (1) EI nombre proteobacteria
proviene de la denominacion hecha en honor al dios griego Proteus el cual podia
cambiar de forma, ya que en estas bacterias se ha encontrado una gran diversidad de
formas. De acuerdo al manual de Bergey (2), las proteobacterias se dividen en cinco
grupos, los cuales son considerados usualmente como clases, de acuerdo a las secuencias
de ARNTr. Dichos grupos han sido denominados mediante las letras griegas: alpha, beta,
gamma, delta y epsilon 3). Por otra parte esta clasificacion también considera
caracteristicas taxonomicas como son: morfologia celular, requerimientos de oxigeno y

propiedades nutricionales (1).

Debido a que Pseudomonas aeruginosa es la especie de estudio en esta investigacion, se
abarcara en esta seccion unicamente al grupo de las gamma proteobacterias con énfasis
en P. aeruginosa; sin embargo, en el ApEnpICE B se explicaran los demas grupos de

forma breve.

Las gamma proteobacterias (FIGURA. 1) abarcan varios grupos de bacterias importantes



para la ciencia y la medicina, como son los de Enterobacteriaceae, Vibrionaceae y

Pseudomonadeceae, que incluyen varios géneros patdégenos importantes, como por

ejemplo, Salmonella (causante de la enteritis y de la fiebre tifoidea), Yersina (causante

de la peste), Vibrio (causante del colera), y la especie P. aeruginosa (que causa

infecciones del pulmdn en pacientes hospitalizados o con fibrosis quistica), siendo ésta

bacteria considerada como la cepa tipo dentro de la especie Pseudomonas (3y 4).
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Fig. 1. Arbol filogenético donde se representa a los grupos alfa, gamma y beta de las proteobacterias.

Refiriéndonos al género Pseudomonas, podemos mencionar que existen otras especies

ademés de P. aeruginosa, como por ejemplo las especies: acidovorans, fluorescens,

putida, syringae, indigofera, maltophilia, multivorans, pyocyaneus, saccharophilia,

stutzeri, alcaligenes, etc. Se hallan libres en la naturaleza y se encuentran con gran

frecuencia tanto en el suelo como en el agua, si bien algunas de ellas son parasitos y



patdgenos de las plantas. De las numerosas especies conocidas, un pequefio nimero
produce enfermedades (algunas graves) en la especie humana, teniendo entre los

patdgenos mas importantes a P. aeruginosa (s).

Las Pseudomonas presentan la reaccion de la oxidasa-positiva (con la excepcion de
Pseudomonas maltophilia) y son moviles gracias a la presencia de flagelos polares,
aungue también se pueden encontrar raras excepciones. Su metabolismo es de tipo
respiratorio (no fermentativo), sin embargo, existen algunas especies capaces de realizar
procesos de desnitrificacion en forma de respiracion anaerobia usando nitrito como
aceptor de electrones. Muchas especies de Pseudomonas producen toxinas que varian en
potencialidad como: proteasas, hemolisinas, exotoxinas, y fenacinas. Algunas cepas
producen pigmentos fluorescentes de color amarillo-verdoso que son sideréforos y
solubles en agua, otras ademas sintetizan diversos pigmentos fenacina tipo-especificos;
sin embargo, muchas de ellas son no pigmentadas. Ademas, pueden utilizar nutrimentos
simples y gran variedad de fuentes de carbono, de nitrégeno y minimas cantidades de
compuestos organicos. Algunas cepas como las de P. aeruginosa pueden crecer a
temperaturas de hasta 42°C, lo que les permite colonizar multiples ambientes (VER TABLA

1 DEL APENDICE A) (5 6).

El género Pseudomonas presenta actividades metabdlicas importantes para el ambiente,
incluyendo elementos que entran en el ciclo de degradacion de contaminantes
biogénicos y xenobidticos (112). Ademas, las Pseudomonas tienen un potencial
considerable para aplicaciones biotecnoldgicas, particularmente en las areas de
bioremediacién (113), biocatélisis (114), y desempefiandose como agentes de control
bioldgico en la proteccion de plantas (115), asi como para la produccion de nuevos

bioplasticos (13).



Pseudomonas aeruginosa.

La especie P. aeruginosa, (FIGURA 2A) durante mucho tiempo fue llamada Bacillus
pyocyaneus, y fue aislada en 1882 por Gessard (144), La cepa PAOLl posee un
cromosoma circular con un tamafio de 6,264,403 nucleotidos (FIGURA 2B) que fue
totalmente secuenciado en el afio 2000 y el de la cepa PA14 en el 2005 (19 y 20). En
comparacion con otras bacterias como Escherichia coli (cromosoma con 4,638,858
nucleédtidos) se ha considerado grande el cromosoma de P. aeruginosa (19).Su contenido
de guanina-citosina (G+C) es alto, ya que cuenta con 66.7% de éstos dos nucledtidos

respecto al total (20).

Pseudomonas aeruginosa
strain PAO1

6,264,404 bp

Fig. 2. A) P. aeruginosa vista mediante microscopia de barrido (Imagen de Julia Plotnikov).
B) Mapa del cromosoma secuenciado de P. aeruginosa.
Esta bacteria ha sido frecuentemente aislada a partir del medio ambiente, plantas y
también de diversas lesiones e infecciones humanas donde su presencia ha sido

intensamente estudiada (s).

Mediante analisis de alineamiento de secuencias, utilizando programas como el BLAST,
los investigadores han podido comparar la secuencia de los genes de esta bacteria con

las secuencias de los genes de multiples microorganismos conocidos y contenidos en los



bancos genéticos (como por ejemplo la base del Protein Data Bank). Estos estudios han
permitido conocer que la secuencia de algunos de los genes (32%) de P. aeruginosa, no
presentan homologia respecto a las secuencias reportadas, por lo que han surgido
interrogantes respecto al papel y la funcién de dichos genes, ya que podrian codificar

proteinas con nuevas funciones enzimaticas (19 y 20).

P. aeruginosa es encontrada comunmente en el ambiente y puede representar un
problema, ya que es muy habil para causar infecciones en muchos tipos de hospederos
como insectos (Drosophila melanogaster), plantas (Arabidopsis thaliana) y animales
(Caernorhabditis elegans), incluyendo al hombre. Ademas, todas las cepas de P.
aeruginosa son potencialmente patdgenas y resistentes a muchos antibioticos, lo que
dificulta tratar las infecciones que causa (7). De ahi que, con la introduccion de los
antibioticos de amplio espectro, P. aeruginosa se convirtiera en uno de los agentes
principales de infecciones hospitalarias, especialmente en individuos debilitados por
procesos cronicos y en pacientes tratados (o tratados en exceso) con antibidticos de
amplio espectro o con corticosteroides. El tratamiento de estas infecciones por P.
aeruginosa es dificil y la mortalidad por septicemia de esta bacteria puede ser superior al
80% (5).

Esta capacidad de resistencia esta relacionada con la baja permeabilidad de su
membrana externa, que permite la difusion de los solutos hidrofilicos pequefios, pero
muy baja permeabilidad para los compuestos hidrofobicos que depende de las porinas.
Esta resistencia tanto intrinseca como adquirida, depende principalmente de la presencia
de un gran namero de transportadores que secretan estos compuestos al exterior de la
celula. Estos transportadores se agrupan en dos familias, segun su parecido estructural,
la primera son los sistemas de exportacion llamados “eflux”, y la segunda se denomina

MFS, por sus siglas en inglés (Major Facilitator Superfamily) (). Ademas, también ha
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podido entenderse dicha cualidad resistente mediante los estudios de alineamientos, que
permiten detectar gran abundancia de genes que parecen codificar para bombas que
tienen como funcion, excretar los compuestos toxicos fuera de la célula (19 y 20),
generandose la idea de que dicha abundancia de transportadores esta ligada con su alta
resistencia a los muchos y variados antibioticos y a compuestos toxicos, permitiéndole

gran resistencia y versatilidad (22 y 23).

Al igual que todas las Pseudomonas, sus necesidades nutritivas son simples (incluyendo
al NH; como fuente de nitrégeno) y es capaz de utilizar gran variedad de fuentes de
carbono, lo que permite que pueda multiplicarse y crecer con facilidad en practicamente
cualquier ambiente himedo que contenga tan sélo cantidades minimas de compuestos
organicos, por lo que algunos autores la han llegado a considerar ubicua, por ejemplo,
puede crecer en los colirios, en las soluciones antisépticas debiles, en el jabon, en los
equipos de anestesia, en los humidificantes, e incluso en el agua destilada, en medios de
laboratorio estandar y con temperatura de hasta 42° C. En medios como el agar-sangre,
se recuperan cepas del material clinico que son generalmente del tipo hemoliticas .
Alrededor de un 10% de las cepas son incapaces de formar pigmentos (VER TABLA 2 DEL

APENDICE A, donde se resumen las reacciones bioquimicas Gtiles para identificar a las Pseudomonas) (5).

Este microorganismo, frecuentemente se puede aislar del 16% de casos con neumonia,
del 12% en infecciones urinarias, del 10% en sangre, de forma esporadica de zonas
humedas de la piel (axila, ingle) y en la saliva. También se ha reportado que del 2 al 8%
de los aislados provienen de heces y del conducto intestinal del 10% de individuos
sanos, mostrandose un contacto cotidiano con esta bacteria, lo que demuestra que P.

aeruginosa solo es una amenaza para la salud en condiciones especiales (s, 7y ).

Como se mencion0, P. aeruginosa puede causar infecciones en humanos, ya que es
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capaz de colonizar algunas superficies mucosas e invadir tejidos y sangre. De forma
aguda, resulta especialmente peligrosa en grupos humanos poblacionales vulnerables
conformados por enfermos que padecen cancer, quemaduras, heridas, leucemia,
abscesos y meningitis, casos de septicemia, tratamiento con drogas inmunosupresivas,
infecciones en el tracto urinario, bronconeumonias (infecciones cronicas que acomparan
la fibrosis quistica), y endocarditis bacterianas sub-agudas. Ademas, los compuestos
toxicos que produce la bacteria causan dafio tisular extenso e interfieren en el
funcionamiento del sistema inmune (deficiente), no existiendo un tratamiento efectivo

contra este tipo de bacteria.

Se sabe que esta bacteria puede adherirse a las superficies formando agregados
bacteriales llamados biopeliculas que son dificiles de eliminar, por lo que son excelentes
contaminantes de dispositivos que se implantan dentro del cuerpo, como por ejemplo los
catéteres. Esta misma caracteristica permite que en algunos procesos industriales
provoquen taponamiento y corrosion de algunas conexiones y de filtros (7). También en
la industria alimentaria pueden provocar problemas al descomponer los alimentos en
refrigeracion, ya que la bacteria puede mantener un bajo metabolismo basal en estas

condiciones y producir enzimas hidroliticas (9).

Aplicacion biotecnoldgica de P. aeruginosa.

P. aeruginosa es una bacteria que no solo causa problemas, sino que al igual que otras
bacterias, le brinda al hombre algunas ventajas al producir diversos productos o
metabolitos secundarios (revisados en la seccién 2 con mas detalle) de utilidad, ya que
éstos pueden tener diversas aplicaciones biotecnoldgicas en diferentes areas como la
ambiental, en particular por los biosurfactantes ramnolipidos o los polimeros
polihidroxialcanoatos (que seran revisados en detalle més adelante). Los biosurfactantes

como los ramnolipidos son Utiles para la limpieza de suelos contaminados con
12



hidrocarburos (11) o con metales pesados (12). Por otro lado, con la produccion de los
polimeros mencionados pueden elaborarse plasticos biodegradables (13). También, la
sintesis de enzimas como la lipasa (14) permite al hombre distintas aplicaciones
potenciales (15). Se puede mencionar ademas que P. aeruginosa es uno de pocos

organismos capaces de degradar alcanos de cadena ramificada (10).

Otros compuestos producidos por P. aeruginosa, como son las fenacinas incluyendo a la
piocianina (de la cual se hablard en mas detalle posteriormente), han tenido un empleo

en las areas médica y ambiental por el hecho de tener un caracter de tipo antibiotico (17).

Como se puede ver P. aeruginosa representa un modelo de gran interés biotecnoldgico y
es una de las bacterias mas estudiadas a nivel molecular, por lo que toda la informacién
respecto al cromosoma y sus genes (que en el afio 2000 fueron totalmente descifrados)
han sido puestos a disposicion en la red de Internet con los siguientes enlaces:

http://v2.pseudomonas.com y www.pseudomonas.com), bajo el nombre de PAO1, que

como ya se menciond, es la cepa tipo de P. aeruginosa. El proyecto de secuenciacion del
genoma de la cepa PAO1 fue realizado por la fundacion para la Fibrosis Quistica, la
Universidad de Washington y la compafiia Patogenesis. Estas instituciones, al igual que
algunas compafiias farmacéuticas (como es el caso de la empresa Chiron que pertenece a
Novartis (18)), tienen un interés fundamentalmente clinico y se han interesado en conocer
méas sobre los genes y enfermedades causadas por esta bacteria. La informacion
gendémica disponible permite entender mucho mejor la fisiologia de estos
microorganismos y utilizar estos conocimientos para que estas empresas puedan llevar a
cabo su objetivo principal, que es crear mediante herramientas bioingenieriles, nuevas
drogas antibacteriales o farmacos que permitan combatir el desarrollo de las
enfermedades creadas por P. aeruginosa y curar satisfactoriamente infecciones

provocadas no solo por esta bacteria sino por diversos microorganismos.
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Ademas, de permitirse lo anterior con el anélisis de la secuencia del genoma de P.
aeruginosa, se ha logrado la identificacion de genes involucrados en locomocion,
adhesion, transporte y utilizacién de nutrientes, flujo de antibidticos y sistemas que

involucran sensibilidad o respuesta a cambios en el medio ambiente (19y 20).

Pseudomonas putida KT2440.

Pseudomonas putida KT2440 (116 y 117) es la Pseudomonas saprofitica méas caracterizada
a nivel molecular. Esta bacteria es el paradigma de una clase de bacteria cosmopolita
encontrada en ambientes terrestres y acuaticos de donde puede usar un gran rango de
sustratos para su crecimiento (21), por su metabolismo que es extremadamente versatil y
particularmente por su habilidad para mineralizar compuestos organicos complejos (113).
P. putida KT2440 deriva de una bacteria degradadora de tolueno (porque poseia el
plasmido TOL), a la cual originalmente se le Ilamo Pseudomonas arvilla mt-2 (118) y

subsecuentemente fue reclasificada como Pseudomonas putida mt-2 (119 y 120).

La cepa KT2440 es la primera bacteria gram negativa del suelo en haber sido certificada
por el Comité Consultor de Recombinacion de DNA (121), quienes le dieron el titulo de
hospedero bioseguro para la clonacidn de genes extrafios, por lo que se ha hecho de esta
bacteria uno de los fondos genéticos preferidos para clonar y expresar genes de bacterias
gram-negativas del suelo (122). Cominmente se ha utilizado a P. putida KT2440 (116)
debido a que tiene una gran variedad de aplicaciones en biotransformacion donde esta
bacteria tiene considerable potencial para aplicaciones biotecnologicas, biorremediacion
y agricultura, donde, debido a su habilidad para colonizar la rizospora de plantas (123),

puede facilitar el desarrollo de biopesticidas y promotores del crecimiento (21).

Aungue P. putida KT2440 ha sido aprobada como una cepa biolégicamente segura, la
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bacteria comparte una interrelacion evolutiva estrecha con P. aeruginosa que es un

patdgeno oportunista en el hombre (124) y otras Pseudomonas que son patdgenos de las

plantas (21y 106).

Existen dos secuencias de genomas de Pseudomonas tipo | que comunmente se utilizan

y son las de P. aeruginosa PAO1 y la de P. putida KT2440 (106). EI genoma de P. putida

KT2440 (FIGURA 3) ¥ (TABLA 1) fue secuenciado por el procedimiento de random shotgun

por el Instituto para investigaciébn genomica (TIGR, The Institute for Genomic

Research) y un consorcio aleman (21). Consiste de un cromosoma circular simple que

codifica mas de 5000 genes, su tamafio es de 6,181,863 pb con un contenido promedio

de G+C del 61.6% vy esta reportado en el Gen Bank con nimero de acceso AE15451

(http:/ www.tigr.orq) (21y 106).
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Figura. 3. Representacion circular del genoma de P. putlda KT2440 (106).

Tabla 1. Caracteristicas generales del genoma de P. putida KT2440.

TOPOLOGIA CROMOSOMA CIRCULAR SIMPLE
Tamafio (pb) 6 181 862
Contenido de G+C (%): termino (rango) 61.6 (43-69)
No. De ORF’s (predichos con programa GUMMER (111)) 5420
Promedio del tamarfio de ORF’s (pb) 1003
% de la region no codificante 12.0

15



El genoma de P. putida contiene 1231 ORF’s (22.7% del total) que estan ausentes en P.
aeruginosa. Estos incluyen 226 proteinas hipotéticas conservadas, 575 proteinas
hipotéticas, un oper6n para la biosintesis de celulosa, un nuevo operén para la
biosintesis de polisacarido, 36 elementos transponibles hipotéticos, tres fagos, nueve
intrones del grupo Il, dos proteinas de resistencia a tolueno, 75 proteinas que estan
involucradas en el metabolismo de energia y genes para la biosintesis de pili tipo IV

(106).

El andlisis de la secuencia del genoma de P. putida KT2440, revel6 también la
existencia de diversos sistemas metabodlicos y de transporte y aunque se tiene un alto
nivel de conservacién del genoma de P. aeruginosa (siendo el 85% de las regiones
codificantes) se encuentran ausentes los factores clave determinantes de virulencia y
caracteristicas asociadas a la virulencia, incluyendo genes para la exotoxina A, elastasa,
exolipasa, fosfolipasa C, proteasa alcalina, una ruta de secrecién de tipo Il (21), dos
transportadores Nramp manganeso/hierro y un operén para la sintesis de ramnolipidos
(106). Sin embargo, es relevante sefialar que P. putida si cuenta con los genes para la
sintesis de acidos polihidroxialcanoicos que facilitan el desarrollo de nuevos bioplasticos
(13, 125, 126 y 127). P. putida cuenta con genes homologos de P. aeruginosa (19), muchos de
los cuales estan involucrados en caracteristicas de virulencia en PAQO1L: proteinas de
adicién a superficie, reguladores de la sintesis de pili, elementos del sistema de
secrecion de los tipos | y 1, enzimas para las biosintesis de cobalamina o pioverdina y
elementos para la degradacion o reparacion del DNA (110, 19). Asi también, observaron
que KT2440 posee aproximadamente 350 sistemas de transporte de membrana

citoplasmica, es decir, 15% mas que P. aeruginosa (106).

Aproximadamente el 60% de las secuencias codificantes predichas son mas similares

entre estas dos especies de Pseudomonas que para alguno de los otros genomas
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microbiales secuenciados (21), sin embargo, las dos especies de Pseudomonas son
distintas en su huella gendmica (la cual ofrece informacion sobre la expresion de todos
los genes y todas las variaciones genéticas de un individuo o un organismo) (10).
Ademas, el analisis del genoma de P. putida muestra su naturaleza no patogénica, lo que
puede ser un punto clave para un empleo potencial en la agricultura, biocatalisis,

bioremediacién y produccién de bioplasticos (21).

Algunos sistemas adicionales que parecen tener caracteristicas asociadas a virulencia las
han identificado analizando el genoma entero, por ejemplo la capacidad de mostrar
quérum sensing, es una caracteristica asociada a la virulencia en P. aeruginosa, pero
aunque KT2440 tiene genes para la produccion de homoserina lactona, esta bacteria

aparentemente no produce cantidades detectables de esta molécula sefial (10).

2. Factores de virulencia y sistema sensor de quorum en Pseudomonas

aeruginosa.

