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RESUMEN 

La bacteria Pseudomonas aeruginosa, como parte de los diversos metabolitos que sintetiza de manera natural, produce unos 

glicolípidos denominados ramnolípidos (RL). Estos biosurfactantes son metabolitos secundarios compuestos por una fracción 

hidrofílica polar de L-ramnosa, y una fracción hidrofóbica no polar de un dímero de ácidos grasos denominado ácido 3-(3-

hidroxialcanoiloxi)alcanoico (HAA). Éste último se compone por subunidades de (R)-3-hidroxiácidos grasos de diez átomos 

de carbono. Muchas cepas de P. aeruginosa producen dos variedades de RL: el mono-RL (constituído por una molécula de L-

ramnosa) y el di-RL (compuesto por dos moléculas de L-ramnosa). Los RL son agentes tensoactivos que participan, directa o 

indirectamente, en múltiples funciones fisiológicas de P. aeruginosa. Debido a esto, los RL han comenzado a ser empleados 

en diversos ámbitos de la industria con el objetivo de, paulatinamente, reemplazar a los surfactantes de origen sintético que 

constituyen a la gran mayoría de productos de consumo cotidiano. Aunque P. aeruginosa es el mejor productor de RL 

reportado, esta bacteria está clasificada como patógeno oportunista; por lo que es importante obtener cepas que carezcan de los 

principales factores de virulencia con una producción considerable de RL. Así como estos últimos, P. aeruginosa produce un 

biopolímero compuesto de subunidades de (R)-3-hidroxiácidos grasos denominado polihidroxialcanoato (PHA), el cual 

representa una competencia metabólica para la optimización de la producción de biosurfactantes. Considerando los problemas 

de virulencia y producción de PHA, este trabajo consistió en la obtención de cepas P. aeruginosa PA14 carentes de sus 

principales factores de virulencia dentro de un fondo genético de sobreproducción de RL, optimizado mediante estrategias de 

Ingeniería de Vías Metabólicas. Utilizando P. aeruginosa PA14 como cepa parental, se obtuvo un incremento de RL totales 

del 60% al bloquear la biosíntesis de PHA mediante la generación de una triple mutante phaG- phaC1- phaC2- y 

sobreexpresando los genes rhlA, rhlB y rhlR. La proporción molar mono-RL:di-RL obtenida en esta cepa sobreproductora fue 

de 1:1. En un estudio de caracterización más profunda de la vía de biosíntesis de RL y PHA, nuestros resultados indican que la 

enzima RhlA, previemente asociada exclusivamente a la biosíntesis de RL, genera también intermediarios para la biosíntesis 

de PHA. Además, contrario a lo previamente descrito, nuestros resultados demuestran que el flujo de carbono que existe a 

través de -oxidación no tiene relevancia en la vía de biosíntesis de RL, utilizando glucosa como principal fuente de carbono. 

También proponemos que las enzimas enoil-CoA hidratasa RhlY y enoil-CoA hidratasa/isomerasa RhlZ generan los principales 

precursores de ácidos grasos para la biosíntesis de RL, a través de la vía de biosíntesis in situ (de novo) de ácidos grasos. Para 

atenuar la virulencia de la cepa sobreproductora de RL previamente obtenida, generamos una mutación en el gen pscC para 

bloquear la secreción de toxinas del sistema de secreción tipo III (T3SS), obteniendo así la cepa sobreproductora GUG1. Sobre 

ésta última, se generó una mutación en el gen rhlC para sobreproducir exclusivamente mono-RL, obteniendo así la cepa GUG2. 

Ambas cepas fueron sometidas a ensayos de virulencia utilizando células HeLa (ATCC® CCL-2™) y dos modelos biológicos 

(Galleria mellonella y ratón BALBc/AnNHsd). Tanto la cepa GUG1 como GUG2 fueron avirulentas, al registrar el 100% de 

sobrevivencia en los ensayos de infección. En nuestras condiciones de cultivo y producción, la cepa GUG1 produjo un título 

de RL totales (mono- y di-RL, en proporción molar 1:1) de 248.63 g mL-1, mientras que la cepa GUG2 (la cual sintetiza 

mono-RL exclusivamente) produce un título de 162.64 g mL-1. En ambas cepas, se observó un incremento de RL totales con 

respecto a la cepa tipo PAO1 en nuestras condiciones de cultivo y producción. Por lo tanto, estas cepas consideramos que 

pueden ser utilizadas en procesos de producción de RL a mayor escala.  
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. Generalidades de la bacteria Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa que filogenéticamente pertenece a la clase -Proteobacteria. Se 

le considera como una bacteria ubicua debido a que se encuentra en diversos ambientes, e inclusive en aquellos que han sido 

contaminados con mezclas heterogéneas de hidrocarburos o metales pesados. Esta capacidad de P. aeruginosa de crecer en 

estos ambientes diversos se debe a la amplia gama de metabolitos y enzimas que ésta produce, los cuales le confiere ciertas 

ventajas metabólicas sobre otras poblaciones microbianas para sobrevivir. Sin embargo, algunos de estos metabolitos también 

son considerados factores de virulencia característicos de esta bacteria para infectar plantas, insectos y mamíferos, incluyendo 

al hombre; asimismo, algunos de estos factores son regulados mediante un mecanismo distintivo de comunicación microbiana, 

característica de algunos microorganismos, conocido como sistema sensor de quórum – QS, por sus siglas en inglés [Williams 

& Cámara, 2009]. La producción concertada de diversos factores de virulencia plantea una problemática importante si se desea 

utilizar a P. aeruginosa con fines biotecnológicos, debido a que esta bacteria representa un alto riesgo biológico para su 

manipulación. 

I.2. Ramnolípidos. Composición química, vía de biosíntesis y aplicaciones en la industria 

Uno de estos metabolitos secundarios producidos por P. aeruginosa con alto potencial biotecnológico son los 

ramnolípidos (RL), los cuales son glicolípidos biosurfactantes compuestos por un dímero de (R)-3-hidroxiácidos grasos 

denominado ácido 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoico (HAA); éstos se encuentran unidos mediante un enlace glicosídico a una 

o dos moléculas de (L)-ramnosa [Soberón-Chávez et al., 2005]. En P. aeruginosa, las cadenas de acilo que constituyen a los 

HAA tienen una longitud de diez átomos de carbono (C10). Si los HAA están asociados a una molécula de ramnosa, se 

denominan mono-ramnolípidos (mono-RL); y si están unidas a dos moléculas de ramnosa, se denominan di-ramnolípidos (di-

RL). Las dos principales variedades químicas de RL que sintetiza P. aeruginosa son el ramnosil-3-hidroxidecanoil-3-

hidroxidecanoato (Rha-C10-C10) y ramnosil-ramnosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (Rha-Rha-C10-C10). La mayoría de 

cepas de P. aeruginosa producen tanto mono-RL como di-RL aunque, de manera natural, existen algunas otras cepas que 

únicamente producen mono-RL (Figura 1). 

 

Figura 1. a & b. Estructuras químicas de ramnolípidos producidos por P. aeruginosa: di-RL (a) y mono-RL (b). c. Estructura química de 3-(3-

hidroxialcanoiloxi)alcanoatos (HAAs) [tomado de Filloux & Ramos, 2014]. 
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Estos biosurfactantes fueron descubiertos en 1949 [Jarvis & Johnson, 1949], originalmente descubiertos en P. 

aeruginosa, y participan en múltiples procesos importantes para su supervivencia en los microambientes que coloniza. Aunque 

los RL fueron descubiertos en P. aeruginosa, existen reportes que estos biosurfactantes son producidos por otras especies de 

bacterias del género Pseudomonas (e.g. Pseudomonas chlororaphis) y en bacterias del género Burkholderia. En esta bacteria, 

los RL contribuyen de manera importante para el desplazamiento de P. aeruginosa. También ayudan a la asimilación de 

nutrientes que no son solubles en agua, como los aceites, o incluso diversos componentes de petróleo o hidrocarburos. Debido 

a su propiedad de solubilizar grasas, los RL son considerados también como antimicrobianos de amplio espectro ya que afectan 

la composición de las membranas celulares de otras bacterias u hongos presentes en el mismo microambiente de P. aeruginosa, 

constituyendo así un mecanismo de defensa natural y eficaz de esta bacteria contra otras poblaciones microbianas. De manera 

interesante, P. aeruginosa es inmune contra la acción de los ramnolípidos que produce. Aunque no se conoce con certeza el 

mecanismo por el cual P. aeruginosa puede producir y tolerar una cantidad considerable de RL, se ha propuesto que la 

composición de la membrana citoplásmica de esta bacteria puede tener un papel importante en la tolerancia de ésta ante la 

acción surfactente de los RL. Sin embargo, se continuan realizando estudios para lograr sustentar esa hipótesis. Los primeros 

usos industriales de los ramnolípidos han sido inspirados en estas formas en las que P. aeruginosa utiliza estos biosurfactantes 