Factores de virulencia.

En P. aeruginosa, los genes que son mas importantes en el proceso de infeccion son
inducidos durante la colonizacion y después pueden causar gran dafio al tejido, invasion
en el torrente sanguineo, y diseminacion (25 y 26). Aungue P. aeruginosa es una bacteria
que no invade la mucosa normal, puede causar serias infecciones nosocomiales en

individuos inmuno-comprometidos y en pacientes con fibrosis quistica (27).

P. aeruginosa tiene dos tipos de factores de virulencia, los asociados a la célula (flagelo,

pili, adhesinas, alginato, biofilm, lipopolisacaridos) y los extracelulares (proteasas,
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hemolisinas, exotoxina A, exoenzima S, piocianina) (FIGURA. 4) (25y 26).

alginato biofilm ¥ adesinas no-pili

Lipopolizacaridos

Flagelo

Productos extracelulares:

-Proteasas: elastasalas B, elastazalasA, fosfatasa alkalna
-Hemolisinas: fosfolipasa C, ramnolipidos

-Exotoxing A

-Exoenzima 3

-Piocianina

Fig. 4. Factores de virulencia en P. aeruginosa.

Existen también muchos otros metabolitos secundarios producidos por P. aeruginosa,
(VER TABLA 3 DEL APENDICE A), los cuales intervienen para incrementar la virulencia de la
bacteria, ya que pueden contribuir a la invasion de los tejidos por sus efectos citotoxicos,
tal es el caso de las lectinas asi como de las hemolisinas (fosfolipasa C y ramnolipidos,
siendo estos ultimos descritos méas adelante), que pueden actuar sinérgicamente para
disolver membranas lipidicas (25 y 26). Ademas de los factores descritos, existen otros que
participan en la virulencia, pero aun no se ha descrito un modelo detallado de los
factores infecciosos que participan en el establecimiento de las infecciones en P.

aeruginosa (29).

En P. aeruginosa, muchos de los genes de virulencia son conocidos y se encuentran

regulados en respuesta a diferentes sefiales ambientales que cominmente se encuentran
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en el hospedero. Por ejemplo, la expresion de la exotoxina A, el factor més tdxico de P.
aeruginosa y la piocianina, (que es un compuesto redox muy activo que produce
multiples efectos citoplasmicos en las células de los mamiferos, y que es producido
unicamente por esta especie), son estimulados por la limitacion de hierro que se
encuentra en el ambiente in vivo de tejidos animales y del humano. Aunque se sabe que
mutantes de P. aeruginosa defectuosas en la produccién de la exotoxina A, exoenzima
S, elastasa o fosfatasa alcalina tienen una virulencia reducida, la contribucion de un

factor dado puede variar con el tipo de infeccion (25 y 26).

Sistema sensor de quérum.

P. aeruginosa parece controlar la produccion de muchos de sus factores de virulencia
extracelulares mediante mecanismos que monitorean la densidad celular bacterial (TABLA
2). Este proceso se conoce como “respuesta sensora de quorum” (RSQ) y es un
fendbmeno genérico descrito en muchas bacterias tanto gram-negativas como gram-
positivas, y le permite a la bacteria entrar en el tipo de comunicacién y sefializacion
bacterial célula-célula, mediante sistemas de sefial-deteccién y mecanismos de sefial-
transduccion para procesar la informacion que se encuentra contenida en la sefial y
reaccionar apropiadamente mediante cambios en la regulacion de un gran numero de
genes (28), incluyendo numerosos factores de virulencia, e involucrando mdaltiples
compuestos para hacer eficiente la patogenia de la bacteria de forma coordinada a
densidades especificas (29 y 30). Asi, la bacteria obtiene una gran ventaja, que le permite
detectar cambios en su ambiente mediante su propia densidad celular y puede

comunicarse con toda una poblacion en vez de permanecer como célula individuales (25).
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Tabla 2. Funciones reguladas por el circuito sensor de quérum en P. aeruginosa.

RASGOS FENOTIPICOS BAJO EL CONTROL SENSORIAL DE QUORUM EN P. agruginosa.

Biosintesis de adesinas (lectinas)

Biosintesis de exotoxina A

Biosintesis de proteasa

Formacion de hiofilms

Motilidad tipo swarming

Neuraminidasa

Proteinas del sistema de secrecidn del tipo 111

Sintesis de acil-homoserin-lactonas

Sintesis de Acido cianhidrico

Sintesis de las enzimas de respuesta al estrés oxidativo (catalasa, superoxido dismutasa)

Sintesis de piocianina
Sintesis de PQS

Sintesis de ramnolipidos

Actualmente se conoce que P. aeruginosa posee, un sistema multiple de quérum que es

jerérquico y en forma de cascada (FIGURA. 5).

Este regulon esta formado por dos sistemas completos dependientes de N-
acilhomoserinlactonas (AHL) como autoinductores llamados LasR/Lasl y RhIR/RAII,
mejor conocidos como sistema las y sistema rhl (31). Estos sistemas regulatorios son
comparables al primer sistema tipo sensor de quérum caracterizado, LuxR/Luxl que

perteneciente a la bacteria marina Vibrio fischeri (2s).
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Figura 5. Esquema del proceso regulatorio en P. aeruginosa, integrado por los genes regulados por la
respuesta sensora de quérum (RSQ) que permite la regulacién de muchos genes, incluyendo
algunos que codifican para factores de virulencia (27, 30).

De forma especifica, el sistema sensor de quérum comprende dos partes esenciales que
se ven representadas claramente si tomamos como ejemplo el sistema sensor de quérum

de la bacteria marina V. fischeri que regula los genes de luminiscencia (2s):

a) Una sefial quimica generada por la misma bacteria (autoinductor), producida por
la proteina codificada por el gen luxl. La sefial quimica es la N-acilhomoserin
lactona N-(3-oxohexanoil) homoserin lactona (3s).

b) Un activador transcripcional dependiente de la densidad celular codificado por

IuxR (36).
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Como se menciond anteriormente, es frecuente que en bacterias gram-negativas las
moléculas sefial producidas sean las pertenecientes a la familia acil-homoserin-lactonas
abreviadas AHLs (Acylated Homoserine Lactones). Estos autoinductores tienen como
base molecular comdn, una homoserin lactona, y su diferencia radica en el tamafio y las
sustituciones de la cadena lateral (32) (FIGURA. 6). Aunque P. aeruginosa es capaz de
producir diversas moléculas (28), produce mayormente dos moléculas sefial (31), los
autoinductores N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona (C12-HSL), y el N-butiril-L-

homoserin-lactona (C4-HSL) (3s).

Figura 6. A) Estructura de la molécula N-butiril-L-homoserin-lactona.
B) Estructura de la molécula N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona (34).

Cuando los autoinductores se encuentran en muy bajas concentraciones, se sintetizan en
un nivel basal y su difusion al medio los diluye, sin embargo, cuando se incrementa la
densidad celular, también aumenta la concentracion de los autoinductores y las células
pasan a lo que se denomina concentracion critica, permitiéndose que los autoinductores
se unan de forma especifica a su proteina cognado y a su vez se aumente la transcripcion
de los genes blanco y de la proteina Luxl. En P. aeruginosa los reguladores que
participan en el sistema sensor de quorum son LasR (para 3-0x0-C12-homoserin-
lactona) y RhIR (para C4-homoserin-lactona) (25 y 33). Estas proteinas reguladoras por si
mismas no son activas sin su correspondiente autoinductor y a este complejo se le ha
denominado complejo proteina/autoinductor, que se une a una secuencia especifica de

DNA rio arriba de los genes blanco para aumentar su transcripcion (25). Sin embargo, los
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sistemas Las y Rhl no son independientes y forman una cascada regulatoria en la cual
LasR en combinacion con su ligando cognado 3-O-C12-HSL activa la expresion de rhiIR

y rhill 27).

En P. aeruginosa, ademas de los dos tipos de autoinductores como el 3-oxo-C12-
homoserin-lactona y el C4-homoserin-lactona (que son acil homoserin lactonas) se han
identificado otras moléculas sefial involucradas en la comunicacién intracelular. Estas
moléculas son la 3,4-hidroxi-2-heptilquinolina (PQS) y la 4-hidroxi-2-heptilquinolina
(HHQ), (FIGURA. 7y se trataran en el punto 3 de esta seccién), que pertenecen a la familia de las 4-
hidroxi-2-alkilquinolonas (HAQs), (34) incluyendo a los N oOxidos que exhiben

actividades antimicrobiales (35).

Figura7. A) Estructura de la molécula PQS  B) Estructura de la molécula HHQ (34).

3. PQS (2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona), HHQ (4-hidroxi-2-heptilquinolina) y

su biosintesis.

PQS (2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona) y HHQ (4-hidroxi-2-heptilquinolina).

Como se menciono anteriormente, P. aeruginosa produce dos tipos de sefiales de
comunicacion celula-célula, siendo la primera mediante miembros de la familia acil-

homoserina lactona, que regulan la RSQ y a su vez la expresion de ciertos genes entre
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los que figuran los que se expresan para producir ramnolipidos. La segunda es por
moléculas que se relacionan también la comunicacidon intracelular afectando
parcialmente dicha RSQ, y pertenecen a la familia de las 4-hidroxi-2-alquilguinolonas

(HAQS) (FIGURAS. 6 y 7) (27).

El PQS se secreta de la célula mediante vesiculas y actda como sefial molecular
modulando la expresion de los genes y tiene un papel central en la expresion de muchos
aspectos asociados a la virulencia como lo es la biosintesis de piocianina y la lectina
codificada por el gen lecA (27 y 34). Estos factores de virulencia también son regulados
por la respuesta sensora de quérum (FIGURA 5), pero se desconoce la interrelacion entre

esta respuesta y la mediada por PQS.

PQS ha podido ser detectada mediante cromatografia de capa fina en muestras de esputo
en infecciones pulmonares crénicas de pacientes con fibrosis quistica (38 y 49).
Actualmente se han publicado diversos métodos para la deteccion de PQS, entre ellos un
ensayo bioldgico indirecto, el cual monitorea la expresion de una fusion lasB-lacZ una
vez expuesta a diferentes concentraciones de PQS (5), Yy un método de separacion

mediante cromatografia de capa fina seguida por un analisis de densitometria (38, 50y 51).

Por otro lado, se ha visto que la molécula 4-hidroxi-2-heptilquinolina conocida como
HHQ es precursor directo de PQS, y estas dos moléculas participan en la regulacion de
la expresion genética a través de interaccionar con la proteina regulatoria de la familia

LysR llamada MvfR o PgsR 34y 91).

Biosintesis de PQS y HHQ.

La biosintesis en P. aeruginosa de HAQs involucra como precursores esenciales
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directos al &cido antranilico y a los acidos grasos [-ceto (B-cetodecanoico 6 B-
cetododecanoico), y que mediante la catalisis de las enzimas codificadas en el operén
pgsABCDE, se puede sintetizar la molécula de PQS, como se muestra en el esquema

presentado en la (FIGURA. 8) (32y 34).
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Figura 8. Ruta de biosintesis de la molécula PQS (32y 34).

Por otra parte, algunos autores han mostrado mediante el analisis de las HAQs por
cromatografia liquida, que el operdon pgsABCDE, codifica enzimas que dirigen la
biosintesis de cinco clases de HAQs, incluyendo moléculas que funcionan como
antibioticos e inhibidores de citocromo y significativamente como moléculas de

comunicacion intercelular como HHQ y PQS (FIGURA. 7) (34).

Otros tipos de estudios sobre expresion han permitido demostrar que el regulador

transcripcional MvfR, controla la expresion del operon pgsABCDE (31) y que HHQ
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ademas del propio PQS (34) puede hacer el papel de mensajero extracelular, que al ser
alcanzado por otra célula bacterial o tomado por una célula vecina, se pudiera convertir
en PQS mediante la accion de la enzima PgsH monoxigenasa FAD-dependiente, para ser
usado como molécula sefial por otras células cercanas (FIGURA. 9) (31). También HHQ

interacciona con MVfR (91).

LecA, pyocyanin,
elastase,
rhamnoli pids

Figura 9. Sistema de comunicacion donde interviene PQS y HHQ (31)

4, Ramnolipidos, ruta biosintética y aplicacion biotecnoldgica.

Ramnolipidos.

P. aeruginosa es conocida por producir y secretar grandes cantidades de los
biosurfactantes glicolipidos que contienen ramnosa y por lo que son denominados
ramnolipidos, siendo objetivo primordial y de gran interés en esta investigacion por el

potencial biotecnoldgico que presentan y del cual se explicara méas adelante (11).
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Sin embargo existen muchos microorganismos que son capaces de producir surfactantes,
tal es el caso de los géneros Bacillus, Arthrobacter, Rhodococus, Acinetobacter,

Corynebacterium, Candida y Torulopsis, como se muestra en la TABLA 3 (60 y 61).

TABLA 3. Fuente y propiedades importantes de tipos de surfactantes (glicolipidos) microbianos (61 y 84).

_ . . Tension superficial Tension interfacial
Biosurfactante Microorganismo CcMC
(mN/m) (mN/m)
Glicolipidos

Ramnolipidos P. aeruginosa 29 0.25
Pseudomonas sp. 25-30 0.1-10 1

Trealolipidos Rhodococcus erythropolis 32-36 4 14-17
Nocardia erythropolis 30 20 35
Mycobacterium sp. 38 0.3 15

Soforolipidos Torulopsis bombicola 33 18
Torulopsis apicola 30 0.9
Torulopsis petrophilum

Celobiolipidos Ustilago zeae, Ustilago maydis

CMC = Concentracion Micelar Critica.

Los biosurfactantes son moléculas amfipaticas que pueden modificar las propiedades de
un medio liquido en una superficie o interfase por la reduccion de la tension superficial,

y se les han atribuido diversos papeles en la fisiologia de los organismos:

1. Aumentan la biodegradacién de fuentes de carbono organicas y solubles como los
hidrocarburos del petréleo (62).

2. Ayudan en la union y desunion de las bacterias a superficies (61) y permiten la
colonizacidn en la superficie de las hojas (67).

3. Se utilizan en mecanismos de defensa bacterial (61).

4. Funcionan como un factor de virulencia contra microorganismos patdégenos de

plantas (64, 65) y animales (66).
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El aislamiento e investigacion de la produccién de los ramnolipidos fue primeramente
reportado en 1949 por Jarvis et al 48), quien definid su estructura quimica y demostré la
presencia de una union glicosidica del B-hidroxidecanoil B-hidroxidecanoato con dos
moléculas de ramnosa, obtenidos de aislados de P. aeruginosa creciendo bajo glicerol

como fuente de carbono (FIGURA. 10) (42 y 48).

! T
C | (l,'—CI—(I,'H—CHI—CDD—(F'H—CHJ—CDOH
0 Hf}ﬂH (ll_, HCOH  (CH), (CHy)q
HCOH . HC CH, CH,
HD(EH 0 HD(LH
cu | cn
ca, cn,

Figura 10. Estructura quimica de los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa,
conteniendo dos moléculas de ramnosa (48).

Los ramnolipidos son secretados de la célula durante las fases de crecimiento que
corresponden a la pre-estacionaria y estacionaria y pueden ser detectados y medidos

mediante el método de orcinol (descrito en detalle en la parte de materiales y métodos).

Las moléculas de ramnolipidos son solubles en metanol, cloroformo, y éter etilico, y
tienen buena solubilidad en soluciones acuosas alcalinas, aunque la propiedad mas
conocida de los ramnolipidos es su caracteristica tenso-activa, que permite la reduccién

de la tension superficial del agua (s6).

En general, los ramnolipidos pueden ser producidos usando varios sustratos que pueden
ser de tipo hidrofilicos e hidrofobicos y que son relativamente baratos, tales como
carbohidratos, aceites vegetales, y hasta mediante desechos provenientes de la industria

alimentaria (s6). Ademas, la limitacion en la concentracién de algunos iones como son el
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hierro, magnesio, calcio, potasio, y sodio, permite una buena produccion de los
ramnolipidos (s8), y mejor aun, la limitacion de fosforo hace la produccion mas efectiva,
ya que permite el aumento de 4-5 veces de la productividad (57). También se ha
reportado que la produccion de los ramnolipidos por P. aeruginosa creciendo con

glucosa como fuente de carbono, es optima a 37°C (59).

En cultivo liquido y bajo condiciones especificas, P. aeruginosa puede producir dichos
biosurfactantes, obteniéndose dos formas de ramnolipidos, los mono-ramnolipidos y los

di-ramnolipidos (66 y 42).

Estos compuestos estan predominantemente constituidos por la unién de uno o dos
moléculas del azticar ramnosa y dos moléculas de acidos grasos B-hidroxi (3-hidroxi)
4). Los ramnolipidos con una molécula de azucar son referidos como mono-
ramnolipidos, mientras que los que contienen dos moléculas de ramnosa son di-
ramnolipidos. El tamafio de la cadena de carbono encontrada en las porciones de -
hidroxiacil de los ramnolipidos puede variar, sin embargo, la extension de la cadena de

carbono que predomina es la de 10 carbonos (FIGURA. 11) (55).

gt o &
€+~ CH-CH;CH; CH; CH; CH; CH: CH,
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HO ':::H;
0-CH-CH;CH;CH;CH;CH;CH;CH,
OH OR
L 1 L 1
Cabeza Polar Tallos no-polares

N 4

(UAAY

Figura 11. Estructura de los ramnolipidos. Donde R puede ser un H, o0 una molécula de ramnosa (90).
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Ruta biosintética de los ramnolipidos.

La biosintesis de los ramnolipidos en P. aeruginosa, se lleva a cabo mediante tres
reacciones secuenciales (FIGURA. 12). Dos de estas reacciones son catalizadas por
ramnosil transferasas especificas, la Rtl 6 RhIB (40) que es la responsable de acoplar a la
dTDP-L-ramnosa con un dimero de acidos grasos (HAA) producido por RhlA (la
primera enzima de la via) (41y 44) para sintetizar mono-rhl y la Rt2 o RhIC que forma los
di-rhl @4243. En ambas reacciones se utiliza como sustrato a la desoxi-
timidina-difosfo-L-ramnosa (dTDP-L-ramnosa) proveniente de la glucosa 1-fosfato,
mediante la ruta biosintética integrada por las enzimas que se encuentran codificadas en
el operon rmIBDAC. La dTDP-L-ramnosa es el donador de ramnosa y junto con los

HAAs forman los ramnolipidos (39).
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Figura 12. Ruta de biosintesis para la formacién de mono-ramnolipidos y di-ramnolipidos.
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Las proteinas RhIA y RhIB estan codificadas en el operdn rhlAB, que esta regulado por
RhIR (40), que como ya se describid es una de las proteinas reguladoras que controlan la
produccidn de virulencia asociada a la RSQ, teniendo como autoinductor a la molécula

butanoil-homoserina lactona (C4-HSL) (39).

La sintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa comparte algunos pasos biosintéticos con
otros compuestos como son el lipopolisacarido (LPS) y como se describira méas adelante

con los polihidroxialcanoatos (PHAS) (11 y 40).

Aplicacion biotecnoldgica de los ramnolipidos.

La produccion de los ramnolipidos es atractiva como una alternativa para sustituir 1os
surfactantes sintetizados quimicamente debido a su compatibilidad ambiental, en general
son considerados por tener algunas ventajas sobre los surfactantes quimicos como son
los efectos de la baja irritabilidad, anti-irritabilidad y compatibilidad con la piel (131), por
su posible produccion mediante fermentacion, por su gran aplicacion industrial y
ambiental debido a sus propiedades tensoactivas (54 y 11). Sin embargo, son poco
competitivos con los productos quimicos establecidos debido a su alto costo de

produccion (12).