en su beneficio. Asimismo, se ha propuesto que, a ciertas concentraciones, los RL pueden ser utilizados como nutrientes para 

la misma P. aeruginosa o para otros microorganismos. Debido a esta última característica, los RL son considerados altamente 

biodegradables, contrario a los surfactantes sintéticos usados ampliamente en muchos productos comerciales. Para la biosíntesis 

de RL, es esencial la expresión de tres genes: rhlA, rhlB y rhlC [Soberón-Chávez et al., 2005]; éstos se encuentran regulados a 

nivel transcripcional por el sistema QS. Aunque la biosíntesis de RL es concertada junto con otros genes controlados también 

por una red de regulación muy compleja, los genes rhlA, rhlB y rhlC se encuentran directamente regulados positivamente por 

el regulador transcripcional RhlR al interaccionar con el autoinductor butiril-homoserinlactona (C4-HSL), el cual induce la 

expresión de estos genes a partir de la fase exponencial tardía o estacionaria temprana del crecimiento. Dentro de este sistema 

QS, el regulador RhlR forma circuitos de regulación positiva al inducir su propia inducción sobre el gen rhlR, y también al 

inducir la expresión de los genes rhlA y rhlB (Figura 2). 

 

Figura 2. Regulación de los genes rhlA, rhlB y rhlC, esenciales para la biosíntesis de RL en P. aeruginosa. Aunque la biosíntesis de estos genes forma parte 

de una red de regulación en la que participan otros sistemas QS (sistemas las y PQS), la biosíntesis de RL se encuentra directamente controlada por el regulador 

transcripcional RhlR. 
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Otro metabolito secundario producido por P. aeruginosa es un biopolímero denominado polihidroxialcanoato (PHA), 

el cual es constituido por subunidades de (R)-3 hidroxiácidos grasos [Timm & Steinbüchel, 1992]. Así como en los RL, las 

cadenas de acilo que componen al PHA tienen una longitud de diez átomos de carbono. Estudios previos han demostrado que 

la biosíntesis tanto de RL como de PHA se realiza de manera simultánea [Choi et al., 2011] y que también existe una estrecha 

relación a nivel metabólico en la biosíntesis de estos dos metabolitos (Figura 3). 

 

Figura 3. Vía de biosíntesis de RL y PHA en P. aeruginosa. La línea punteada indica una actividad enzimática sugerida, pero no demostrada. 

La actividad surfactante de los RL les permite ser utilizados como componente activo principal en productos que 

facilitan la interacción entre dos sustancias con solubilidad diferente. La aplicación de estos surfactantes abarca muchos campos 

de la industria (Figura 4), como la cosmética, biorremediación, alimenticia, agrícola, e incluso, nanotecnología [Chong & Li, 

2017].  

 

Figura 4. Algunos ejemplos de las diversas aplicaciones de los RL en la industria. 
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Como muchos productos actuales, los surfactantes más ampliamente utilizados en la industria son sintéticos. Aunque 

tienen casi 70 años de su descubrimiento, los avances en el conocimiento de la bacteria P. aeruginosa y la forma en que ésta 

produce los RL, han permitido que éstos últimos sean considerados como alternativa biotecnológica desde hace dos décadas 

aproximadamente. Sin embargo, las posibilidades de su uso se han incrementado considerablemente, siendo la industria de la 

biorremediación el primer rubro en el que han sido utilizados de manera exitosa. La recuperación de aceites y el tratamiento de 

ambientes contaminados con petróleo (o derivados) y metales pesados (principalmente plomo, cadmio y mercurio) son algunos 

de los más importantes usos en los que se han empleado los RL. De manera general, se ha propuesto que estos biosurfactantes 

participan en la desorción de metales pesados del suelo o de aguas contaminadas mediante la formación de complejos al 

modificar la tensión superficial del agua. Esto altera la solubilidad del agua de manera significativa, ocasionando que los 

metales pesados puedan ser removidos de la solución acuosa e interaccionen con los RL presentes [Elouzi et al., 2012].  

Asimismo, han comenzado a ser utilizados con éxito en la remoción de pesticidas de alta toxicidad dentro de campos de cultivo. 

Debido a que los RL también poseen actividad antimicrobiana, éstos se han aplicado como inhibidores contra hongos 

fitopatógenos o plagas de insectos que afectan gravemente a cultivos de importancia agrícola. De hecho, en el mes de marzo 

de 2004, la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) determinó que los RL podrían 

ser utilizados como agentes fungicidas y biopesticidas, en virtud de que estos biosurfactantes presentan nulo riesgo toxicológico 

y mutagénico. Se ha demostrado también que su actividad antimicrobiana puede ser utilizada con éxito en la industria 

alimenticia como conservador y como agente emulsificante de alimentos. En otros rubros, incluso se ha propuesto que los RL 

pueden ser utilizados como componentes de nanopartículas que requieren la formación de “membranas artificiales” para 

transporte.  