Los ramnolipidos se emplean grandemente en diversas areas en (s4) donde su aplicacion
promete mejor compatibilidad y buena degradabilidad microbiana (128). Se usan en la
produccion de quimicos finos, para caracterizar superficies y capas superficiales, en la
elaboracién de productos cosméticos y farmacéuticos (131 y 54), en el tratamiento como
aditivos para la remediacion ambiental. Ya que los ramnolipidos son efectivos en el
control de patdgenos de ciertas plantas, se les da un valor importante como agentes de

control bioldgico (s6y 90).
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Los ramnolipidos libres y los modificados quimicamente han sido empleados en la
biorremediacion porque reducen la toxicidad de metales (68 y 69) debido a que pueden
unirse eficientemente a iones complejos como el plomo, zinc, arsénico y cadmio (73),
ademas se estima que el 37% de los sitios contaminados con orgénicos son también
contaminados con metales, por lo que la presencia de estos metales toxicos puede causar
inhibicion de la degradacion de los compuestos organicos (134). EI empleo de los
ramnolipidos permite aumentar la degradacién de hidrocarbono en los sistemas co-
contaminados con compuestos organicos y metales toxicos, ademas se tiene como
ventaja que la biodegradacion de los ramnolipidos ocurre al cabo de casi 8-12 dias (73),
lo que permite tener alternativas para sustituir el uso de los surfactantes quimicos

sintéticos de alto costo cuyo uso puede tener impactos toxicos en el ambiente (11).

Los biosurfactantes también han sido probados tanto en sitios contaminados por petréleo
como por su capacidad para asistir de forma natural al agotamiento de grandes
cantidades de este contaminante, teniendo resultados positivos al medir el nivel de
descontaminacion tanto en los tratamientos preventivos como en los del final del

tratamiento (73y 132).

Los ramnolipidos en particular han sido empleados en grandes cantidades como aditivos
en las industrias de cosmeticos y de cuidados de la salud para hacer para una gran
variedad de importantes productos incluyendo: liposomas y emulsiones (133), repelentes
de insectos, antiacidos, cojinetes para el acné, productos anti-caspa, soluciones para
lentes de contacto, productos para pintar y cuidar el cabello, desodorantes, productos
para las ufias, lapices labiales, sombras para ojos, mascarillas, pasta dental, aclaradores
dentales, antitranspirantes, condones lubricados, productos para bebes, productos para el

cuidado de los pies, antisépticos, productos para afeitar y depilar y humidificadores (131).
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Los ramnolipidos ademaés tienen actividad bioldgica como agentes de biocontrol debido
a su efecto sobre plantas y plagas de éstas, de esta forma, se sabe que tanto mono como
di-ramnolipidos purificados, en concentraciones entre el intervalo de 5 hasta 30 mg/l,
afectan la motilidad y lisan poblaciones enteras de Pythium aphanidermatum,
Phytophtora capsici y Plasmopara lactucae-radicis (73), en tiempos menores a 1 minuto

(90).

5. Polihidroxialcanoatos, ruta biosintética y aplicacion biotecnoldgica.

Polihidroxialcanoatos.

Los polihidroxialcanoatos (PHAS), son moléculas sintetizadas por diversas especies
bacterianas gram-positivas y gram-negativas (136 y 137) y debido a sus propiedades fisicas
y quimicas han podido emplearse para elaborar plasticos biodegradables, por lo cual son
considerados como posibles sustitutos de los plasticos convencionales (135). Ademas
estos compuestos tienen gran interés en este trabajo, ya que supuestamente tienen un

precursor en comun con los ramnolipidos, donde probablemente interviene RhlA (39).

El primer PHA descubierto fue el poli (3-D-hidroxibutirato) (PHB), un homopolimero
que fue detectado en el afo 1925 en la especie Bacillus megaterium (139).
Posteriormente, se encontraron inclusiones de PHA en una extensa variedad de especies
bacterianas, y hasta la fecha han sido identificados diferentes tipos de PHAs. Se conoce
que son moléculas estructuralmente simples constituidas por polimeros carbonados de
estructura lineal y se acumulan dentro de la célula como cuerpos de inclusion a niveles
tan altos que pueden representar el 90% del peso seco celular (136 y 137). Estos poliésteres

estan compuestos de mondmeros de acidos grasos 3-hidroxi, en donde el grupo
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carboxilo de un mondmero forma una union éster con el grupo hidroxilo del monémero
Vecino (FIGURA 13). La masa molecular de los PHAs varia para el tipo de PHA producido,

pero generalmente esta en el orden de 50,000 hasta 1,000,000 Da (13s).
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Figura 13. Estructura quimica del monomero (arriba) y estructura general de los PHAs.
R/R1/R; = H, grupos alquilo C;-Cy3, X =1-4 y n=100-300,000 (136 y 160).

La gran mayoria de los seres vivos acumulan diferentes sustancias de reserva cuando
existen muchos recursos en su entorno, asi los PHAs constituyen para muchos tipos de
bacterias un depoésito energético de reserva, que pueden incrementar cuando en el
ambiente hay exceso de carbono pero existe un desequilibrio en los nutrientes esenciales
0 escasez en alguno de los nutrientes como nitrogeno, azufre o fosfatos (135 y 138). La
sintesis de los PHAS le genera a la bacteria la gran ventaja de poder almacenar un exceso
de nutrientes intracelularmente sin afectar su adaptabilidad general (137 y 138), de esta
manera, si el carbono se agota, 0 se suministra el nutriente faltante, los PHAs son
entonces utilizados como fuente de carbono y energia en diferentes procesos vitales que
permiten que la bacteria sobreviva, como lo seria mediante la esporulacion si es su caso,
0 la eliminacion de compuestos toxicos (135). Ademas, en la polimerizacion de

intermediarios solubles a moléculas insolubles, la célula no se encuentra sometida a

34



alteraciones en su estado osmético, lo que previene que estos valiosos compuestos no se
pierdan por salir de la célula. Consecuentemente, los PHAs almacenados permaneceran
disponibles con un costo energético relativamente bajo y con seguridad para reusarse (136

y 137).

Ruta biosintética de los polihidroxialcanoatos.

La sintesis de PHASs se hace mediante la polimerizacion de &cidos grasos 3-hidroxi con
cadenas de carbono de tamario variable desde 6 a 14 atomos de carbono. Los &cidos
grasos son producto de la sintesis de novo, de donde se obtiene el 3-hidroxiacil-ACP.
Estos &cidos grasos son el sustrato de PhaG, una transacilasa que recientemente ha sido
identificada y caracterizada (47 y 143) y esta encargada de catalizar en un solo paso la
transferencia del grupo ACP a CoA, y en una segunda reaccion es tomado el producto de
PhaG por PhaC, que codifica para una PHA sintasa encargada de la polimerizacion que

genera los PHAS (FIGURA. 14) (46, 47).
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Figura 14. Biosintesis de los polihidroxialcanoatos (PHAS).
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Aplicacion biotecnoldgica de los polihidroxialcanoatos.

Al extraer los PHAs de la célula bacterial, se ha encontrado que estas moléculas
muestran propiedades similares a las de algunos plasticos convencionales tales como el
polipropileno, debido a que estos compuestos tienen una masa molecular lo

suficientemente alta para tener caracteristicas de polimero (TABLA 4) (136 y 140).

Tabla 4. Propiedades de los PHAs y del polipropileno (140).

i Compuesto
Parametros
P(3HB) P(3HB-3HV) P(3HB-4HB) P(3HO-3HH) PP
Tm (°C)° 177 145 150 61 176
Tg (°C)° 2 21 27 236 210
Cristalinidad (%) 70 56 45 30 60
Extension de rompimiento (%) 5 50 444 300 400

@ P(HB) = poli(3-hidroxibutirato), P(3HB-3HV) = poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) conteniendo 20% de 3HV, P(3HB-4HB)
= (3-hidroxibutirato-4-hidroxibutirato) conteniendo 16% de 4HB, P(3HO--HH) = poli(3-hidroxioctanoato-co-hidroxihexanoato)
conteniendo 11% de 3HH, y PP = polipropileno.

®Tm= Temperature de fundicion (melting temperature) ¢ Tg = Temperatura de cristalizacion (glass transition temperature).

El origen bacterial de los PHAs hace de estos polimeros un material natural, ademas
poseen otras caracteristicas tipicas interesantes (tabla 55 como su biodegradabilidad,
debido a que muchos microorganismos tienen desarrollada la habilidad para degradar
estas macromoléculas mediante la accion de PHA depolimerasas y PHA hidrolasas
extracelulares hasta CO, y agua (138). Asi pues, los PHAs son reciclables, siendo su
degradacion de pocos meses 0 afios bajo condiciones anaerobicas (142 y 136) (FIGURA. 15), a
diferencia de los termoplasticos petroquimicos (136), que permanecen en la superficie
terrestre practicamente inalterables por miles de afios (138). Sin embargo, las actividades
de las enzimas que polimerizan los PHAs (PHA polimerasas) pueden variar

dependiendo de la composicion del polimero, de su forma fisica (amorfa o cristalina), de
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las dimensiones de la muestra, e importantemente de las condiciones ambientales. Otra
caracteristica muy importante es el hecho de que los PHAs pueden ser producidos a
partir de recursos renovables derivados de la agricultura que se utilizan como fuente de
carbono y permiten reducir su costo de produccion, y en la fabricacion de plasticos que

derivan de hidrocarburos, utilizan las reservas petroquimicas del planeta (13s).

Tabla 5. Ventajas que tienen los plasticos a partir de PHAs en comparacion con los plasticos petroquimicos (135).

PLASTICOS CONVENCIONALES PLASTICOS BIODEGRADABLES
Utilizan como materia prima recursos no Su produccidn es sostenible a partir de residuos de la
renovables. agroindustria.

] Se degradan facilmente por la accion de
Se acumulan en el ambiente. ) ]
microorganismos.

Su reciclado puede generar sustancias toxicas. | Su biodegradacién produce O, y H,O.

-

> 9 =

CONTROL  3MESESEN COMPOSTA 9 MESES EX COMPOSTA

Figura 15. Degradacion de botes hechos con PHAs mediante composta (D. Seebach, ETH).

La mayoria de las aplicaciones de los PHAs son las de reemplazar a los polimeros
petroquimicos corrientemente en uso en empaquetados y en revestimientos, ademas, los
PHAs prometen ser una nueva fuente de pequefias moléculas ya que pueden ser
hidrolizados quimicamente, obteniendose mondmeros que pueden ser convertidos a
moléculas comercialmente atractivas como son los p-hidroxiacidos, 2-acidos alcanoicos,
B-hidroxialcanoles, p-acilactonas, p-aminoacidos y ésteres B-hidroxiécidos, siendo este
ultimo una clase que esta recibiendo atencién por sus aplicaciones potenciales en la

produccion de solventes biodegradables (13s).
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6. La sintesis de ramnolipidos comparte pasos biosintéticos con la sintesis de

otros compuestos.

Como ya se menciond, la ruta de biosintesis para producir los rhls utiliza dos

precursores:

1. Los 3-hidroxiacil-ACP que provienen de la sintesis de novo de los acidos
grasos cuando se utiliza aztcar como fuente de carbono y son empleados por

RhIA para la sintesis de los HAAS (44).

2. La dTDP-L- ramnosa, de la cual RhIB transfiere la ramnosa para unirla a los

HAAs y formar los mono-ramnolipidos (42, 43y 52).

Sin embargo, se sabe que el 3-hidroxiacil-ACP es también un sustrato utilizado en la
sintesis de PHAs por la transacilasa PhaG para convertirlo en el tioéster correspondiente
(R)-3-hidroxidecanoil-CoA, por lo que se ha postulado en esta tesis que existe una
competencia entre los flujos de dicho sustrato por ambas vias, ya que sus productos
estan compuestos de acidos 3-hidroxidecanoicos conectados por enlaces de tipo ester

(FIGURA. 16) (92).

Por otro lado, se sabe que la membrana externa de las bacterias gram-negativas se
encuentra formada principalmente por el lipopolisacarido (LPS), que es un factor de
virulencia en P. aeruginosa (7), permitiendo la difusion de solutos hidrofilicos pequefios
y presentando muy baja permeabilidad para los compuestos hidrofébicos (24). El
lipopolisacarido de P. aeruginosa a diferencia de otras bacterias presenta dos
componentes distintos: la banda A y la banda B. La banda B tiene una estructura

variable y determina el serotipo de las cepas de Pseudomonas, ademas es empleado para
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identificar y clasificar los distintos aislamientos de esta bacteria, mientras que la banda
A es un polimero de D-ramnosa (7). Un nimero importante de cepas de P.aeruginosa

incluyendo a PAOL, contienen L-ramnosa entre la banda B del LPS (FIGURA. 16).
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Figura 16. Esquema de las sintesis de ramnolipidos y PHAs en P. aeruginosa.
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3. Piocianina, su biosintesis y aplicacion biotecnologica.

Piocianina.

La sintesis bacteriana de pigmentos es una caracteristica determinada genéticamente que
les confiere color a las bacterias, yendo desde el tono amarillo al rojo (152). Las especies
més abundantes y productoras de pigmentos fenacinas se encuentran entre linajes gram-
positivo con alto contenido de G+C, aunque también se producen mediante clases de
proteobacterias gram-negativas correspondiendo a las especies fluorescentes de
Pseudomonas que tipicamente pueden sintetizar dos o un gran numero de estos
pigmentos extracelulares (144), siendo la pioverdina el mejor pigmento fluorescente

amarillo-verdoso conocido y caracteristico de estas bacterias (150).

Las fenacinas comprenden a una gran familia de compuestos heterociclicos que
contienen nitrégeno y son sintetizados casi exclusivamente por bacterias del género
Pseudomonas, Streptomyces, Nocardia, Sorangium, Brevibacterium y Burkholderia. Se
conocen casi 50 de estos compuestos fenacinicos con la misma base estructural,
difiriendo solo en la derivatizacion de la base heterociclica. Dichas modificaciones
determinan fuertemente las propiedades fisicas de las fenacinas e influencian su

actividad bioldgica sobre patogenos de plantas y animales (105 y 144).

Las Pseudomonas son las especies productoras mejor estudiadas de dichas fenacinas, asi
se sabe que P. aeruginosa fue la primera en ser reportada en la literatura por producir en
mayor proporcién a esta clase de fenacinas, Pseudomonas fluorescens Unicamente
produce 4cido-1-fenacinico (PCA, phenazine-1-carboxylic acid), y Pseudomonas
chlororaphis que es conocida porque puede producir estos compuestos (144).

Probablemente, el primer pigmento fenacinico asociado y descrito en P. aeruginosa, es

40



el 5-N-metil-1-hidroxifenacina, mejor conocido como piocianina (PYO, pyocyanine)
(Figura 17) (145), que estructuralmente contiene un fenol y también es producido por
Pseudomonas cepacia y P. fluorescens (149). Este pigmento es difusible al medio de
cultivo, por lo que brinda una coloracién verde-azul muy caracteristica (144), ademas de
servir a la bacteria como un factor de virulencia, ya que puede penetrar facilmente por

las membranas celulares (151).

La producciéon de PYO estd asociada al 90% y 95% de las cepas aisladas de
Pseudomonas, pudiendo ser recuperadas rapidamente y en grandes cantidades del esputo
de pacientes con fibrosis quistica y de secreciones cronicas del oido en otitis media

infectados por P. aeruginosa (151), sin embargo, ciertas cepas casi no la sintetizan (144).

P. aeruginosa también puede producir otras fenacinas que derivan de sustituciones
simples en las posiciones del carboxi- e hidroxi, dandoles propiedades fisicas y
consecuentemente actividad antibidtica que puede diferir de acuerdo a la naturaleza y
posicion de los sustituyentes sobre el anillo heterociclico (144). Algunas de estas
fenacinas incluyen a la 1-hidroxifenacina, al acido-1-fenacinico (PCA = phenazine-1-
carboxylic acid), fenacina-1-carboxilamida (PCN = phenazine-1-carboxamide) (Figura 17),
aeruginosin A (5-metil-7-amino-1-carboximetilfenazinum betaina) y aeruginosin B (5-
metil-7-amino-1-carboxi-3-sulfofenazinum betaina) (144, 145y 146) y pioverdina, que es un
péptido que contiene un derivado de hidroxiquinolina caracteristico de los sideréforos

producidos por las Pseudomonas fluorescentes (149).

OH COOH 4 ) CONH, OH
N ! N : N N
- 2 TR g =S TR
i 3 o 7 T -
N vy N : N N
1-Hidroxifenacina Acido-1-fenacinico (PCA) Fenacina-1-caroxilamida (PCN) Piocianina (PYO)

Figura 17. Fenacinas producidas por Pseudomonas (144, 145y 146).
41



En la actualidad se han descrito muchas diferentes estructuras de todas estas fenacinas
(150), y Se sabe que estas moléculas cuentan con un amplio rango de actividad biolégica
debido a su habilidad para soportar el ciclo redox en la presencia de varios agentes
reductores y oxigeno molecular, el cual lleva a la acumulacion de super-6xido (O,) que

causa diversos tipos de lesiones o muerte celular (14s).

Biosintesis de piocianina.

La sintesis de fenacinas es una caracteristica que sélo presentan las bacterias (144). En P.
aeruginosa dicha sintesis deriva de la via de biosintesis de los amino &cidos aromaticos

(tirosina, fenilalanina, triptéfano y otros elementos derivados) (Figura 18) (156).
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Figura 18. Ruta de biosintesis de los compuestos aromaticos en E. coli (156). 42



Como ya se menciond, P. aeruginosa, puede producir pioverdina y piocianina, como
producto secundario de la ruta de la biosintesis aromaética del shikimato, siendo el
corismato (del griego, horca) el compuesto de bifurcacion de la biosintesis de las
fenacinas, ya que mediante la condensacion simeétrica de dos moléculas de corismato se

forma el nucleo fenacinico (Figura 19) (144 vy 157).

Tirozina
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phiS
Fenacina-1- 1-hidroxifenacina
carboxilamida Y (1-OH-PHT)
(PCN) Piocianina
(BYO)

Fenacinasz

Figura 19. Biosintesis de fenacinas en P. aeruginosa (157).

Aplicacion biotecnoldgica de la piocianina.