Hasta el momento, los RL son obtenidos exclusivamente mediante el uso de microorganismos en procesos de 

fermentación. Si bien estos biosurfactantes fueron descubiertos por primera vez en P. aeruginosa, diversos grupos de 

investigación han producido con éxito estos biosurfactantes en otros microorganismos como Escherichia coli y otras bacterias 

del género Pseudomonas; sin embargo, es un hecho que P. aeruginosa sigue siendo el mejor productor de RL totales reportado 

hasta el momento, obteniendo el mayor título de RL en una cepa P. aeruginosa PAO1. Aunque, a pesar del título considerable 

de RL que puede producir, esta cepa está considerada como altamente virulenta [Gellaty & Hancock, 2013]. Así pues, es 

necesario contar con bacterias no patógenas que puedan producir altos niveles de RL para lograr que estos biosurfactantes 

amplíen su mercado.  

Debido a que aún es relativamente costoso producir estos biosurfactantes, algunos grupos de investigación se han dedicado 

a modificar genéticamente bacterias para incrementar la producción de RL, y otros grupos se han enfocado en optimizar el 

proceso de producción en la industria y así disminuir el costo de producción y venta de RL en el mercado. Con los avances que 

se han logrado en la optimización del proceso de obtención y purificación de estos biosurfactantes, es posible hacer una 

perspectiva de uso para reemplazar paulatinamente los surfactantes sintéticos ampliamente utilizados en el mercado (por 

ejemplo, los detergentes) con productos comerciales hechos a base de RL de origen microbiano y biodegradables. 

I.3. Factores de virulencia de P. aeruginosa 

La bacteria P. aeruginosa está considerada como un microorganismo patógeno oportunista, el cual es aislado en 

numerosas muestras clínicas. En muchas ocasiones, esta bacteria es agente etiológico de numerosas infecciones nosocomiales 
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que pueden llegar a ser mortales incluso con el tratamiento y antibióticos adecuados. Esta bacteria produce una gran variedad 

de metabolitos, muchos de ellos considerados como factores de virulencia. Muchos grupos de investigación se han enfocado 

en tres tipos de determinantes de virulencia: metabolitos regulados por QS, toxinas del sistema de secreción tipo III (T3SS) y 

la producción de lipopolisacárido (LPS) antígeno-O. Este último es un lipopolisacárido variable que recubre la membrana 

externa de muchas bacterias, incluida P. aeruginosa, y protege de la lisis mediada por complemento. [Hauser, 2011]. Además 

de estos factores de virulencia, es relevante mencionar que la bacteria P. aeruginosa es un microorganismo resistente natural a 

una gran variedad de antibióticos, debido a la gran cantidad de transportadores que tiene para expulsar a éstos y a la presencia 

de elementos genéticos móviles con genes de resistencia para modificación y/o degradación de antibióticos. 

La red de regulación QS se compone por los sistemas las, rhl y PQS. Éstos controlan de manera coordinada la biosíntesis 

de muchos metabolitos en respuesta a la densidad poblacional presente en el microhábitat de colonización. Algunos de los 

principales factores de virulencia que son producidos mediante QS son elastasa, lectina, ácido cianhídrico, piocianina y 

ramnolípidos. La elastasa (conocida también como LasB) es una metaloproteasa que hidroliza la elastina presente en las uniones 

del tejido epitelial respiratorio. La piocianina es un compuesto poliaromático de color azul considerado como un agente 

poderoso de óxido-reducción [Kipnis et al., 2006]. La lectina (denominada LecA) es una adhesina que participa en el 

reconocimiento y adhesión a células epiteliales o endoteliales mediante la identificación de ligandos constituidos por galactosa, 

facilitando así la adherencia bacteriana [Kirkeby et al., 2006]. 

El sistema de secreción tipo III (T3SS) es un mecanismo mediante el cual la bacteria P. aeruginosa introduce un conjunto 

de toxinas directamente al citoplasma de células eucariontes. Este sistema está compuesto por más de 40 proteínas que 

participan en la producción y secreción de cuatro toxinas: ExoS, ExoT, ExoY y ExoU. Las toxinas ExoS y ExoT son activadores 

de GTPasa y ADP-ribosiltransferasa; participan en la disrupción del citoesqueleto de actina en células eucariontes, así como 

en la inhibición de biosíntesis de DNA, tráfico vesicular y endocitosis, finalmente provocando muerte celular. La toxina ExoU 

es una potente fosfolipasa que compromete en poco tiempo (1 – 2 horas) la integridad de la membrana citoplásmica eucarionte. 