Como en algunos otros compuestos producidos por P. aeruginosa, también se ha
investigado que las fenacinas tienen potencial biotecnoldgico, ya que estos compuestos
poseen actividad antibiotica de amplio espectro hacia bacterias, hongos, y tejidos de
plantas y animales, por lo que también se les ha denominado bactericidas (144). Asi, se
sabe que la piocinina producida por P. aeruginosa puede decrecer la diversidad
microbiana, resultando en la reduccion de la degradacion de hidrocarbonos aromaticos

(147).
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Las fenacinas también se han empleado en algunos tratamientos para mejorar la salud,
debido a que son muy activas contra microorganismos patégenos o parasitos, de tal
forma que podian proteger y prevenir el desarrollo del antrax en conejos (previamente
inyectados con B. anthracis), controlar que los animales enfermaran por el carbunco, los
virus de vaccinia, rabia y peste, destruir también a microorganismos tales como:
Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium staphylococci, Corynebacterium
streptococci, Corynebacterium pneumococci, Corynebacterium gonococci, V. cholerae,
Salmonella typi, E. coli, Klebsiella sp. y, Shigella paradysenteriae (16). Sin embargo se
sabe que se dejaron de utilizar por la mala comercializacién, pero también se sefiala que
el principal obstaculo para el uso eficiente y exitoso del bactericida fue: a) la resistencia
bacteriana de algunos coliformes y enterobacterias, por la inadecuada o dificil difusion
de las fenacinas en el medio al que se aplicaba y que contenia los microorganismos
contaminantes, y b) por no conocer si el grado de toxicidad hacia el hombre era baja o
nula, c) mal rendimiento en su extraccion. Aun con todo lo anterior, el empleo de las
fenacinas en el tratamiento de la contaminacion ambiental para desinfectar aguas de tipo
residual es un aspecto muy importante y actual, ya que han demostrado, que la adicion
de extractos estériles y no estériles de fenacinas (sin pérdida de actividad ante el proceso
de esterilidad), ha impedido el desarrollo de patdgenos no resistentes al bactericida,
permitiendo que muchas aguas tratadas bajo este proceso puedan utilizarse como aguas

de riego para el campo u hortalizas (17).
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ANTECEDENTES

1. RhIA y PhaG tienen 44% de identidad (4e).

En 1998 se investigo la relacion metabolica entre las sintesis de novo de los acidos grasos y
la de los acidos polihidroxialcanoicos (PHAS) producidos en P. putida KT2440. En dicho
estudio se describe el aislamiento y caracterizacion de mutantes phaG que son deficientes
en la sintesis de PHAs, cuando la bacteria es cultivada en glucosa como fuente de carbono,
asi también se identifica el locus que fenotipicamente complementa las mutantes. Purifican
el producto de phaG (PhaG) y lo emplean para demostrar su actividad enzimaética,
indicando que esta proteina tiene actividad de transferasa acarreadora del grupo acilo por
transferir el grupo acilo de la molécula (R)-3-hidroxiacil-ACP, que es un intermediario de la
ruta de biosintesis de novo de los acidos grasos, a la coenzima A. para formar el (R)-3-
hidroxiacil-CoA. El acil CoA, a su vez es sustrato de la PHA sintasa, la enzima que realiza
la polimerizacion para formar los PHAS (Figura 20) (46 y 47). Los intermediarios (R)-3-
hidroxiacil-ACP provistos por la biosintesis de novo de los &cidos grasos son
supuestamente los compuestos intermediarios en comun en las biosintesis de PHAs y de
ramnolipidos. Asi pues, en esta investigacion se muestra que PhaG es esencial para la
sintesis de PHA so6lo cuando P. putida KT2440 se crece con gluconato u otros azucares (las
cuales no son catabolizadas a acil-CoA), ademas demuestran que las mutantes phaG de esta
bacteria, no se complementan con el gen phaC (que codifica para la PHA sintasa) ni con
regiones genomicas adyacentes, lo que también indica que las PHA sintasas no pueden
utilizar como sustrato a los (R)-3-hidroxiacil-ACP (presentes cuando se usa gluconato como

fuente de carbono) (4s).
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Figura 20. Ruta metabdlica para la sintesis de PHAS, involucrando a la sintesis de novo de los
acidos grasos desde Acetil-CoA (46).

La caracterizacion de phaG mostro que codifica para una proteina de 295 aminoacidos con
una masa molecular de 33.876 KDa, y los alineamientos de la secuencia de aminoacidos
deducida para este gen, revelan que exhibe alrededor de un 44% de identidad con el
producto del gen rhlA de P. aeruginosa PG201 (Figura 21), el cual estd involucrado en la

biosintesis de ramnolipidos (46).

El producto del gen rhlA (RhlIA) también consiste de 295 aminoacidos y tiene una masa
molecular de 32.5 KDa, y al ser alineada su secuencia de aminoacidos exhibe 41-48 % de
identidad y 60-65 % de similaridad con PhaG (dependiendo de la especie de Pseudomonas
a la que pertenezca el gen phaG), que como se ya se dijo es una 3-hidroxiacil-ACP:CoA
transferasa identificada en varios miembros del género Pseudomonas (P. fluorescens, P.

putida, P. aeruginosa, Pseudomonas oleovorans, P. syringae y Pseudomonas sp. 61-3 (46).
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas PhaG y RhlA.

Al expresar al gen phaG de P. putida en diferentes fondos genéticos se observan diferencias
en la produccion de PHASs. Asi en P. aeruginosa PAO1 se obtiene un aumento de alrededor
del 40% y en P. oleovorans una acumulacion de alrededor del 55 % (teniendo como fuente
de carbono al gluconato). En E. coli la expresion de phaG junto con la PHA sintasa (phaC),
permitié la acumulacion de PHAs cuando crecieron en glucosa, pero solo cuando la cepa
presentaba alguna mutacion que afectaba las enzimas de la sintesis de acidos grasos que

supuestamente causaban la acumulacion de intermediarios (46).

La alta homologia estructural entre PhaG y RhIA sugiere que se trata de enzimas con
funciones muy similares, sin embargo hay datos que muestran que presentan actividades
distintas. Un dato sobresaliente, en este sentido es el de la mutante rhlA de P. aeruginosa

con el plasmido pBHR81 que expresa el gen phaG (bajo el control del promotor lac), ya
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que no pudieron complementar la sintesis de ramnolipidos, indicando que PhaG no
reemplaza funcionalmente a RhlA, asimismo, se mostro que la mutante phaG de P. putida
no puede ser complementada por el gen rhlA de P. aeruginosa para la produccion de PHA

(46).

2. RhIA sintetiza el dimero de HAAS, un nuevo biosurfactante (44).

Se sabe que RhIA esté involucrada en la produccion de ramnolipidos, pero su papel preciso
no se habia determinado hasta hace poco tiempo. Se propuso que esta proteina pudiera estar
involucrada en la sintesis o transporte del precursor que sirve de sustrato a la
ramnosiltransferasa 40) 0 en la estabilizacion de la proteina RhIB (52). En cuanto a la
regulacion de su expresion, se conoce que la expresion del operdn rhlAB esta regulado por
la sefializacion célula-célula (52, 53, 100 y 101) y se sabe que los factores ambientales,

especialmente las condiciones nutrimentales, influencian la sintesis de ramnolipidos (ss).

Estudios recientes demuestran que la motilidad de tipo “swarming” (que es una
translocacion rapida y coordinada de una poblacion bacterial para cruzar superficies sélidas
o semisolidas debido a la utilizacién de flagelos y pilis, ademas, se requiere la produccién
de un biosurfactante para que se lleve a cabo este tipo de nado) que presenta P. aeruginosa
esta estrechamente ligada a la expresion del gen rhlA, ya que en una mutante rhlA se pierde
la habilidad de hacer dicho nado y por ello se ha formulado que la produccion de
ramnolipidos es requerida para esta forma de motilidad en P. aeruginosa (102). Sin embargo,
se ha demostrado que no se requiere la produccién de los ramnolipidos para realizar
“swarming”, pues una mutante en rhiB que no produce ramnolipidos presenta este tipo de
movilidad, pero si requiere los HAAs (dimeros de é&cidos grasos con propiedades
surfactantes), por lo que se les da el papel de actuar como agentes humedos. La mutante

rhlA que no tiene movilidad tipo “swarming” no produce HAAs. Asimismo, se ha detectado
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la produccion de HAASs extracelulares por P. aeruginosa (103), y se ha demostrado que esos
compuestos no fueron productos de degradacion de los ramnolipidos, pero si los propios

intermediarios de la biosintesis de ramnolipidos (42).

Esos resultados indican que RhIA esta involucrada en la sintesis de HAAs, asi como que
estos dimeros son los precursores lipidicos de los ramnolipidos y sustrato de la
ramnosiltransferasa RhIB. Asi, los dimeros de &cidos 3-hidroxialcanoicos son directamente
excretados de la célula o acoplados a la ramnosa por la ramnosiltransferasa codificada por

rhiB para producir ramnolipidos (102, 103).

Con base en la homologia anteriormente planteada entre RhlIA y PhaG, se propone la
posibilidad de que RhIA podria potencialmente ser una aciltransferasa que cataliza la
transferencia del ACP del tioéster a CoA de la molécula 3-hidroxiacil, y los HAAs podrian
entonces resultar de la condensacion de dos de estos residuos 3-hidroxiacil-CoA, que
importantemente une a las rutas de biosintesis de ramnolipidos y poli-3-hidroxialcanoato al

estar compitiendo por un intermediario en comdn (Figura 22) (104).

3. Sintesis de mono-ramnolipidos en E. coli recombinante (s).

Con el fin de investigar la via de biosintesis de ramnolipidos y HAAs de P. aeruginosa, se
expresd el operdon rhlAB en E. coli, obteniéndose una limitada cantidad de mono-
ramnolipidos (52), (produciendo entre 10 y 25% de mono-ramnolipidos si se compara con
los producidos por P. aeruginosa (Tabla 6)), Yy para determinar si la disponibilidad de los
sustratos de la ramnosiltransferasa era limitante en E. coli, se coexpresd el operén
rmIBDAC que sintetiza las enzimas que sintetizan dTDP-L-ramnosa. Se encontré que al
introducir también el operén rmIDBAC que codifica para la dTDP-L-ramnosa (sustrato de

RhIB), la produccién de los mono-ramnolipidos se incrementaba, lo que permite deducir
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que la concentracion disponible de la dTDP-L-ramnosa es limitante para la sintesis de
ramnolipidos. Asi mismo, se observo que al aumentar uno de los sustratos de RhIB (dTDP-
L-ramnosa), se incrementaba la formacion del producto de RhlA (HAAS), sugiriéndose que
la sintesis de HAAs por RhIA esta acoplada con la produccién de mono-ramnolipidos por
RhIB (45).

Por otra parte, al identificar y caracterizar el tipo de dimeros de acidos grasos que forman
los mono-ramnolipidos producidos en E. coli (Tabla 6), se reveld que la estructura quimica de
estos compuestos tenia como mas abundante el de tamafio C14C1q, €s decir el mismo tamafio
de cadena que los sintetizados por P. aeruginosa creciendo en el mismo medio de cultivo,
indicando que la especificidad del tamarfio de cadena esta dado por los productos de rhlAB y
no por el fondo genético de la bacteria donde se expresan estos genes. Asi pues, estos datos
sugieren que la especificidad de RhIA por ciertos acidos grasos determina el tipo de HAAS
y por tanto del ramnolipido que se produce y que éstos no dependen de las caracteristicas

generales de la bacteria en la que se expresa (45).

También se observo que en E. coli, RhIA del complejo enzimatico RhIA/RhIB puede usar
como precursores tanto hidroxiacidos grasos-ACP como los unidos a CoA y producir los
HAAs y ramnolipidos. Esto sucede cuando se crece E. coli recombinante en medio minimo
con glucosa como Unica fuente de carbono forma 23.8 ug/ml de mono-ramnolipidos y 45.22
ug/ml de ramnolipidos totales, pero también puede usar los hidroxiacidos grasos-CoA
cuando se utiliza un medio minimo con unicamente &cido oleico como fuente de carbono,
obteniéndose una produccion muy pobre de mono-ramnolipidos, porque hay un pobre
crecimiento de la bacteria. Sin embargo, al utilizarse un medio minimo con glucosa
suplementado con acido oleico, la concentracion de los mono-ramnolipidos aumenta hasta

52 ug/ml @s).
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Tabla 6. Produccién de ramnolipidos por E.coli y P. aeruginosa.

Bacterias (creciendo en glucosa) Produccion de ramnolipidos (pg/ml)
E. coli 120 mono-rha
PAOL wt. 227 mezcla de mono-rhay di-rha
PAOL rhiC 180 mono-rha (20% menos ramnolipidos que PAOL)
4, RhIA participa en la sintesis de polihidroxialcanoato (PHA) y ramnolipidos
(rhls) (92).

Se ha reportado que el papel de la proteina RhIA no solo tiene importancia en la sintesis de
los surfactantes ramnolipidos, sino también en la produccion de los polihidroxialacanoatos
(PHAS) (92).

Como se explico anteriormente, E. coli puede expresar los operones rhlIAB y rmIBDAC para
producir mono-ramnolipidos cuando crece en glucosa o acido oleico como fuentes de
carbono, lo que sugirio que rhlAB puede usar tanto acidos grasos B-hidroxidecanoicos
unidos a ACP como a CoA 45). Por otra parte, se sabe (como se menciond antes) que para
la sintesis de los PHAS, cuando la bacteria crece con un azucar como fuente de carbono, se
requiere la transacilasa PhaG que utiliza los acidos grasos unidos a ACP y da su producto a
la PHA sintasa (PhaC) que Unicamente pueden utilizar como sustrato a los acidos grasos
unidos a CoA (46, 97 y 98). En P. aeruginosa principalmente se producen los PHAs de cadena

media, especificamente los B-hidroxidecanoatos (92).

En base a la informacion anteriormente descrita, se investigd la relacion metabdlica
existente entre las vias de sintesis de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos producidos en P.
aeruginosa, ya que la actividad enziméatica de RhIA y RhIB se esperaria que compitiera con
las enzimas involucradas en la produccién de PHASs por el consumo de los acidos grasos

COMO precursores (Figura 22) (53). Se encontrd que la expresion del plasmido pUO58 (52) que
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codifica para el operén rhlAB en la cepa silvestre de P. aeruginosa, produce grandes
cantidades de ramnolipidos (53) y una cantidad reducida de PHAS, supuestamente debido a
que los precursores de los PHAS se desvian hacia la sintesis de ramnolipidos (Figura 23) (92).
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Figura 22. Las vias de sintesis de ramnolipidos y de PHAs pueden competir por precursores en
comun (92).
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Figura 23. Sobre expresion del operon rhlAB (92).

Estos resultados sugieren una competencia entre las sintesis de ramnolipidos y PHAS por un
sustrato en comun, y esta conclusion se ve reforzada por la determinacion de la cantidad de
PHAs producidos por una mutante rhlA de P. aeruginosa (40) respecto a la cepa silvestre
PAOL, ya que se obtiene un incremento en la produccién de PHAS en esta mutante que no
tiene produccion de ramnolipidos. Estos resultados sugieren que en la ausencia de la sintesis

de ramnolipidos, los &cidos grasos precursores estan mas disponibles para la sintesis de

PHAS (Figuras 23 y 24) (92).
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Fiaura 24. PHAs producidos por la mutante rhlA de PAOL1 (92).

Al complementar en trans a esta mutante rhlA de P. aeruginosa con el plasmido pUO58 se
observé un fuerte aumento en la produccion de PHAs, mientras la produccion de

ramnolipidos se complementd solo de forma parcial (Figura 25) (92).
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Figura 25. Sobre expresion del operdn rhlAB en una mutante rhlA de PAOL (92).

Estos datos sugieren que ademas de estar involucrada en la sintesis de mono-ramnolipidos
(catalizando la formacion de los dimeros de acidos grasos (ss y 99)), RhIA estd también

involucrada en la sintesis de un precursor comun para la sintesis de PHAs, siendo
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supuestamente los mismos dimeros de acidos grasos. Esto se puede inferir, ya que cuando
esta proteina se sobre expresa en el fondo de la mutante rhlA, los intermediarios de acidos
grasos son preferencialmente usados para producir PHAS, sin embargo, como se describio
anteriormente (46), no es indispensable la actividad de RhlA para la sintesis de PHAS (Figura

26) (92).

Acido p-hidroxidecansico
{CoA- ¢ ACP-éster)

1 RhIA

acido fi-hidroxidecaniol- [ -hidroxidecanoate (HAAs)

dTDP-L-ramnosa PhaG
\ PhaC

EhiB PHA

PR

mono-rhl dTDP

Figura 26. Representacion esquematica del papel propuesto para RhIA en la sintesis de rhls y PHAS
ademas de la sintesis del surfactante B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato (HAAS) (44).

En esta investigacidn se propuso que dependiendo de los niveles de la actividad de RhIA, se
va a direccionar el flujo de las reacciones hacia los tres productos de P. aeruginosa (HAAS,
rhls, y PHAS), ya que RhIA tiene la actividad catalitica para formar dimeros de acidos
grasos B-hidroxi unidos a ACP o a CoA, pudiendo éstos ser usados como sustrato por RhiB
para producir mono-rha o por enzimas involucradas en la sintesis de PHAs (PhaG o PhaC)

para producir PHAS (Figura 26) (92).

Los resultados presentados en esta seccion de antecedentes muestran la compleja relacion
entre las rutas biosintéticas de ramnolipidos y de PHAs, asi como el papel central de la
enzima RhIA en esta relacion metabolica, lo que por tanto, resulta de primordial interés en

los objetivos de investigacion de este trabajo de tesis.
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HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

La enzima RhIA es capaz de sintetizar HAA-acetil-coenzima (HAA-acetil-CoA) para

darlo como sustrato a RhIB (en la sintesis de mono-ramnolipidos) 6 a PhaC (en la

sintesis de PHA).

OBJETIVO GENERAL

1. Determinar si RhIA puede sintetizar HAA-CoA para proveer de sustrato a PhaC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1 Determinar el efecto que tiene la expresion de RhIA en las sintesis de

ramnolipidos y de polihidroxialcanoatos.

1.2 Determinar el efecto de la inhibicion de la sintesis de ramnolipdos sobre la sintesis

de polihidroxialcanoatos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Descripcion de las condiciones de cultivo y las técnicas microbioldgicas

empleadas.

Para el desarrollo de esta investigacion se emplearon las bacterias P. putida KT2440 con

su mutante phaG, asi como P. aeruginosa PAO1, con sus mutantes rhlA y rhiB,

mostrandose las caracteristicas mas relevantes de los microorganismos y los plasmidos

utilizados en las (Tablas 7y 8), asi como su referencia. Estas bacterias se transformaron con

el plasmido pAPRL1 (descrito en detalle en el siguiente punto de esta seccion).

TABLA 7, Caracteristicas de las bacterias usadas en este trabajo.

BACTERIA CARACTERISTICAS MAS RELEVANTES

FUENTE DE REFERNCIA

KT2440 Pseudomonas putida tipo silvestre

KT2440-phaG™  Pseudomonas putida mutante phaG

PAO1 Pseudomonas aeruginosa tipo silvestre

PAOL-rhIA PAOL1 rhlA mutante por insercién de un cassette de Gm, es polar
sobre rhiB

PAO1-rhiB PAOL rhiB (PA3478 12271) mutante por insercién de un

transposon, Tc'

Worsey et al., 1975
Rehm et al., 1998
Hancock, Carey, 1979

Rahim et al., 2001

Collection (University of

Washington)

Tc = Tetraciclina Gm = Gentamicina

TABLA 8, Caracteristicas de los plasmidos usados en este trabajo.

PLASMIDOS CARACTERISTICAS MAS RELEVANTES

FUENTE DE REFERNCIA

pUCP18 Vector de expresién con origenes de replicacion colE1 y RO1600.
Worsey et al., 1975
Ap'.
pAPR1 pUCP18 que codifica RhlA-His,, bajo el promotor lac. Donado por F. Lépine
Ap = Ampicilina
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Tanto P. putida como P. aeruginosa, crecieron en medio PPGAS (VER SU COMPOSICION
EN LA TABLA 4 DEL APENDICE A) que es optimo para la produccion de los biosurfactantes
ramnolipidos, y las temperaturas de crecimiento fueron de 30 y 37°C respectivamente.
En algunos casos, P. aeruginosa también se hizo crecer a 30°C como se indica en la
seccion de resultados. Las concentraciones de antibiotico utilizadas son las siguientes:
ampicilina (Ap) 200 pg/ml, carbenicilina (Cb) 150 pug/ml, gentamicina (Gm) 150 ug/mi
y tetraciclina (Tc) 60 ug/ml.

2. Construccion del plasmido pAPR1-rhlA(His)10

La construccion del plasmido pAPR1 se hizo mediante las técnicas de manipulacion de
DNA nativo g6) por el grupo del Dr. Francois Lepine (Canada). El gen rhlA fue
amplificado mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando los oligonucle6tidos
AF1y AR1 (Figura 27) y teniendo como DNA molde el plasmido pUO58 que contiene los

genes del operon rhl (Figura 28) de P. aeruginosa PG201 41y 53).