Finalmente, la toxina ExoY es una adenilil ciclasa que promueve el incremento de cAMP intracelular, provocando la disrupción 

del citoesqueleto de actina y el incremento de la permeabilidad endotelial. En dos cepas tipo conocidas de P. aeruginosa se ha 

detectado que la cepa tipo PAO1 produce las toxinas ExoS, ExoT y ExoY; mientras que la cepa tipo PA14 produce ExoT, 

ExoU y ExoY [Hauser, 2009]. 

II. ANTECEDENTES 

Con la finalidad de incrementar el título de ramnolípidos (RL) en cepas de Pseudomonas spp., se han realizado estudios 

y modificaciones en la vía metabólica de biosíntesis. Hay que considerar también que el empleo de diferentes condiciones de 

cultivo y fuentes de carbono ocasiona una gran variabilidad de los títulos reportados en estos diferentes estudios. Un estudio 

realizado por Solaiman et al. (2013) planteó la utilización de una cepa de Pseudomonas clororaphis para la sobreproducción 

de RL inactivando el gen phaG y así disminuir la producción de PHA. Sin embargo, no se observó un incremento significativo 

en la producción de RL, obteniendo para esta cepa un título de ramnolípidos de 0.87 g L-1, mientras que en la cepa parental de 

P. clororaphis se obtuvo 0.70 g L-1. 

Así como se ha estudiado el efecto de la eliminación del gen phaG sobre la producción de RL, también se han publicado 

algunos trabajos sobre el posible efecto de los genes phaC1 y phaC2 en la producción de RL. En un estudio de Pham et al. 
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(2014), fue evaluada la producción de RL en una cepa de P. aeruginosa PAO1 phaC1-Z-C2, la cual tiene una deleción 

cromosomal de los genes phaC1, phaZ y phaC2, sin embargo observaron que el título de ramnolípidos en ésta (58.4 g mL-1) 

disminuyó ligeramente con respecto a una cepa PAO1 (77.6 g mL-1) en las mismas condiciones de cultivo. En un estudio de 

producción heteróloga de ramnolípidos en Pseudomonas putida, Wittgens et al. (2011) observaron que al inactivar solamente 

el gen phaC1 en una cepa de P. putida, y junto con la expresión heteróloga de los genes rhlA y rhlB de P. aeruginosa, se obtiene 

un incremento de siete veces el título de RL (1.5 g L-1) comparado con la misma cepa expresando los genes rhlA y rhlB pero 

sin la inactivación de phaC1 (0.35 g L-1). 

Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo se han realizado estudios en los que se expresan los genes rhlA y rhlB en 

trans mediante un vector transformado en P. aeruginosa [Tejeda-Díaz V, 2012; Hernández-Garrido D, 2012]. En estos estudios, 

se utilizó el vector de expresión pHERD20T para expresar, en primer lugar, el gen rhlA, y posteriormente tanto rhlA como 

rhlB;. En estos experimentos, los genes rhlA y rhlAB fueron clonados bajo el promotor PBAD, induciendo la expresión de éstos 

con la adición de arabinosa. El mayor título de ramnolípidos fue obtenido con la expresión de ambos genes, denominando a 

este plásmido pHERD20T-rhlAB, obteniendo un incremento de, aproximadamente, 100% de ramnolípidos con respecto a la 

cepa parental (Figura 5). 

 

Figura 5. Producción de ramnolípidos en cepa de P. aeruginosa PAO1 con expresión en trans del operón rhlAB de P. aeruginosa en vector de expresión 

pHERD20T-rhlAB. 

Recientemente fue evaluada la producción de ramnolípidos en cepas de P. aeruginosa ATCC9027 y PAO1 [Grosso-

Becerra et al., 2016] en la cual se expresaron los genes rhlA, rhlAB y rhlAB-R; en este último caso también fue adicionado el 

autoinductor C4-HSL. Tanto en la cepa ATCC9027 como en la cepa PAO1 el mayor título de ramnolípidos fue obtenido con 

la expresión de los genes rhlAB-R, con 110 g mL-1 para la cepa ATCC9027 y 212 g mL-1 para la cepa PAO1 con C4-HSL. 

En estos casos, los genes rhlAB-R fueron clonados con sus promotores nativos cromosomales (Figura 6). 
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Figura 6. Producción de RL en cepas PAO1 y ATCC9027. La unidad transcripcional de los genes rhlAB y rhlAB-R , así como los genes rhlA y rhlR, fueron 

sobreexpresados en el vector pUCP24 con sus promotores nativos cromosomales. v. Cepas con pUCP24. A. Cepas con construcción pUCP24/rhlA. AB. Cepas 

con construcción pUCP24/rhlAB. ABR. Cepas con construcción pUCP24/rhlAB-R. ABR/C4. Cepas con construcción pUCP24/rhlAB-R, adicionada con 

autoinductor 10 mM C4-HSL. R. Cepas con construcción pUCP24/rhlR. R/C4. Cepas con construcción pUCP24/ R, adicionada con autoinductor 10 mM C4-

HSL. 

La producción de RL también se ha explorado en modelos biológicos ajenos a bacterias del género Pseudomonas. 

Utilizando cepas de E. coli [Cabrera-Valladares et al., 2006] o Burkholderia kururiensis [Tavares et al., 2013], se han producido 

con éxito RL, obteniendo títulos de 0.12 g L-1 y 7.4 g L-1, respectivamente. Al realizar una comparación entre las cepas 

bacterianas productoras de RL reportadas hasta el momento, la cepa de P. aeruginosa PAO1 es la máxima productora de RL – 

36.7 g L-1, con aceite de girasol al 2.5% como fuente de carbono [Müller et al., 2011]. 

III. JUSTIFICACIÓN 

Los ramnolípidos (RL) son biosurfactantes de importancia biotecnológica sintetizados por la bacteria Pseudomonas 

aeruginosa con múltiples aplicaciones potenciales en la industria. La biosíntesis de éstos se encuentra regulada mediante el 

sistema sensor de quórum (QS), por lo que está relacionada también con la síntesis de factores de virulencia. Debido a esto, es 

de gran relevancia obtener cepas de P. aeruginosa carentes de sus principales factores de virulencia para facilitar su 

manipulación en la industria biotecnológica. 

Por otro lado, la presencia de un intermediario común en la vía de biosíntesis tanto de polihidroxialcanoatos (PHA) como 

de RL plantea una problemática importante para la optimización del proceso de producción de éstos últimos. De tal manera 

que resultaría interesante explorar algunas estrategias de ingeniería de vías metabólicas que permitan abatir la producción de 

PHA y dirigir el flujo metabólico hacia la producción de RL. 

IV. HIPÓTESIS 

La inactivación de los genes que codifican para los principales factores de virulencia producidos por el sistema de 

secreción tipo III de P. aeruginosa permitirá obtener cepas con virulencia atenuada para manipulación y aplicación 

biotecnológica. Asimismo, la inactivación de genes involucrados en la biosíntesis de PHA junto con la expresión en trans de 

los operones rhlAB o rhlAB-R permitirá la construcción de cepas sobreproductoras de ramnolípidos. 
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V. OBJETIVOS 

V.1. Objetivo general 

Obtener cepas de P. aeruginosa PA14 carentes de sus principales factores de virulencia con una producción aumentada 

de ramnolípidos (RL) 

V.2. Objetivos particulares 

 Abatir la competencia metabólica sobre la proteína RhlA mediante la generación de una mutante phaG- 

 Bloquear la producción de PHA mediante la generación de una mutante phaC1- phaC2- 

 Dirigir el flujo metabólico a la producción de RL con la sobreexpresión en trans de los operones rhlAB o rhlAB-R 

 Bloquear la secreción de toxinas asociadas al sistema de secreción tipo III (T3SS) 

 Verificar la atenuación de la virulencia en modelo biológico in vitro e in vivo 

VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

VI.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo se enlistan a continuación en la Tabla 1, destacando algunas de sus 

características relevantes. Las cepas fueron cultivadas a 37 °C en condiciones aerobias, a una velocidad de agitación constante 

de 250 rpm. Para manipulación de DNA y pre-cultivos, las cepas fueron cultivadas en medio LB. Para la recombinación sitio-

específica mediada por la recombinasa FLP, las cepas fueron cultivadas a 42 °C. Para la eliminación de plásmidos con el gen 

sacB, las cepas fueron cultivadas en medio LB sin NaCl (LB-NaCl) con sacarosa al 10%. Cuando fue necesaria la selección 

con antibiótico, para E. coli fue utilizado apramicina (50 g/mL), carbenicilina (100 g/mL) y gentamicina (30 g/mL). En el 

caso de P. aeruginosa, los antibióticos empleados fueron carbenicilina (200 g/mL), gentamicina (100 g/mL) y apramicina 

(100 g/mL). Para la producción de RL y PHA, las cepas fueron cultivadas en medio PPGAS [Zhang & Miller, 1992] utilizando 

glucosa como principal fuente de carbono a una concentración de 2 g/L. Para las construcciones derivadas del vector 

pHERD20T, se utilizó 0.2% de arabinosa como inductor de la expresión génica. 