Oligo directo: AFl: 5’GATGAATTCGCGATAGCTGTTTGCCTGTTCG3, Y

Oligo Reverso: ARL: 5°GCTTTCGAAAGTTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACCGACG
ACGGTACTGCTGGAAGCTACCGCATCGGCTACCGGTAGAG 3’

Figura 27. Oligos utilizados en la construccion del pAPR1, donde:
GAATTC es el sitio de restriccion EcoRI.
TGCTGGAAGCTA es el Factor Xa que comienza justo en lugar del codon de término.
TACTACTACTACTACTACTACTACTACTAC es una cola de 10 Histidinas.
TTCGAA es el sitio de restriccion Hindll1.
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Figura 28. Mapa del operon rhl de Pseudomonas aeruginosa PG201 (41).

El gen rhlA (rigura 29), se clond en el vector pUCP18 que al igual que el pUCP20 es una
variante del pUC18, el cual tiene dos origenes de replicacion, el colE1 que no trabaja en
P. aeruginosa pero da un alto numero de copias en E. coli. y el RO1600 que es utilizado
por una gran variedad de huéspedes, lo que lo hace un vector de amplio espectro, este
origen de replicacién lo utiliza P. aeruginosa pero da un bajo niamero de copias (~10 por
celula). Tanto el pUCP18 como el pUCP20 tienen un marcador de resistencia a la
ampicilina, y se usa carbenicilina para seleccionar este vector en P. aeruginosa.
Ademas, estos plasmidos pueden ser usados para seleccionar en lac™ ¢ lac™ (alfa

complementacién) en el hospedero apropiado.

5’CGCATCCGCCGTGGCTGGTCCGCGCGGATGGCCGCTGAGTTACTTGTCTGCCGTTCGAACAACAAGAACGAACTCTAC
GTAATGCCGGGATA [GATERBIIGGCGATAGCTGTTTGCCTGTTCG J AAAATTTTTGGGAGGTGTGAAJICGECGCEA

AAGTCTGTTGGTATCGGTTTGCAAGGGCCTGCGGGTACATGTCGAGCGCGTTGGGCAGGATCCCGGGCGCAGCACGGTGA
TGCTGGTCAACGGCGCGATGGCGACCACCGCCTCGTTCGCCCGGACCTGCAAGTGCCTGGCCGAACATTTCAACGTGGTG
CTGTTCGACCTGCCCTTCGCCGGGCAGTCGCGTCAGCACAACCCGCAGCGGGGGTTGATCACCAAGGACGACGAGGTGGA
AATCCTCCTGGCGCTGATCGAGCGCTTCGAGGTCAATCACCTGGTCTCCGCGTCCTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGG
CGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGCATCCGCAGCTCGGTGGTGATGGCATTCGCCCCTGGACTGAACCAGGCGATGCTCGAC
TACGTCGGGCGGGCGCAGGCGCTGATCGAGCTGGACGACAAGTCGGCGATCGGCCATCTGCTCAACGAGACCGTCGGCAA
ATACCTGCCGCCGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCGCTGGCCACCGGCGAATACGAGCAGGCGCGCT
TTCACATCGACCAGGTGCTGGCGCTCAACGATCGGGGCTACCTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTC
ATCAACGGCAGCTGGGACGAATACACCACCGCCGAGGACGCCCGCCAGTTCCGCGACTACCTGCCGCACTGCAGTTTCTC
GCGGGTGGAGGGCACCGGGCATTTCCTCGACCTGGAGTCCAAGCTGGCCGCGGTACGCGTGCACCGCGCCCTGCTCGAGC
ACCTGCTGAAGCAACCGGAGCCGCAGCGGGCGGAACGCGCGECGGGATTCCAC [ GAGATGGCCATCGGCTACGCCATCE

AAGGTCETCATGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATTGARRGETTTCG] 3°

Figura 29. Secuencia del gen rhlA amplificado.
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El pUCP18 fue digerido previamente mediante las enzimas de restriccion EcoRI y

Hindlll, con lo cual se cred el pAPRL1 (Figura 30).
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EcoR 1(3255)
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¥ma I{3140) BamH 1{2584)
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Figura 30. Mapa del vector pUCP18 / rhlA(His)1o nombrado pAPRL.

3. Secuenciacion del gen rhlA contenido en el plasmido pAPR1-rhlA(His).

Dentro de la etapa de purificacion de la proteina RhIA (datos sin publicar), se secuencié

dicha proteina (mediante el método de Sanger) y se comparé su secuencia de

nucledtidos con la de la secuencia de la proteina RhIA de la cepa silvestre PG201 que es

de donde se amplifico rhlA para construir el pAPR1, encontrandose una mutacion en el

nucledtido 335 y que resultd en el cambio del aminoacido Leucina por Prolina. Ademas,

dicha mutacidn se encuentra en un sitio conservado (46) de la proteina RhIA (Tabla 9).
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posicion 335
Gen rhlA
T
PG201
(Leu)
C
pAPR1
(Pro)

Tabla 9. Mutacion encontrada en la secuenciacion de la proteina RhIA del pAPR1 respecto al gen
silvestre de la cepa PG201.

4, Mutagénesis sitio dirigida.

Se empled la técnica de mutagénesis sitio dirigida (Figura 31) para hacer el cambio antes
mencionado del nucleo6tido 335 que permitira restablecer la secuencia del gen silvestre
rhlA de la cepa PG201 mediante la utilizacion del kit “Quikchange Multi Site-Directed
Mutagenesis” de Stratagen.

Paso 1. Sintesis de cadena mutante (Ciclo térmico). Paso2. Digestion del DNA molde mediante Dpn 1.

R

< ) L)

(Producto pradominants

C.1u:1-:| térmicos gl pazo 1}

Paso 3. Transformacion.

Figura 31. Principio de la técnica de mutagénesis sitio dirigida mediante kit.
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El oligonucledtido empleado (rigura 32) fue disefilado en la pagina de Stratagen

(http://www.stratagene.com/qcprimerdesign) como recomienda el kit, sin embargo el

disefio puede elaborarse mediante cualquier otro programa para disefio de primers.

Oligo forward ¢377t: 5’ ccacgctgetggegetgtegegeaateegegegg 37

Figura 32. Primer para realizar la mutagénesis sitio dirigida, en negrita se sefiala el nucleétido que
permitird generar el cambio de aminoacido Prolina (ccg) por Leucina (ctg).

5. Meétodos analiticos.

Medicion de ramnolipidos (rhls).
Se emplean los sobrenadantes del cultivo para hacer las extracciones de los
ramnolipidos, después son sometidos a una hidroélisis acida y la concentracion de los
ramnolipidos totales, se determina midiendo la concentracion de ramnosa, por el método

de orcinol (87) como se describe a continuacion.

TECNICA PARA MEDIR RAMNOLIPIDOS (87).

PREPARACION DE LA MUESTRA
1. Sembrar un inéculo de la cepa de interés en el medio apropiado y dejar toda la noche.

2. Al dia siguiente subcultivar en medio de cultivo y a las condiciones que se van a determinar los
rhls.

3. Tomar 1 ml de medio de cultivo

4. Centrifugar en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y desechar el pellet.
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5. Obtener el sobrenadante y poner 333ul en un tubo Eppendorf de 1.5 ml (muestras por
triplicado).
PRIMERA EXTRACCION
6. Agregar 1 ml de éter y agitar por 30 seg. para mezclar perfectamente.
7. Centrifugar a 13,000 rpm por 2 min.
8. Cambiar la fase acuosa superior que lleva los ramnolipidos a otro tubo Eppendorf de 1.5 ml y
dejar destapado en la campana para permitir que se evapore el éter.
SEGUNDA EXTRACCION
9. Agregar 1 ml de éter y agitar por 30 seg. para mezclar perfectamente.
10. Centrifugar a 13,000 rpm por 2 min.
11. Cambiar la fase acuosa superior que lleva los ramnolipidos al tubo de la primera extraccién y

dejar en la campana para permitir que se evapore el éter.

RESUSPENDER

12. Una vez evaporado el éter, agregar 1 ml de agua destilada y agitar para resuspender los
ramnolipidos.

DETECCION

PREPARACION DE LA SOLUCION DE ORCINOL

Orcinol al 1.6 %.
H,S0, al 60 %..

13. En un nuevo tubo, agregar 100 ul de la muestra resuspendida de ramnolipidos y agregar 900 pl
de la solucion de orcinol.

14. Calentar a 80°C por 30 minutos.

15. Medir la absorbancia en el espectrofotometro a 421 nm.
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Polihidroxialcanoatos (PHAS).

Se emplean Unicamente las células y se hace un rompimiento celular para poder extraer
los polihidroxialcanoatos, después se les realiza una hidrdlisis acida y se determina la
concentracion total de polihidroxialcanoatos mediante el coeficiente de extincion del

crotonato usado como patron (ss, 94).

TECNICA PARA MEDIR POLIHIDROXIALCANOATOS (94, 95y 96).

PREPARACION DE LA MUESTRA
1. Sembrar un indculo de la cepa de interés en el medio apropiado y dejar toda la noche.

2. Al dia siguiente subcultivar en medio de cultivo y a las condiciones que se van a determinar los
PHAs.

3. Tomar 10 ml de medio de cultivo.

4. Centrifugar en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y repetir hasta terminar los 10 ml y obtener el
paquete celular o botén.

5. Afadir 1 ml de hipoclorito de sodio comercial (Clorex) al 1.8 %.
NOTA: El cloro comercial (Clorex) sin diluir esta al 6 %.

6. Resuspender las células.

7. Incubar por 1 hora a la temperatura 6ptima de crecimiento.

8. Centrifugary tirar el sobrenadante.

9. Resuspender el botén en 1 ml de agua ultra pura.

10. Centrifugar y tirar el sobrenadante.

11. Resuspender el boton en 1 ml de acetona.

12. Centrifugar y tirar el sobrenadante.

13. Resuspender el boton en 1 ml de etanol.

14. Centrifugar, tirar el sobrenadante y dejar secar el botdn.
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NOTA: El boton debe ser blanco.
15. Disolver el boton en 1-2 ml de &cido sulfurico concentrado.
16. Calentar por 10 min. a 95°C.
NOTA: usualmente las muestras se diluyen desde 1:10 — 1:200 en &cido sulfdrico concentrado
para obtener lecturas inferiores a 1 UDO.
LECTURA

17. Leer en el espectrofotdmetro a 235 nm.

CALCULO
Para calcular la cantidad de crotonato se emplea la formula A= (E)(b)(c)
Donde: A = Absorbancia.
E = Coeficiente de extincién del crotonato.
b = Longitud de la celda = 1cm.
¢ = Concentracion.

Se obtiene un valor = 5.5128 ug/ml, que se multiplica por (Absorbancia)(dilucion)

Hidroxialquilquinolonas (HAQS).

Se obtienen extractos de los sobrenadantes del cultivo y son utilizados en placas para
cromatografia de placa fina o placas de TLC (Thin Layer Chromatography), luego, estos
extractos son separados mediante una fase movil y finalmente se visualiza la muestra

mediante el uso de un transiluminador y se fotografian las placas 89y 159).

TECNICA PARA MEDIR HAQs (89 y 159).

PREPARACION DE LA MUESTRA
1. Sembrar un indculo de la cepa de interés en el medio apropiado y dejar toda la noche.
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2. Al dia siguiente subcultivar en medio de cultivo y a las condiciones que se van a determinar los
HAQs.

3. Tomar 10 ml de medio de cultivo

4. Centrifugar y desechar el boton.

PRIMERA EXTRACCION

5. Agregar 1 volumen de acetato de etilo acidificado y mezclar perfectamente.
6. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min. a 4°C.

7. Cambiar la fase acuosa superior a otro tubo y dejar secando en la campana para permitir que se
evapore el solvente.

SEGUNDA EXTRACCION

8. Agregar 1 volumen de de acetato de etilo acidificado y mezclar perfectamente.
9. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min. a 4°C.

10. Cambiar la fase acuosa superior al tubo de la primera extraccion y dejar en la campana para
permitir que se evapore el solvente.

OBTENCION DE EXTRACTOS

11. Resuspender en 0.1 volumen de acetato de etilo acidificado y volver a dejar secar en la
campana.

12. Resuspender en 0.001 volumen de metanol.

PLACASDE TLC

13. Sumergir las placas por 30 minutos en una solucion de KH,PO, al 5% agitando suavemente.

14. Activar las placas en un horno a 85°C de 1-1.5 hrs.

CORRER MUESTRAS Y FOTOGRAFIARLAS

15. Poner las muestras en las placas y correrlas verticalmente dentro de una cdmara previamente
saturada con la fase movil. Una vez separadas, verlas en un transiluminador y tomar la foto.
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Piocianina (PYO).

Las fenacinas son aisladas del medio de cultivo que se encuentra coloreado sin células,
mediante la extraccidon de solventes organicos y luego se hace una acidificacion a la

muestra y finalmente se mide la cantidad de piocianina producida.

TECNICA PARA MEDIR PIOCIANINA (63 y 158).

PREPARACION DE LA MUESTRA
1. Sembrar un inéculo de la cepa de interés en el medio apropiado y dejar toda la noche.

2. Al dia siguiente subcultivar en medio de cultivo y a las condiciones que se va a determinar la
produccion de PYO.

3. Tomar 10 ml del medio de cultivo.

4. Centrifugar y desechar el pellet.

EXTRACCION
5. Se agrega cloroformo al sobrenadante en proporcién 1:3 respectivamente.
6. Agitar vigorosamente y dejar reposar hasta obtener dos fases.
7. Extraer la fase organica inferior (color azul).
8. Acidificar con 1 ml de HCI 0.2 N y extraer la fase superior.

NOTA: La coloracion azul caracteristica debido a la piocianina vira a rojo.
MEDICION

9. Medir en el espectrofotdémetro a 520 nm y multiplicar por el factor 17.072 para obtener la
concentracion de piocianina en pug / ml.
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RESULTADOS Y DISCUSION DE DATOS

1. RhIA” sintetiza acidos grasos unidos a CoA.

Para conocer el papel que tiene RhlA* sobre la produccién de los polihidroxialcanoatos
(PHASs), se utilizaron cepas transformadas de P. putida (que Unicamente produce
polihidroxialcanoatos) con el plasmido pAPR1, que codifica para la proteina RhlA*-
Hisio. Usamos la cepa silvestre KT2440 y una mutante phaG™ que es incapaz de producir
PHAs cuando se crece a la bacteria en glucosa como fuente de carbono, pues no puede

catalizar la transacilacidon de 3-hidroxiacidos-ACP a 3-hidroxiacidos-CoA.

Los resultados obtenidos con P. putida, son mostrados en la Figura 33 en donde se puede
ver que la cepa silvestre produce el 100% de los PHAs y al ser transformada con el
plasmido que contiene al gen rhlA*, dicha produccion se restituye y aumenta en un 50%,

sugiriendo que RhIA* participa en dicha sintesis.

FIGURA 33.
Medicién PHAs (PPGAS, 24 hrs)
oo Produccion de PHAs en P. putida KT2440.
. 180 4 1. Cepa wt, 2. Mutante phaG™ (no produce
g iig PHAs) 3. wt/pAPR1-rhlIA*  donde  se
o 120 | sobreproducen los PHAs, 4. phaG/pAPR1-
glgg: rhIA* donde se observa complementacion en
£ 60 la produccion de PHAs.
% 40
- 28: | Los PHAs fueron determinados por triplicado a
mPpwt  mPpphaG  @Ppwt/tiA  @Pp phaG / riA las 24 horas de incubacion en medio PPGAS y
a30°C.

“ Con este simbolo (*), se designaré en esta investigacion al gen rhIA* codificado en el vector pAPR1, que expresa a la
proteina RhlA* la cual tiene un cambio en un aminoécido conservado.
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De forma similar, se observa que la mutante phaG al ser transformada con el pAPR1,
complementa la sintesis de PHAs en un 87%. Esto sugiere que el producto de RhlA*
esta unido a CoA ya que puede proveer de sustrato a PhaC en P. putida, lo que sugiere
que RhlA* tiene la misma actividad que PhaG de transferir un ACP-4cido graso a un

CoA-acido graso.

2. Efecto de la sobreexpresion de la proteina RhIA* sobre las sintesis de

ramnolipidos y polihidroxialcanoatos en P. aeruginosa.

Como ya se menciond, P. aeruginosa produce rhls y PHAS, por vias que usan el mismo
sustrato lipidico, por lo que se esperaba la existencia de cierta competencia por la fuente
de carbono y/o precursor (3-hidroxiacidos). Por lo anterior se midieron los dos

productos de las vias para ver el efecto de RhlA* en dichas cepas (Figuras 34 y 35).

Medicion de PHAs (PPGAS, 24 hrs, 37°C)
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FIGURA 34. Produccion de PHAs en P. aeruginosa. 1. Cepa wt, 2. Mutante rhlA, 3. Mutante rhiB,
4. wt/pAPR1-rhlA* donde se observa una disminucion de los PHASs, y 5y 6. Mutantes rhlA 'y rhiB
con el pAPR1-rhlA* donde se observa que se sobreexpresan los PHAS.

Los PHAs fueron determinados por triplicado a las 24 horas de incubacion en medio PPGAS y a
37° C.
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Los resultados (Figura 34) demuestran que RhlA puede contribuir para que la sintesis de
PHAs aumente en una mutante rhiB de P. aeruginosa respecto a la cepa silvestre. Asi
mismo, si se toma como un 100%, la produccién de PHA de la cepa silvestre, se observo
una disminucién de hasta el 70% al compararla con su transformante que contiene el
pAPRL1, debido a que la produccion de rhils se ve favorecida (Figura 35). En la mutante
rhlA complementada con pAPR1-rhlA(His);, se observa un aumento en la sintesis de
PHAs a 37°C y siendo que no puede haber produccién de ramnolipidos por ser una
mutacion polar (mutacidn rhlAB). Este resultado sugiere que se incrementa la sintesis de
PHAs debido a que RhIA da precursores a dicha sintesis, y siendo mas claro aun cuando
se tiene una mutante rhiB, incapaz de formar rhls con una produccion de hasta el doble
(220%) respecto a la silvestre (100%), favoreciendose la via de sintesis de PHAs de

igual forma que la mutante anterior en la que no hay produccién de rhls.

Medicidn de rhis (PPGAS, 24 hrs, 37C)
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FIGURA 35. Produccion de rhis en P. aeruginosa. 1. Cepa wt, 2 y 3. Mutantes rhlA (barra azul) y
rhiB (sin produccién de rhls por estar bloqueadas en la via), 4. Cepa wt/pAPR1-rhlA* donde se
observa un incremento de los rhis, 5y 6. Las mutantes rhlA y rhiB que llevan el pAPR1-rhIA* sin
produccion de rhls.

Todas las cepas de P. aeruginosa fueron cultivadas en matraces de 250 ml conteniendo 30 ml de

medio PPGAS y la incubacion fue hecha a 37° C por 24 hrs. Los rhis fueron determinados mediante
el ensayo de orcinol.
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Para demostrar que la proteina RhIA*-Hisyo, codificada por el plasmido pAPR1, es la
responsable de la actividad tipo PhaG en P. putida, se busco a la proteina mediante
inmunoensayos, para lo cual se utilizO un anticuerpo anti-polihistidinas (de 6-8
histidinas). El resultado muestra que aquellas cepas que contenian el plasmido pAPR1

fueron las Unicas en expresar la proteina RhlA-Hisy (Figura 36).

RhlA- His,, — i e —

Figura 36. Inmunoensayo empleando Western Blot para analizar la expresion de RhIA* en P. aeruginosa.

Las cepas de P. aeruginosa fueron cultivadas en matraces de 250 ml conteniendo 30 ml de medio PPGAS
y la incubacion fue hecha a 37° C por 24 hrs. Y para la deteccion de la proteina RhlIA* codificada en el
pAPR1, se empled un anticuerpo anti-polihistidinas.

Las lineas corresponden al total de proteina detectada de las siguientes cepas:

1) PAO1 2) PAOL/pAPR1 3) PAO1 rhlA 4) PAO1 rhIA/pAPR1
5) PAOL rhiB 6) PAOL rhIB/pAPR1  7) E.coli MC4100/pAPR1

3. Efecto de la expresion de RhIA* en la produccién de piocianina en P.

aeruginosa.

Cuando se hicieron los cultivos para medir la produccion de rhls y PHASs, se hizo
aparente que los cultivos presentaban gran variacion en la produccion de piocianina, por
lo que se procedio a medir este pigmento y se trato de ver si habia una correlacion con la

expresion de la actividad de RhIA* (Figura 37).
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Medicién de piocianina (PPGAS, 24 hrs,
a37°C)

@ PAO1

@ PAO1 rhiIA

@ PAO1 rhiB

| PAO1/rhlA

@ PAOL1 rhIA / rhlA

@ PAO1 rhiB / rhiA

[Piocianina] pg/ml

L e ® o N © B B & &8

Figura 37. Produccién de piocianina en P. aeruginosa. En la cepa wt (barra gris), en las mutantes
rhlA (barra azul) y rhIB (barra verde), asi como en la cepa wt/pAPR1-rhIA* (barra dorada) donde
se observa un ligero aumento de la produccién de piocianina, y aumento en las mutantes rhlA (barra
morada) y rhiB (barra naranja) que llevan el pAPR1-rhlA*.

Todas las cepas de P. aeruginosa fueron cultivadas en matraces de 250 ml conteniendo 30 ml de
medio PPGAS vy la incubacion fue hecha a 37°C por 24 hrs.

Se pudo observar que tanto la mutante rhiB como la rhIB/pAPR1 (no formadoras de
rhls), producen altos niveles de este pigmento (Figura 37). LO que sugiere que la
sobreexpresion de RhIA* estd favoreciendo de alguna forma la produccion de
piocianina, aunque no se conoce muy bien como sucede ésto. Sin embargo se conoce
que la produccién de piocianina esta regulada por el autoinductor PQS (109). Mas
adelante se mostraran algunos experimentos para determinar si la sobreproduccion de
piocianina en las cepas que tienen una expresion elevada de RhIA* esta relacionada con
la produccion de la molécula sefial PQS.

4, Efecto del bloqueo en la sintesis de ramnolipidos sobre la produccion de

PHASs y piocianina.

Como se observo en el punto anterior, al bloquearse la sintesis de ramnolipidos en una
mutante rhlA/pAPR1, se aumenta la produccion de PHAs por la contribucion de la

actividad de RhlA en trans, que de alguna forma puede dar sustrato a PhaC.
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También se observo que la concentracion de piocianina aumenta en la mutante rhiB y en
la rhIB/pAPR1, conociéndose que existe una estrecha correlacion entre PQS y la

produccion del pigmento azul.

Por todo lo anterior, se puede proponer que quiza el aumento de la disponibilidad de
HAAs en la mutante rhiB de P. aeruginosa, pudiera estar incrementando la
concentracion de la molécula sefial PQS o quizés de su intermediario HHQ y por ello,

tener un aumento en la concentracion de piocianina.

Para poder comprobar lo anterior, se hicieron bioensayos basados en la activacion
dependiente de la molécula PQS mediante la utilizacién de una fusién lecA::lux en una
mutante pgsA de P. aeruginosa que se encuentra bloqueada en la sintesis de PQS y de su
intermediario HHQ, con lo cual se estimo de forma cualitativa la cantidad de estos dos
compuestos (Figura 38 A). Ademas también se estimo la abundancia relativa de estos dos
compuestos, mediante la utilizacion de cromatografia de placa TLC (Thin Layer

Chromatography) (Figura 38 B).

Como resultado de este experimento, se obtuvo que la mutante rhiB no produce altas
concentraciones de la molécula sefial PQS y de HHQ en comparacion con la tipo
silvestre, sin embargo esta misma mutante rhIB que lleva el plasmido con el gen rhlA, si
produjo altas concentraciones de PQS y HHQ incluso mas que la tipo silvestre. Lo que
sugiere que RhIA pudiera tener una actividad directa para contribuir en la sintesis de
piocianina y no a través del aumento de PQS, aungue ain no se sabe bien de que forma

se lleva a cabo esta relacion.
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Figura 38. Efecto de las hidroxialquil quinolonas PQS y HHQ sobre la expresion de la fusion
lecA::lux en una mutante pgsA.

A. Empleo de la técnica de Dot Bloot para detectar la produccion de PQS y HHQ, empleando el
biorreportero lecA::lux.

B. Placa de TLC (Cromatografia de Placa Fina) cubierta con un biorreportero HAQ y vista con un
lumindémetro, donde las muestras estandar y los extractos de PQS y HHQ (extraidos de los
sobrenadantes de P. aeruginosa), se visualizaron mediante el empleo de un transiluminador como
manchas bioluminicentes.

Las lineas tienen el siguiente orden y todas las concentraciones se encuentran en ug.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PQS y HHQ (sintéticos) A ‘ . - . . . ‘ » . .

1. 01y 7

2. 10y 12

3. 25y 18

4 10 y O

5. 25y O

6. Control o blanco
7. PAO1

8. PAO1rhlA

9. PAO1rhIB

10. PAO1/pAPR1
11. PAOL1 rhlA/pAPR1
12. PAOL rhiB/pAPR1

5. Efecto de la temperatura en la produccién de rhls y PHAs en P. aeruginosa.

Es importante mencionar que se observaron algunas diferencias a simple vista cuando
los cultivos de P. aeruginosa (tanto la cepa silvestre como sus mutantes rhlA y rhiB)

estuvieron creciendo a 30° (Figura 39) en comparacion con los de 37° (Figura 34). Asi, los
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aspectos mas representativos fueron la presencia 0 aumento de la pigmentacion en los
medios de cultivo debido a la produccion de piocianina. También se pudo observar
(Figura 39) que la proteina RhIA* a 30° se expresa poco y por lo tanto fue dificil ver su

efecto en dichos cultivos.

Medicion de PHAs (PPGAS, 24 hrs, 30°C)

80 -
@ PAOL

70 |
60 | B PAOL rhiA-
50 8 PAOL rhiB-

40 - mPAOL1/ rhlA

30 4 @ PAOL1 rhiA-/ rhiIA

201 @ PAOL1 rhiB-/ rhIA
10 4

[PHA] mg / mg prot tot

FIGURA 39. Produccion de PHAS en P. aeruginosa. Se determiné en la cepa wt (barra gris), y en las
mutantes rhlA (barra azul) y rhIB (barra verde) asi como en la cepa wt/pAPR1-rhlA* (barra
dorada), y en las mutantes rhlA (barra morada) y rhiB (barra naranja) con el pAPR1-rhlA*.

Todas las cepas de P. aeruginosa fueron cultivadas en matraces de 250 ml conteniendo 30 ml de
medio PPGAS y la incubacién fue hecha a 30° C por 24 hrs.

6. PAPR1 contiene una mutacién en un sitio conservado de la proteina.

Por otro lado, para seguir con la caracterizacion de la proteina RhlA, dentro de las
mismas investigaciones del laboratorio, se esta purificando la proteina RhlA, por lo cual
se mandd a secuenciar el pAPR1 y se encontr6 como ya se habia mencionado, una
mutacion al compararse con la secuencia de la cepa PG201. La mutacion consistio en un
cambio significativo ya que se hace la sustitucion de una leucina por una prolina y

ademas de encontrarse en un sitio conservado (Tabla 7).
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Por lo tanto, para poder especificar que los resultados anteriores corresponden a la
actividad de la proteina RhlA* expresada por el pAPR1-rhlA(His)i, en P. putida o en su
caso pudieran ser debido a dicha mutacion, se realizd la mutagénesis sitio dirigida para
revertir la mutacion y probar que la complementacion observada en la mutante phaG de
P. putida no cambia al expresar a la proteina RhlA silvestre y por tanto no afecta la

mutacion.

7. Mutagenesis sitio dirigida en la secuencia de RhlA*,

Se realiz6 la mutagénesis como se describio en Materiales y Métodos, de esta forma se
restablecio la proteina RhlA silvestre de la cepa PG201 codificada en el pAPRL1, ahora
denominado pAPRS.

Teniendo la proteina de forma silvestre es necesario comprobar que dicha mutacion que
se encuentra en un sitio conservado de la proteina no modifica los resultados
encontrados en la produccién de rhls, PHAsS, piocianina, HHQ y PQS, al sobreexpresar a

RhIA tanto en P. putida como en P. aeruginosa.

8. Transformacion de P. putida, P. aeruginosa y E. coli con el pAPRS-

rhl1A(His);o proveniente de la mutagenesis.

Tanto P. putida, P. aeruginosa como E. coli, fueron transformadas con el pAPRS y se
obtuvieron colonias, sin embargo al obtener el plasmido mediante un estuche comercial
(Promega) para comprobar su presencia y luego su secuencia para asegurar que no se
tuviera otra mutacion, unicamente se observo el plasmido en P. aeruginosa y E.coli

(Figura 40).
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Figura 40. Screening de las cepas transformadas con el pAPRS.

Carriles: Marcador de peso molecular.

1.
2. Plasmido pAPRS obtenido de la mutagénesis, empleado como control.
3. PAO1 wt/pAPRS.
4. PAO1-rhlA/pAPRS.
5y 6. P.putida KT2440/pAPRS.
7y 8. P.putida KT2440-phaG/pAPRS.
9y 10. E. coli XL1-Blue/ pAPRS.

También se observo que las cepas de P. aeruginosa como de E. coli transformadas con
el plasmido pAPRS eran inestables, ya que cuando se intento hacer la resiembra tanto de
caja como de las conservadas criogénicamente mediante glicerol para obtencion de mas

plasmido, no se pudieron recuperar, por lo que se requeria volver a transformar.

Por otro lado, las técnicas de transformacion para P. putida KT2440 probadas fueron
quimicas y de electroporacion segin lo recomendado en la literatura para esta bacteria
(107 y 108). Mediante dichas técnicas se obtuvieron satisfactoriamente las transformantes
cuando se empled el pAPR1, sin embargo como se sefiald, no fue posible observar la
presencia del plasmido, aunque las cepas eran resistentes al antibidtico a diferencia de
las cepas sin transformar que Unicamente crecen en LB. Por lo anterior se llevo a cabo la
transformacion quimica clésica que se utiliza para Pseudomonas y para E.coli, (CaCl, y

MgCl, respectivamente), sin embargo los resultados fueron idénticos.
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CONCLUSIONES

Al expresar a la proteina RhIA* codificada en el pAPR1 en el fondo genético de P.

putida, se genera un incremento en la produccion de PHAS (Figura 33), indicando que:

o RhIA* es capaz de sintetizar derivados de acidos grasos que pueden ser
utilizados como sustrato de la PHA sintasa (PhaC) que polimeriza los PHAsS,

por lo cual se puede pensar que el producto de RhlIA* son los HAAs-CoA

(Figura 41).

0
HD-(IZH-CH:-I!IZ-S-H.CP
((IZH Do RhlA
CH,
[ 3-hidroxiacil- ACP|

HAA-Co-a

[ 3-hidroxiacil-CoA|

PhaC

FHA

Figura 41. RhlA* contribuye en la produccion de los polihidroxialcanoatos (PHAS).

e  RhIA* tiene una funcidn de transacilacion similar a la de PhaG, sin excluir que

probablemente RhIA* estuviera produciendo también los HAAs-ACP.
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Ademas, en las mutantes rhlA y rhIB de P. aeruginosa donde la sintesis de ramnolipidos

esta blogueada debido a la polaridad de la mutacion (41), y llevando el plasmido pAPR1,

los resultados encontrados sugieren que:

e  P.aeruginosa puede emplear dos rutas (que se suman) para la sintesis de PHAs

cuando usa un azucar como fuente de carbono. Una depende de PhaG al igual

que en P. putida y la otra depende de RhIA*.

e La expresion de RhIA* (pAPR1) en P. aeruginosa genera cierta competencia

en el flujo de carbono en las sintesis de rhls y de PHAs, favoreciéndose la ruta

de los rhls al estar en funcidon las dos vias, e incrementandose la de PHAS

cuando se bloguea la de rhls (Figura 42), debido a que las actividades de RhlA y

RhIB estan acopladas para la sintesis de ramnolipidos (45).

Biosintesis de los acidos grasos

o

I
HO-(FH— CH.C-5-ACP
(CH),

3 hidroxiacil ACP

[HAA's|]<—— Rua

\

dTDPL [HAA's-?]  [HAA'S-CoAl

rammnnosa
PhaC

Rt 1 JRhIB

o

‘ Mono-ramnolipidos ‘

Figura 42. RhlA* puede generar sustrato para las biosintesis de ramnolipidos (rhls) y polihidroxi-
alcanoatos (PHAS).
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Aungue se sabe que en P. aeruginosa los HAAs son utilizados por RhIB para la sintesis
de mono-ramnolipidos (45 y 52), se desconoce la especificidad que tiene RhIB por su
sustrato para producirlos, pudiendo ser los HAAS libres, HAA-ACP 6 HAA-CO0A (Figura

42) (ver perspectivas).

Cabe sefialar que el efecto de la expresion de RhIA* (del pAPR1) en la mutante rhiB,
causo un incremento de los PHAs y en la produccion de PYO, aunque dicho aumento
no correlaciond con el incremento en la produccion de PQS y HHQ, como se ha

mostrado en algunas investigaciones, sugiriendo que pudiera ser debido a:

e  Que de alguna forma el producto de la catélisis de RhIA* modifica el flujo de
carbono celular para generar el sustrato de la sintesis para PYO, cuando la
biosintesis de ramnolipidos se encuentra bloqueada por la falta de actividad de
RhIB.

Biosintesis de los acidos grasos

r

1
HO-(IZH-CH:-C-S-ACP

Libres ¥ (CH)),,
extracelulares (IZHJ
o
HAA's ‘Q"“ilcilﬁcy
S— HAA's-?| «<—— Rua
ramnnosa l \
Rt 1 JRuB - HAA'S-CoA
HAA'sS-?
dTDP ‘l(? lphac
Mono-ramnolipidos Corismato
—

Antranilate

Piocianina

Figura 43. Interaccion de RhlIA* con otras vias de acuerdo a los resultados de esta investigacion.
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Al recuperar la proteina silvestre RhlA mediante mutagenesis (pAPRS), mostré una
marcada inestabilidad tanto en las transformantes de Pseudomonas como de E.coli, por
lo que las células tienen un corto tiempo de vida y es necesario retransformar cada que
va a utilizar la cepa. Se cree que la sobreexpresién de RhIA pudiera resultar
desfavorable en los diferentes fondos genéticos que se emplearon, ocurriendo la primera
mutacion en el pAPR1, lo que hizo a la proteina més estable y reduciendo su

concentracion (Figura 36).

Sin embargo, en el caso de P. putida, se cree que quiza las células se inestabilizan por el
PAPRS y en los pases preparativos a la purificacion del plasmido (donde no se utiliza
antibiotico), se estuviera perdiendo el plasmido, aunque faltaria comprobar este punto
(ver perspectivas), aungue no se descarta que el tiempo de vida sea corto como sucede

con las demas cepas.

Una posible alternativa que por el momento no podemos excluir es que RhIA* (pAPR1)
tenga una actividad enzimaética distinta a la proteina silvestre y no sélo una mayor
inestabilidad. ElI hecho de que mantenga su actividad en la sintesis de ramnolipidos
cuando se coexpresa con RhIB en P. aeruginosa (Figura 32), sugiere que la mutacion no

cambia cualitativamente a la enzima. Sin embargo ésto todavia hay que demostrarlo.
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PERSPECTIVAS

Dentro de este apartado se presentan los puntos mas importantes que requieren
realizarse mediante experimentacién, ya que permitiran demostrar la verdadera funcion
de la proteina silvestre RhIA de P. aeruginosa PG201 codificada en el pAPRS, en
comparacion con los resultados obtenidos mediante la expresion de RhIA* codificada
en el pAPR1, ademas de dar seguimiento a esta investigacion permitiéndose explorar

otros parametros referentes al tema en estudio.

Asi, al utilizar a P. putida, se podra demostrar que RhIA puede proveer de sustrato a la

via de sintesis de polihidroxialcanoatos, para lo cual se requiere:

o Primeramente, corroborar que P. putida KT2440 y su mutante phaG no
pierdan el plasmido pAPRS, para lo cual se requiere crecer siempre a las

transformantes en antibiotico.

o Cuantificar la produccion de PHAs en las cepas de P. putida KT2440, y en

las cepas transformadas conteniendo el plasmido pAPRS.

De igual manera deberd emplearse el fondo genético de PAQO1, y algunas mutantes para

ver el efecto de la sobreexpresion de RhlA, por lo cual se requiere:

. Cuantificar la produccion de mono-rhls, PHAs, piocianina, PQS y HHQ, en
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la cepa silvestre PAO1 asi y sus mutantes rhlA y rhiB asi como en sus

respectivas transformantes conteniendo el plasmido pAPRS.

o Cuantificar la produccién de PHAs en la mutante phaG de P. aeruginosa con

y sin el plasmido pAPRS.

o Medir la produccién de HAAs libres usando tanto RhIA* (pAPR1) como la

proteina silvestre.

Por otra parte es importante conocer si RhIB puede usar HAA-Co-A como sustrato por
lo que se requiere emplear un sistema como el de E. coli y generar mediante una

estrategia ingenieril que permita alcanzar dicho punto, por lo cual se necesita:

o Clonar al gen rhIB en un vector de expresion con promotor inducible de
arabinosa y transformar una cepa de E. coli para cuantificar la produccion de

rhls, en diferentes fuentes de carbono.

o Cuantificar la produccion de rhls en una cepa de E. coli donde se estén
expresando los genes de rmIBDAC y rhiB en dos fuentes diferentes de
carbono (glucosa y acido oleico) para determinar si RhIB es capaz de usar los

acidos grasos unidos a CoA como sustrato en la sintesis de ramnolipidos.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium that has different
potential biotechnological applications. Among these, is the production of the
biosurfactants  rhamnolipids and the 3-hydroxyl fatty acids polymer

polyhydroxyalkanoates (PHA) that can be used to produce biodegradable plastics.

There are two types of rhamnolipids, monorhamnolipids that contains one rhamnose
molecule linked to a fatty acid dimer and di-rhamnolipids that contains an additional
rhamnose molecule. Mono-rhamnolipid is produced by rhamnosyltransferase RhIB
which catalyses the transfer of one rhamnose molecule from dTDP-L-rhamnose to a
dimmer of 3-hydroxy fatty acids (HAA) that are produced by RhlA. Di-rhamnolipids, in
turn are produced by rhamnosyltransferase RhIC by the transfer of a second rhamnose
molecule from dTDP-L-rhamnose to mono-rhamnolipid. RhlA has been shown to use
ACP-fatty acids produced by de novo synthesis, but there are some data that suggest

that this enzyme is also able to use CoA linked fatty acids as precursors.

PHA is produced as a carbon storage compound and is produced by PHA-synthase
PhaC. This enzyme produces the polymer using CoA-linked 3-hydroxyfatty acids as
precursors. When cells are cultivated using glucose or anther sugar as carbon source, the
precursors of PHA are produced by PhaG, which catalyses the transfer of fatty acids
produced by the novo synthesis, which are linked to ACP, to CoA- linked fatty acids.

The aim of this work is the study of RhIA role in the synthesis of PHA, determining

whether the fatty acid dimmer produced by this enzyme can be used for PHA synthesis,
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which would imply that it catalysis the transfer of ACP- to CoA- linked fatty acids, and
whether the presence of these two biosynthetic pathways in the same bacterium, results

in some type of competition for common substrates i. e. fatty acid molecules.