Tabla 1. Cepas y plásmidos utilizados en este estudio. 

Cepas/Plásmidos Características relevantes Referencia 

Cepas 

Escherichia coli DH5 lacZM15 (lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17 [rK
-mK

+] 

supE44 thi-1 gyrA relA1 

Invitrogen 

Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 Protótrofa Jacobs et al., 2003 

PA14 Protótrofa Liberati et al., 2006 

ATCC9027 Protótrofa American Type Culture Collection 

PA14 phaC1- phaC1::MAR2xT7 Liberati et al., 2006 

PA14 phaC1- phaC2- phaC1- (proteína PhaC1 no funcional, mutaciones P426A y A551T) 

phaC2::MAR2xT7 

Liberati et al., 2006 

PA14 phaG- phaC1- phaC2- phaG::FRT-aac(3)IV-FRT phaC1-phaC2::MAR2xT7 Este trabajo 

PA14 rhlA- rhlA::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 phaG- phaG::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 
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PA14 rhlA- phaG- rhlA::FRTphaG::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 rhlY- rhlZ- rhlYZ::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 rhlY- rhlZ- phaG- rhlYZ::FRTphaG::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 11990- PA14_11990::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 fadD1- fadD2- fadD1D2::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 pscD- pscD::MAR2xT7 Liberati et al., 2006 

PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC- phaG::FRT phaC1-phaC2::MAR2xT7 pscC::FRT-aac(3)IV-FRT Este trabajo 

PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC- rhlC- phaG::FRT phaC1-phaC2::MAR2xT7 pscC::FRT rhlC::FRT-

aac(3)IV-FRT

Este trabajo 

GUG1 PA14 phaG::FRT phaC1-phaC2::MAR2xT7 pscC::FRT-

aac(3)IV-FRT + pUCP20-rhlABR 

Este trabajo 

GUG2 PA14 phaG::FRT phaC1-phaC2::MAR2xT7 pscC::FRT 

rhlC::FRT-aac(3)IV-FRT + pUCP20-rhlABR 

Este trabajo 

Plásmidos 

pEX18Ap Vector para reemplazo de genes. bla (CbR) oriT sacB Hoang et al., 1998 

pFLP2 sacB bla (ApR), represor  cI857, recombinasa FLP Hoang et al., 1998 

pIJ773 FRT-aac(3)IV -FRT (ApraR GmR) bla (ApR CbR) oriT+  Gust et al., 2003 

pUCP18-RedS sacB bla (ApR CbR)  Red (gam bet exo) Lesic & Rahme, 2008 

pUCP20 ori_pUC18 ori_pRO1614 bla (ApR CbR)  West et al., 1994 

pUCP24 ori_pUC18 ori_pRO1614 aacC1 (GmR) West et al., 1994 

pHERD20T ori_pBR322 ori_pRO1600 oriT PBAD araC bla (ApR CbR) Qiu et al., 2008 

pUCP20-phaC1m Vector pUCP20 con unidad transcripcional del gen phaC1 

proveniente de la mutante PA14 phaC1- phaC2- 

Este trabajo 

pUCP20-phaC1wt Vector pUCP20 con unidad transcripcional del gen phaC1 

proveniente de la cepa PA14 

Este trabajo 

pUCP24-rhlAB Vector pUCP24 con unidades transcripcionales de genes (operón) 

rhlAB 

Grosso-Becerra et al., 2016 

pUCP24-rhlABR Vector pUCP24 con unidades transcripcionales de genes (operón) 

rhlAB-R 

Grosso-Becerra et al., 2016 

pUCP20-rhlAB Vector pUCP20 con unidades transcripcionales de genes (operón) 

rhlAB 

Este trabajo 

pUCP20-rhlABR Vector pUCP20 con unidades transcripcionales de genes (operón) 

rhlAB-R 

Este trabajo 

pHERD20T-rhlAB Vector pHERD20T con operón rhlAB, incluyendo solamente genes 

estructurales y sitios de unión a ribosoma de ambos genes 

Hernández-Garrido D, 2012 

pHERD20T-rhlA Vector pHERD20T con gen estructural rhlA de P. aeruginosa Tejeda-Díaz V, 2012 

pHERD20T-phaG Vector pHERD20T con gen estructural phaG de P. aeruginosa Este trabajo 

pHERD20T-PA14_11990 Vector pHERD20T con gen estructural PA14_11990 de P. 