We found that RhIA" is indeed able to produced CoA-fatty acid dimmers, as judge by

the complementation for PHA production of a Pseudomonas putida phaG mutant. It
was also apparent that RhIA* overproduction in the Pseudomonas aeruginosa
background results in a higher production of PHA, when rhamnolipids biosynthesis was
blocked (in the rhIB mutant, for example), and in an over-production of rhamnolipids
with a decreased PHA synthesis in the wild type background. These results confirm the
hypothesis that RhlA has an important role in modulating the metabolic flux between

rhamnolipids and PHA biosynthetic pathways.

Additionally we noticed that RhlA* overproduction correlates with a higher production
of pyocyanin a blue pigments phenazine that is a Pseudomonas aeruginosa virulence
associated trait. We tried to correlate pyocyanin hyperproduction with a higher level of
the Pseudomonas quinolone signal which has been reported to have a fatty acid moiety

as precursor, but we could not demonstrate that this correlation exists.

All the above mentioned results were done with a cloned rhlA gene in plasmid pUCP18,
rendering plasmid pAPRL1. During the course of this investigation it was determined that
this gene contains a miss-sense mutation and thus we call its product RhlA*. The rhlA
gene with no mutations was cloned in the same vector and the experiments to determine

the role of RhIA in rhamnolipids and PHA metabolism remain to be done.

* This symbol (*) is for the designation of the rhlA* gene cloned in the pAPR1 vector, which express the RhIA* protein,
which have to change in one conserved amino acid.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a y-proteobacteria that produces several compounds with potential
biotechnological applications such as rhamnolipids and polyhydroxyalkanoates (PHA). This bacterium
is also an opportunistic pathogen that represents an important health problem. Several P. aeruginosa
virulence-associated traits are regulated by the quorum-sensing response (QS). One of the signal
molecules involved in QS is 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)quinolone, called Pseudomonas quinolone
signal (PQS). RhIA is the enzyme responsible for the synthesis of 3-(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoic
acids (HAAs), the direct precursor of rhamnolipids. Here we show that at least part of the HAAs
produced by RhIA are CoA-linked and thus are directly used by the PHA synthase (PhaC) that uses
CoA-linked fatty acids as substrates. We also present evidence suggesting that the product of RhlA can
be used as substrate for the production of pyocyanin, although the direct enzymatic steps are not
known yet. The enhanced pyocyanin production due to RhIA hyperproduction is not strictly correlated
with an increased production of the quorum sensing signal PQS. Thus RhIA is a key enzyme in the

synthesis of several P. aeruginosa secondary metabolites.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a y-proteobacteria that can be isolated from different environments
(Hardalo and Edberg, 1997), but is also an opportunistic human pathogen causing serious nosocomial
infections (Lyzack et al., 2000). The virulence of this bacterium correlates with the secretion of
numerous hydrolytic enzymes and toxic compounds, including rhamnolipids (rhls) which are tensio-
active glycolipids (Zulianello et al., 2006). Several of the compounds involved in bacterial
pathogenesis are coordinately expressed at specific bacterial densities by a complex genetic regulatory
network called quorum-sensing (QS) (van Delden and Iglewski, 1998; Smith and Iglewski, 2003;
Soberon-Chavez et al., 2005a).

2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)quinolone (PQS) is a key QS signal molecule that has a central role in the
expression of many virulence-associated traits (Déziel et al., 2005; Diggle et al., 2006a) such as
pyocyanin (Gallagher et al., 2002) and the PA-I lectin encoded by lecA (Diggle et al., 2003). The
synthesis of PQS proceeds through the condensation of a 3-ketodecanoyl precursor with anthranilic
acid by the activity of the enzymes encoded by the pgsABCD operon yielding 2-heptyl-4(1H)-
quinolone (HHQ) and its conversion to PQS by the enzyme PqgsH (Fig. 1) (Déziel et al., 2004;
Bredenbruch et al., 2005). PQS plays arole in the activation of gene expression by directly interacting
(Wade et al., 2005) with the LysR-transcriptinal regulator MvfR (or PgsR) (Déziel et al., 2005). HHQ
the immediate precursor of PQS has been shown to be an inter-cell signalling molecule (Déziel et al.,
2004) and recently this compound was shown to interact with MvfR (Xiao et al., 2006). Interestingly
the activation of the genes encoding for the enzymes involved in pyocyanin production that are
encoded in an operon (phzA-G) responds only to PQS concentration, while genes encoding for other
virulence factors such as PA-I lectin (lecA) are activated both by PQS and HHQ (Xiao et al., 2006).

P. aeruginosa produces mainly two types of rhls, mono-rhamnolipids constituted by one rhamnose
moiety and a dimer of 3-hydroxyfatty acids, and di-rhamnolipids containing two rhamnose moieties
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attached to the fatty acid dimer. The rhls biosynthetic pathway (Fig. 1) has been reviewed recently
(Soberdn-Chavez et al., 2005c) and will only be described briefly. Rhls are produced by three
sequential reactions (Fig. 1). RhlA is involved in the synthesis of the fatty acid dimer moiety of rhls
and free 3-(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoic acids (HAAs) (Déziel et al., 2003; Cabrera-Valladares et
al., 2006). The next reaction in rhamnolipid (rhl) synthesis is catalyzed by the RhIB
rhamnosyltransferase and uses deoxythymidine diphosphate (dTDP)-L-rhamnose and a HAA as
precursors, yielding mono-rhamnolipids (Ochsner et al., 1994). Mono-rhamnolipids are in turn the
substrate, together with dTDP-L-rhamnose, of RhIC to produce di-rhamnolipids (Rahim et al. 2001).
RhIA specificity determines the profile of the fatty acid moiety of rhls and HAAs. The most abundant
HAA and rhl fatty acid dimers congener, produced by RhIA activity are decanoic acid dimers (Cjo-
Cio) (Lépine et al., 2002; Cabrera-Valladares et al., 2006). RhlA is able to drain ACP-fatty acids from
de novo synthesis pathway to produce HAAs (Fig. 1), but can also use the CoA-linked fatty acids as
substrates (Cabrera-Valladares et al., 2006). It is not known whether RhIB uses as substrate the CoA-
or ACP-fatty acid dimer for mono-rhamnolipid synthesis, but it is known that its activity is coupled
with that of RhlA (Cabrera-Valladares et al., 2006). That is, when the rhIAB operon is expressed in
Escherichia coli and RhIB activity is increased by increasing the availability of its substrate dTDP-L-
rhamnose, the production of HAAs by RhIA is also incremented.

Rhls production is regulated by the QS response (Soberén-Chévez et al., 2005a; 2005c) dependent on
the transcription activator RhIR and the autoinducer (Al) N-butyryl homoserine lactone (C4-HSL)
synthesized by Rhll (Pearson et al., 1997), and is only partially affected by the PQS-dependent QS
response (Déziel et al., 2005). The genes coding for RhIA and RhIB are arranged as an operon
(Ochsner et al., 1994); rhIC is the second gene of an unlinked operon, the first gene encoding a protein

with unknown function (Rahim et al., 2001).
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Polyhydroxyalkanoates (PHA) are bacterial storage compounds synthesized by the polymerization of
3-hydroxyfatty acids by the polyhydroxyalkanoate synthases (PhaC), using the CoA-linked fatty acids
as substrates (Fig. 1) (Timm and Steinbtchel, 1990). When Pseudomonads are grown on glucose or
gluconate, the enzyme PhaG converts the ACP-fatty acids to their corresponding CoA-linked
molecules that can be used by PhaC to synthesise PHA (Rehm et al., 1998; 2001). The synthesis of
PHA when Pseudomonas putida is grown on gluconate is dependent on the activity of PhaG (Rehm et
al., 1998), while P. aeruginosa phaG mutants are still able to produce 40% of the PHA made by the
wild type strain (Rehm et al., 2001). These results suggest that P. aeruginosa contains an enzyme that
can partially substitute PhaG activity.

PhaG and RhIA have more than 40% identity in their amino acid sequence and have been proposed to
have similar activities (Rehm et al., 1998; Déziel et al., 2003). P. aeruginosa mainly produces PHA
consisting of medium-chain-length polymers, mainly poly-3-hydroxydecanoate (Timm and
Steinbichel, 1990) which, as mentioned above, is also the most abundant lipid moiety in rhls and
HAAs (Lépine et al., 2002; Cabrera-Valladares et al., 2006). Rhls and PHA synthesis use 3-
hydroxydecanoate as common precursor and a close metabolic relation has been shown to exist
between these pathways in P. aeruginosa (Rehm et al., 2001). Under some conditions P. aeruginosa
redirects its carbon flux increasing PHA production and decreasing the synthesis of rhls (Soberén-
Chévez et al., 2005b).

Although P. aeruginosa constitutes an important medical problem, this bacterium is of
biotechnological interest since it produces useful compounds such as rhls and PHA. Rhls have several
potential industrial and environmental applications due to their tensio-active properties (Lang and
Wullbrandt, 1999; Maier and Soberdn-Chavez, 2000; Nitschke et al., 2005). These uses include the
production of fine chemicals, surface coatings, use as additives for environmental remediation, and

they have even been reported to be useful as a biological control agent (Stanghellini and Miller, 1997).
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PHA is of biotechnological importance since it can be used to produce “biodegradable plastics”
(Madison and Huisman, 1999).

The aim of this work is to investigate the role of RhIA in P. aeruginosa secondary metabolism,
determining how is the production of different compounds that have fatty acid precursors, such as rhls
and PHA, affected by its activity. We report here that RhlA has a central role in the production of both
compounds that are of biotechnological interest. We also show that RhIA activity is involved in the
production of pyocyanin, an important trait for the virulence of this bacterium (Rahme et al., 1995),
and can influence the production of PQS and HHQ. The results presented here highlight the
importance of understanding not only the genetic regulation, but also the metabolic interrelation
between different compounds in order to establish a rational strategy for the overproduction of
compounds of biotechnological interest and the reduction of the expression of virulence-associated

traits.

Results

RhIA synthesises CoA-fatty acid derivatives. To study the role of RhlA activity on the production of

PHA, plasmid pAPR1 coding for RhlA-His;o was transferred to different P. aeruginosa and P. putida
strains.

We determined that RhlA-His;o encoded by this plasmid is expressed in these bacteria by
immunoblotting using an anti-polyhistidine antibody to detect the protein (Fig. 2).

To determine whether the RhlIA product is a CoA fatty acid derivative, presumably CoA-HAAs, we
determined whether plasmid pAPR1 complemented a P. putida KT2440 phaG mutant (Table 1) for
PHA synthesis. Figure 3 shows that RhlA-His;o expression from plasmid pAPR1 not only enables P.
putida KT2440 phaG mutant to produce PHA to a similar extent as the wild type KT2440 strain, but

also increases PHA production in the wild type bacterium. These results show that, as hypothesized
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previously (Rehm et al., 1998; Déziel et al., 2003), at least a fraction of the HAAs produced by RhIA

are linked to CoA.

Effect of rhls synthesis blockage on the synthesis of PHA and pyocyanin. We hypothesized that if
RhIA is contributing to PHA synthesis in P. aeruginosa by supplying PhaC substrates, the production
of this polymer would be considerably increased in a rhIB mutant compared to the wild type strain.
Table 2 shows this to be the case, thus supporting our hypothesis.

During the development of these experiments we noticed that PAO1-rhIB mutant produced high levels
of the blue pigment pyocyanin (Table 2). A straight correlation between PQS production and
pyocyanin synthesis has been reported (Gallagher et al., 2002; Bredenbruch et al., 2005).

PQS and HHQ synthesis comprises a fatty acid precursor that has been proposed to be common to rhls
synthesis (Bredenbruch et al., 2005). Thus we hypothesized that the enhanced availability of HAAs in
the PAO1-rhIB mutant, might cause an increased concentration of this QS signal, as PHA synthesis is,
causing the increased pyocyanin synthesis.

To have a qualitative estimate of the relative amount of PQS and HHQ produced by the different
strains studied we use a bioassay based on the PQS-dependent activation of a lecA::lux fusion in a P.
aeruginosa pgsA deletion-mutant background (see Experimental Procedures section, Fig. 4A). The
relative abundance of these compounds was also estimated by TLC (see Experimental Procedures
section, Fig. 4B).

Using these techniques we found that in contradiction with our hypothesis, PAO1-rhIB do not produce
a higher concentration of HHQ + PQS as compared to the wild type strain (Fig. 4, lane 8). This result
suggests that RhIA activity is directly contributing to the synthesis of pyocyanin and does not affect
the synthesis of the QS signals PQS and HHQ.

Effect of the over-expression of RhlA on the synthesis rhls, PHA and pyocyanin. To determine the role

of RhIA activity on P. aeruginosa production of rhls, PHA and pyocyanin we transferred plasmid
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pAPRL1 to the wild type PAOL1 strain and its rhlA and rhIB mutant derivatives. Table 2 shows that in
the PAO1 background the overexpression of RhlA-His;, causes a marked increment of rhis
production, while PHA synthesis is considerably decreased and pyocyanin is not significantly affected.
In contrast RhlA-Hisio overexpression in the rhlA PAO1 derived mutant, which is unable to produce
rhls, caused an increased production of the polymer PHA and of pyocyanin (Table 2).

In the case of the PAO1 derived rhIB mutant the overexpression of RhlA-His;p has no significant
effect on the expression of PHA and pyocyanin (Table 2). Interestingly, however, RhlA-Hisio

expression in PAO-rhIB caused and increased PQS production (Fig. 4, lane 12).

Discussion

Here we show that RhlA catalyze the synthesis of a CoA-linked fatty acid derivative, presumably
CoA-HAAs, that can be used as PhaC substrate for the synthesis of PHA (Fig. 3). Thus we propose
that when P. aeruginosa is growing with glucose or gluconate as carbon source it can use two
pathways for the synthesis of the carbon-storage polymer PHA, the RhIA- and the PhaG- dependent
pathways. The presence of these two metabolic routes explains the fact that when grown with
gluconate as carbon source P. aeruginosa phaG mutants are able to produce 40% PHA and that an
rhlA mutant has a reduced PHA production under the same conditions (Rehm et al., 2001).

There is published evidence showing that RhIA directly produces the HAAs that are secreted from the
cell (Cabrera-Valladares et al., 2006) and we have shown here that it can also produce CoA-HAA:s.
We cannot rule out that, together with these two products (HAAs and CoA-HAASs), RhlA produces
ACP-HAA:s. It has been determined that the ACP-CoA transacylase reaction catalyzed by PhaG, the
paralog of RhIA, is reversible (Rehm et al., 1998), so it is possible that both activated HAAs could be

produce by RhlA.
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The rhl fatty acid dimer moiety is also the product of RhlA activity (Fig. 1) (Déziel et al., 2003;
Cabrera-Valladares et al., 2006), but RhIB substrate specificity with respect to the activated HAAS,
has not been determined yet.

The results presented here show that RhlA overexpression in the absence of RhIB, such as that
presented in PAO1-rhlA/pAPR1 [PAO1-rhlA mutant is unable to express both RhlA and RhIB due to
polarity of the mutation (Ochsner et al., 1994)] or PAO1-rhIB, causes an increment of PHA and
pyocyanin production (Table 2). These data suggest that the product of RhlA catalysis can be used as
substrate for the synthesis of these compounds when rhls biosynthesis is blocked by the lack of RhIB
activity (Fig. 1). The increased pyocyanin production of these strains do not correlate with an
enhanced PQS and HHQ production (Fig. 4). The synthesis of pyocyanin of PAO1-rhiIB is not further
increased by the overexpression of RhlA by the introduction of plasmid pAPR1, even though PQS
production is considerably increased (Fig. 4).

It has been reported that an rhlC mutant overproduces pyocyanin (Rahim et al., 2001). It is very much
likely, in the light of the results presented here, that the hyperpigmentation of this mutant is due to the
blockage of di-rhamnolipid synthesis causing accumulation of RhlA products, but this hypothesis
remains to be experimentally validated.

Pyocyanin biosynthetic pathway is very well documented (Mavrodi et al., 2006). It is know to branch
from the central metabolic pathways at the production of chorismate (Longley et al., 1972) which is
the substrate of the Phz enzymes (A-G, M and S) that synthesize pyocyanin (Fig. 1) (Mavrodi et al.,
2006). Hydroxyalkylquinolines (HAQs), such as HHQ and PQS, are synthesized from chorismate by
the activity of PhnA and PhnB anthranilate synthase (Essar et al., 1990) and the Pgs enzymes (A-D
and H in the case of PQS) Fig. 1. There is no direct metabolic link between HAASs synthesis and the
synthesis of chorismate (Fig. 1), so it is possible that the effect of RhlA activity on the production of

pyocyanin is due to a change in the cell carbon flow that results in an enhanced availability of
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precursors for the synthesis secondary metabolites. It would be interesting to determine whether the
increased pyocyanin production of P. aeruginosa derivatives that have an increased RhIA activity in
the absence of RhIB, is accompanied by an increased expression of the phz genes, or is only due to a
metabolic effect.

Recently it was shown that pyocyanin is a QS signal for itself (Dietrich et al., 2006), so it will be
interesting to determine whether the expression of other virulence associated traits is increased in the
strains with a high pyocyanin production described in this work.

On the other hand, RhlA overexpression in the presence of RhIB results in the overproduction of rhls
and in a reduced PHA production (PAO1/pAPR1, Table 2). This is much likely due to the fact that
RhIA and RhIB activities are coupled for rhls synthesis (Cabrera-Valladares et al., 2006), so this
rhamnosyltransferase preferentially use HAAs as substrates for rhl synthesis, while these compounds
become limiting for PHA synthesis.

It was reported that the activity of the NADPH-dependent ketoacyl reductase RhIG is essential for P.
aeruginosa rhls production and affect PHA synthesis (Campos-Garcia et al., 1998; Rehm et al., 2001).
On the other hand, RhIG activity was also implicated in the production of PQS fatty acid precursors
(Bredenbruch et al., 2005). This protein was postulated to drain fatty acid derivatives from the de novo
fatty acid synthesis cycle for the production of these surfactancts (Campos-Garcia et al., 1998;
Bredenbruch et al., 2005). However, it was reported recently that RhIG has a very low affinity for the
ACP participating in de novo fatty acid synthesis (Miller et al., 2006), so it cannot drain fatty acid
intermediaries for the synthesis of these P. aeruginosa secondary metabolites. The precise role of
RhIG in rhl synthesis remains to be determined. However, RhlA is able to drain fatty acid
intermediates from de novo synthesis (Cabrera-Valladares et al., 2006) and affects the synthesis of
these compounds (Table 2). This ability to drain fatty acids from de novo synthesis might explain the

central role of this enzyme in redirecting the carbon flux for the production of secondary metabolites.
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The precise understanding of RhIA role in the synthesis of P. aeruginosa secondary metabolites might
enable the development of a metabolic engineering strategy to construct strains with increased
synthesis of the biotechnological important compounds rhls and PHA and a reduced production of

virulence associated traits, such as pyocyanin.

Experimental Procedures

Microbiological techniques Strains and plasmid used in this work are shown on Table 1. All strains

were grown on PPGAS medium (Zhang and Miller, 1998) for 24 hours. P. aeruginosa strains were
grown at 37 °C and the P. putida ones at 30 °C. The antibiotic concentrations used were (in pg/ml):
ampicillin (Ap) 200, carbenicillin (Cb) 300 and gentamycin (Gm) 150.

Analytical methods Total rhamnolipids concentration was determined from cell culture supernatants

by measuring rhamnose concentration after acid hydrolysis using the orcinol method (Chandrasekaran
and Bemiller, 1980). PHA was measured as described previously (Campos-Garcia et al, 1998).

The concentration of Hydroxyalkylquinolines (HAQs) by TLC was done as reported bt Diggle et al.,
2003. Briefly, ethyl acetate extracts of P. aeruginosa culture supernatants were spotted onto a normal
phase silica TLC plate which was soaked for 30 min in 5% KH,PO,4 and activated at 100°C for 1 h.
HAQs were separated using a dichlorometane:methanol (95:5) system. The plate was visualized using
a UV transilluminator and photographed.

Construction of plasmid pAPR1. Standard DNA manipulation techniques were used for pAPR1

construction (Sambrook et al., 1989). The DNA segment corresponding to rhlA coding sequence was
amplified by PCR from plasmid pUO58 (Ochsner and Reiser, 1995) using the following
oligonucleotides AFl: 5-GATGAATTCGCGATAGCTGTTTGCCTGTTCG-3° and AR: 5’-
CGAAAGCTT

TCAATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCATGACGACCTTCGATGGC
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GTAGCCGATGGCCATCTC-3’. AR contains a sequence coding for ten Histidine residues and a
Factor Xa cleavage site on its 5’ end. The PCR product was digested with EcoR1 and Hindlll
endonucleases, and cloned on plasmid pUCP18 (West et al., 1994), digested with the same enzymes,
under the control of the lac promoter.

Immunobloting techniques. Bacterial cultures were grown until they reached an optical density

at 600 nm of 1.5. The cells were collected and lysed by boiling for 5 min in loading buffer
(Sambrook et al., 1989). Equal amounts of protein from each lysate were separated in a 14%
SDS/PAGE. The proteins were transferred by electroblotting from the gel to Hybond-C
nitrocellulose membranes (Amersham Life Science Corp.). RhlA-His;po was detected by using
an anti-polyhistidine specific antibody according to the manufacturer’s instructions ().

Bioassay for detection of PQS and HHQ. The qualitative measurement of the 4-alkyl-quinolones PQS

and HHQ was based on the detection by autoradiography of the level of activation of a lecA-lux
transcriptional fusion (Diggle et al., 2003) on the PAO1ApgsA chromosome, using different
concentrations of synthetic PQS as internal standard. This strain was devised as a bioreporter for the
detection of 2-alkylquinolones (Diggle et al., 2006b), but its construction will be reported elsewhere.
Briefly PAO1 lecA::lux ApgsA (Table 1) was grown to 0.6 O.D.gy and incubated for 6 hrs at 37°C in
microtitrate plates containing ethyl-acetate extracts of the culture supernatants of the different strains

tested or PQS standards. The activation of the lecA fusion was detected by autoradiography (Fig. 4A).
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Table 1. Strains and plasmids used in this study

Strain or Plasmid

Relevant characteristics

Source or Reference

PAO1 P. aeruginosa wild type strain Hancock, Carey, 1979
PAO1-rhlA PAOL derived rhlA mutant by insertion | Rahim et al., 2001
of a Gm' cassette, polar on rhiB
PAO1-rhiB PAOQO1 derived rhIB (PA3478) mutant by | University of Washington
transposon insertion (12271), Tc'". collection
PAO1 PAOL derived pgsA deletion-mutant with | Diggle, Céamara  and

lecA::luxApgsA

a lecA-lux transcriptional fusion inserted

in the chromosome

Williams, unpublished

KT2440

Pseudomonas putida wild type strain

Worsey et al., 1975

KT2440-phaG

KT2440 derived phaG mutant

Rehm et al., 1998

pUCP18 Vector devised to express proteins in | West et al., 1994
Pseudomonads, Ap'.
pAPR1 pUCP18 encoding RhlA-His;o under the | This work

lac promoter of plasmid pUCP18.
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Table 2. Production® of some metabolites that use fatty acids as precursors by different P. aeruginosa

strains. Strain Rhls PHA Pyocyanin
PAO1 766.87 + 103 | 30.15+1.53 | 3.75+0.16
PAO1-rhlA ND 33.73+25 | 6.60+0.13
PAO1-rhiB ND 67.36 + 1.0 | 13.98 +0.12
PAO1/pAPR1 1,066.53 +36 | 9.12+1.0 4.89+0.13
PAO1-rhlIA/pAPR1 | ND 7050 +4.5 | 10.68 +0.10
PAO1-rhIB/pAPR1 | ND 70.06 +2.0 | 12.47+0.14

All compounds were measured after 24 hours of culture on PPGAS medium at 37 °C. The
concentration of rhamnolipids (rhls) and pyocyanin is expressed in pug/ml of culture supernatants +
standard deviation, and PHA concentration is expressed as ug/mg of protein + standard deviation. ND

means not detected.

Fatty acid de novo synthesis
3-hydroxyacyl-ACP

RhIA—— » Free-HAAs

HAAs-?
dTDP-L-rhamnose + HAAS-? HAAs-CoA ;?
th'B chorismate
o PhaC
dTDP-L-rhamnose + mono-rhamnolipids
PhnAB PhzA-G, PhzM, PhzS
RhIC PHA .
anthranilate pyocyanin
di-rhamnolipids PgsA-D
HHQ
PgsH l
Fig. 1
PQS g
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Figure legends

Figure 1. Schematic representation of RhIA role in the route of synthesis of rhamnolipids, 3-(3-
hydroxyalkanoyloxy)alkanoic acids (HAAS), pyocyanin, polyhydroxyalkanoates (PHA), 2-heptyl-
4(1H)quinolone (HHQ) and 2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)quinolone (PQS).

Figure 2. Immunoblot detection of RhlA-Hisyo using an anti-polyhistidine antibody. Lanes correspond
to total proteins of the following strains: 1) PAO1, 2) PAO1/pAPR1, 3) PAO1rhiA,
4)PAO1rhlA/pAPRL1, 5) PAO1rhIB, 6) PAO1rhIB/pAPR1, 7) Escherichia coli MC4100/pAPR1.
Figure 3. Polyhydroxyalkanoates (PHA) production (in pg/mg of cell protein) of different
Pseudomonas putida strains.

Figure 4. Detection of hydroxyalkyl quinolines (HAQs) on culture supernatants of different P.
aeruginosa strains. These compounds were detected using the bioreporter strain PAOL lecA::luxAA
pgsA (A) or by TLC (B). Samples correspond to: 1) to 5) synthetic PQS and HHQ at the following
concentrations (ug), respectively: 1) 0.1 and 7, 2) 1.0 and 12, 3) 2.5 and 18, 4) 10 and 0, 5) 25 and O,
6) blank control, 7) PAO1, 8) PAOLrhIA, 9) PAO1rhIB, 10) PAO1/pAPR1, 11) PAOLrhIA/pAPR1,

12) PAO1rhIB/pAPRL.
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APENDICE A
TABLA 1.

Algunas caracteristicas de las enterobacterias y de otras bacterias gram-negativas (s).

Familia, género o Metabolismo Crece en Nitrato a Composicion
) Oxidasa Movilidad o Lisina®  Arginina>  Ornitina*
especie de la glucosa MacC SS Nitrito Gas (% de G+C)
Enterobacterias F + o+ + 0 - + - a ad* d* 36-57'
Yersinia F + 4 +° + - - - +0- 46-48
Vibrio F + + + + - + - + 40-50
Aeromonas hydrophilia F + + + + + - - + - 52-59
Pasteurella F + S - + - - - d 35-40
Pseudomonas Ox +5 + 4 + - +0- - + - 57-70
Achromobacter Ox - d d + () +6- - (NC NC NC) 40-70
Acinetobacter anitratum 3
(Herellea) ox ) ' ) o ) 40-46
A. lwoffi (Mima) In - + 3 - - - NC NC NC 40-46
Moraxella In + -0+ - - -6+ - NC NC NC 40-46
Flavobacterium Ox061In +(-) +-) - +  (9) - +6- NC NC NC 32-42
Alcaligenes In + +  (+)- + +  +0- NC NC NC 67-70

F=fermentativo;Ox=oxidativo; In=inactivo (en medio OF); MacC=agar de MacConkey SS=agar Salmonella-Shigella.”

+ = reaccion positiva o crecimiento; - = sin reaccién 6 crecimiento; (+) = reaccion positiva retardada o escaso crecimiento; d = reacciones distintas; +, (+)
6 -; NC = sin cambio; +(-) = generalmente positivo, alguna cepa negativa.

1 = Descarboxilasa; 2 = dihidrolasa; 3 = pocas cepas crecen; 4 = reacciones de patron diversos; 5 = movilidad, si existe, puede ponerse de manifiesto a
20-25°, pero no a 37°; 6 = excepto Pseudomonas maltophilia; 7 = la variacion en la composicion de bases del DNA en la casi totalidad de las

enterobacterias es de 50=58 moles % de GC, excepto en el grupo Proteus-Providencia, en el que dichos valores son de 36-53.

Durante varios afios, en diversos tratamientos los Unicos antibidticos que resultaban
efectivos eran la polimixina B, xolistina y gentamicina, que son un tanto toxicos. Mas
recientemente, sefialan el empleo de carbenicilina, que es menos toxica, aunque ha dado
lugar a que aparezcan cepas resistentes. Sin embargo en situaciones de vida o muerte
(como lo son los pacientes quemados en los que la infeccion por P. aeruginosa es
generalmente mortal), suministran carbenicilina en combinacién con la gentamicina,

ademas del empleo de la inmunoterapia (s).
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TABLA 2.

Caracteristicas diferenciales de los bacilos gram-negativos no fermentativos ().

P. aeruginosa

P. fluorescens

P. pseudomallei

P. mallei

P. alcaligenes

P. acidovorans

P. stutzeri

P. maltophilia

A. anitratus

(Herelleae)*
A. lwoffi (Mima)**

Flavobacterium spp.

Alcaligenes

Fluoresceina
Medio O-F

Agar de McConkey
Motilidad

Oxidasa
Crecimiento: 42°

Crecimiento 4°

Oxidacion del gluconato

Glucosa (O-F)
Gelatinasa

Arginina dihidrolasa

+

+

+

+

(o)

d+

+

+

+

d+

+

+/-

+/-

O/F

+/-

+-

+/-

+/-

* Acido del medio de lactosa al 10 %

+/- = Variable; + = Positivo;

- = Negativo;

d = débil.

** No producen cido en medio de lactosa al 10%.

O = Oxidativo;

N = No oxidativo;

F = Fermentativo  ? = No determinado;

En la tabla anterior se indican algunas de las caracteristicas diferenciales de otros

patdgenos oportunistas pertenecientes al grupo de las Pseudomonas, estos son: P.

fluorescens, P. maltophilia, P. multivorans (cepacia), P. stutzeri, P. acidovorans, P.

alcaligenes. En general, estos microorganismos son mas sensibles a los antibioticos que

P. aeruginosa ().
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TABLA 3.

Estructuras de los metabolitos secundarios producidos por P. aeruginosa (85).

Compuesto (nombre comun) Estructura
LIPIDS
O
Ry
Pyo compounds (peewdanes) -
N R
R, R,
2-n Pentyl-4-quinolinol =ICH4CH, —H
Pyo [h = pseudane VII —{CH:CH; —H
Pyo Lo = psewdane IX —ICH:#CH: —H
4'-Pesudane VII —CH=CH{CH.),CH, —H
Pyo [l = A'-pseudane 1X —CH=CHI{CH:}:CH; —H
2-Alkyl-d-hydroxyguinoline N-oxides —{CH.),CHs, n = &, &, 10 | N-oxide) —H
2-{2-Heptenyl)-3-methyl-4-quinolinol —CHLCH=CHI(CH;}.CH, —CH,
HO ﬂ-—ti‘l-lﬂ*lgl':ﬂﬂfl.':l'-lEH #oOO0H
['!"-‘-H s [K.;Hﬂq
Fhamnalipids H
OH ? CHy CHy
R
R
Pyoliple acid —H
Compound B —COCH=CHICH):CH,
HO I I-F:H:EC?GII:H:H;CDCIH
{'|:th (CHaly
CH
OH 3 CHy
HO
il
R
R
Jarvis rhammnalipid —H
Compound A —COCH=CHI{CH.):.CH,
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continuacién - tabla 3

PHENAZINES

Pyocyanine

Hemipyoscaning

Idainin

Phenazine-1-carboxylic acid (tubermycin B)
Chlaroraphin

Oxyehlororaphin

Asruginomn A

Asruginosin B

PYRROLES

Pyoluteorin

Phenylpyrroles

Pyrralnitrin

Lsopyrrolnitrin

2-Chloropyrrolnitrin

O -

Monodechloropyrrolnitrin

#-(2'- Aming-3 -chlorophenylpyrrole-2-car-
bozylic acid

INDOLES

3-Chloroindale
Indole-3-carbozaldehyde
&-Bromoindole-3-carboxaldehyde
T-Chloroindolencetic acid
Indoleacrylosonitrile

Y
Rg ;h
R e
—OH ~H
—OH —H
—OH —H

—{0ONH: —H
—H —MH;
—H —MNH,

Ry
R {4
d R
N
s H
R, R,
=1 =l
—Cl —l
—Cl —Cl
—H =]
—H —Cl
—H —Cl
—CO0H —H
]
[ 1 Ra
Rs N2
R, H
R,
—l
—CHO
—CHO
—CH.COOH

Bs s R
= =¥ =
—H —H _
—{H —H =}
—H —H —
—H —H —H
—H —H _
—C00H —H i ;

R R .
=1 =] —H
— M —| —H
= NHJ —l —H
—MN0; —l —OH
—MI) —H —H
—NH: —l —H

Ha R

—H —H

—H H

—Br —H

—H —l

H H
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continuacién - tabla 3

AMINO ACIDS and PEFTIDES

L-2- Amino-4-methoxy frans-J-butensic acid

O-Ethyl homoserine

Phaseoloioxins

Phaseolstozin
(2-Berine)-phassolotoxin

‘Tabtoxins

Tabtozin
|2-Serine)-tabtoxin

Isotahtoxins

Izotnbtoxin
(| 2-Serine)-isotabtoxin

Tabtoxinine

Tabtoxinine-§-lactam

H
CH, -0-C= C - CH-COOH
H
NH,
CH; CH; 0-CH CH; CH-COOH
MH,

i
HO-P - NH-CH-COOH

OH  CH~CH; COOH
H N-CH- CO-NH-CH-C0-NH- CH- COOH
I I I
{=|:H,]-, CHR {4I:1-|,L_
NH - P~ OSO7NH, NHHC-NH,
OH NH
Ll
—H
—OH

oM
HOCO~ CH~ N~ CO - CH~-CH,- cH,l—I
MH

CHOH MH,
I ]
(=]
R
—{H,
—H
OH
(fovm
H:!E{}-:?H- NH-CO™ “N""p
H
:I:I-I:H
R
R
—H,
—H
Y
HOCD ?4-EH2-L':|-|2- | - CO0H
NH, CHy-MNH,
oH
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continuacién - tabla 3

-
Tubtoxin CH,-NH;
HOCO N O
H
Q
Coronatine CONH
HOCO

- |
Pyrimine Q\m—&&-%'EH-CDOH

NH,
D-f-hydroxydecanoyl -L-Lau-D-Glu—,
Viscoain Cll:l—aJ.h*Tl-r—D—'lm-L-Lm-ﬂ-Sw

tl..- lleaD-SererL- Ll~u‘J

PTERINES
X
oLy
R
Pterine —H
B-Aminoprerine —NH;
E-Hydroxymethylpterine —CH0H
Monapterine —CHOHCHOHCH0H
FCHOH ) CHyOH
R
Ribitylhomazine :CHH;
& Methyl-ribityl )
Putidolumazine —CHLCHALCO0H
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continuacién - tabla 3

&-{ p-Hydroxyphenyl)-ribityllumazine

&-(3-Indolyl)-ribityllumazine

MISCELLANEOUS COMPOUNDS
Cranhydric acid

Acruginoic acid

Magnezidin

Psewdomonic acid

Feeuwdomonic acid &
Pseudomonic scid B

Antibiotic P-2663

P- 2563 (A)
P-2563 (P)

Amino-2-acetophenone

(C-acety] phloroglucinols

0%__COICH,),CHy

CHaCH" ™y ‘ra Mg**
H o neas
CH
GHy MO “ 7 COO(CH; COOH
H:ﬂ - . c.ﬁ
R
R
—H
—OH
CHZOH

A
HO
HO

HaNCHz CH-CH-CH-CH-CH,OH
OH HyN OH
R

—=C0OCH,
— OO HCH,

COCH,
L.,
OH
R.ﬁﬂ,
HO OH
nﬂ

R Ry B
—CO0OCH, —H —H

= {:ﬂ‘:H-. —CUCH._. —H
_C':":H i —ﬂﬂEH:u _EMH'L

120



continuacion - tabla 3

oH
Antibotic DB-2073 (alkylresorcino) EH!—{CH?:I, _Q’{CHJE—CH’
OH

TABLA 4.
Composicion del medio de cultivo PPGAS.

_ Concentracién en gramos
Reactivo

para 1L
Cloruro de Amonio [0.02M] 1.068
Cloruro de potasio [0.02M] 1.492
Tris-HCI 6 MOPS [0.12M] 18.912
Peptona 1% 10.0
Glucosa 0.5% 25 ml
Sulfato de magnesio [0.0016M] 1.6 ml
Agua cbp
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APENDICE B

Proteobacterias Alpha.

Las proteobacterias alpha crecen con niveles bajos de nutrientes (oligotroficos), algunos
poseen prostecas (prolongaciones celulares), ademas abarcan la mayoria de los géneros
fotétrofos, bacterias fijadoras de nitrogeno, quimioautotrofos y quimioheterotrofos, (2)
también varios generos que metabolizan componentes C1, simbiontes de plantas (por
ejemplo, rhizobia) y de animales y un grupo de patdgenos peligrosos, Rickerrsiaceae.
Por otra parte, se piensa que los precursores de las mitocondrias de las células eucariotas

se han originado en este grupo bacteriano. (Teoria endosimbidtica) (3).

Proteobacterias Beta.

Las proteobacterias beta abarcan varios grupos de las bacterias aerobias o facultativas
que son a menudo altamente versatiles en sus capacidades de degradacion, muchas de
ellas se encuentran en muestras ambientales, tales como aguas residuales o el suelo,
siendo algunas patogenos humanos, teniendo dentro de esta clase a Neisseriaceae (que
causa gonorrea y meningoencefalitis) y las especies del género Burkholderia (2).
Contiene géneros quimiolitotroficos (por ejemplo el género Nitrosomonas que oxida el
amoniaco) y algunos fototrofos (como los géneros Rhodocyclus y Rubrivivax). Este
grupo de proteobacterias beta juegan un papel importante en la fijacion de nitrégeno en
varios tipos de plantas, oxidando amonio para producir nitrito, que es un producto

quimico importante para la funcion de las plantas (3).
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Proteobacterias Delta.

Las proteobacterias delta abarcan un grupo de géneros predominante aerobios,
myxobacteria, que forman cuerpos fructiferos y un grupo de géneros estrictamente
anaerobios, que contienen la mayor parte de las bacterias reductoras de sulfato
(Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfonema, etc.) y de las bacterias
reductoras de sulfuro (por ejemplo, Desulfuromonas y desulfovibrio) junto con otras
bacterias anaerobias con diferente fisiologia (por ejemplo, reductoras del hierro férrico
Geobacter y los géneros sintréficos Pelobacter y Syntrophus) 3). Se incluyen los

géneros Mixococcus, Bdellovibrio y parasitos de otras bacterias (2).

Proteobacterias Epsilon.

Las proteobacterias epsilon comprenden solamente unos pocos géneros, principalmente
Wolinella, Helicobacter y Campylobacter, que tienen forma helicoidal y siendo estos
dos ultimos patégenos humanos. La mayor parte de las especies conocidas habitan en el
tracto digestivo de seres humanos y animales y proporcionan servicio como simbiontes
(Wolinella en el ganado vacuno) o como ya se mencion0, como patdgenos humanos
(Helicobacter en el estomago, Campylobacter en el duodeno). También se han
recuperado numerosas secuencias ambientales de respiraderos frios e hidrotermales (2 y

3).
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