aeruginosa 

Este trabajo 

pUCP20-fadD1 Vector pUCP20 con unidad transcripcional de gen fadD1 Este trabajo 

pUCP20-fadD2 Vector pUCP20 con unidad transcripcional de gen fadD2 Este trabajo 

 

VI.2. Manipulación de DNA 

El procedimiento de manipulación de material genético y electroporación fue realizado conforme a lo reportado por 

Sambrook et al. (1989) y Filloux & Ramos (2014). La extracción de DNA cromosómico fue realizada con el DNeasy® Blood 

& Tissue Kit, mientras que para la obtención de DNA plasmídico fue empleado el QIAprep® Spin Miniprep Kit; ambos kits 

desarrollados por la compañía Qiagen© realizando las extracciones de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los productos 

de PCR y bandas de agarosa fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de la compañía 

Promega© siguiendo las instrucciones del fabricante. 

VI.3. Deleción de genes cromosomales en P. aeruginosa 

Para generar las mutaciones cromosomales, fueron utilizadas las metodologías de sistema de recombinación lambda Red 

reportada por Lesic & Rahme (2008) y el reemplazo de alelos por recombinación homóloga descrito por Hoang et al. (1998). 
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En nuestros experimentos fue empleado el gen aac(3)IV, obtenido del plásmido pIJ773 [Gust et al., 2003], el cual está 

flanqueado por sitios FRT y confiere resistencia a apramicina y gentamicina. 

VI.4. Extracción, purificación y cuantificación de RL y PHA 

A partir de sobrenadantes de cultivos en medio PPGAS, los RL fueron obtenidos mediante extracción orgánica con éter 

etílico, seguido de una cuantificación mediante ensayo de orcinol [Chandrasekaran & Bemiller, 1980]. Las concentraciones de 

RL fueron determinadas como Grosso-Becerra et al. (2016), comparando los datos obtenidos con una curva estándar de 

concentración conocida de (L)-ramnosa de 0 a 80 g mL-1, expresándolas en gramnosa por mililitro de cultivo. Los PHA fueron 

extraídos mediante digestión química con hipoclorito de sodio [Berger et al., 1989]. La cuantificación de este polímero se 

realizó mediante una adaptación del método de hidrólisis de -hidroxiácidos con ácido sulfúrico [Slepecky & Law, 1960], 

seguido por una determinación espectrofotométrica de las fracciones de ácidos grasos a 235 nm. La conversión de absorbancia 

hacia concentración de PHA, expresada en g/mL, fue determinada experimentalmente utilizando una curva estándar con PHA 

de masa conocida disuelta en 1 mL de ácido sulfúrico. Cada experimento fue realizado por triplicado, mostrando los errores 

estándar obtenidos. 

VI.5. Detección por cromatografía en capa fina (TLC) y estimación semicuantitativa de mono- y di-RL 

A partir de los sobrenadantes de los cultivos en medio PPGAS, los RL fueron extraídos con una mezcla de cloroformo-

metanol (2:1). La cromatografía fue realizada en una placa de sílica gel, utilizando una fase móvil de cloroformo-metanol-ácido 

acético (65:15:2). Después del corrimiento, la placa fue revelada con una solución de -naftol [Matsuyama et al., 1987]. Para 

estimar la proporción entre mono- y di-RL para las cepas evaluadas, las placas de TLC obtenidas fueron digitalizadas y 

analizadas con el programa ImageJ. 

VI.6. Detección y análisis de toxinas ExoU y ExoT 

A partir de un cultivo crecido toda la noche, las cepas fueron reinoculadas para crecimiento en medio LB-MC 

suplementado con 2.5 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2 y 5 mM EGTA para favorecer la inducción y expresión de los genes 

involucrados en el T3SS. Estos cultivos fueron incubados en agitación constante de 225 rpm a 37 °C, hasta alcanzar la fase 

crecimiento exponencial (aproximadamente en una D.O.600 = 1.0), y en este punto fueron obtenidas las proteínas del 

sobrenadante de los cultivos. Éstas fueron separadas por una electroforesis con SDS en gel de 15% de poliacrilamida y 

posteriormente fue realizada una electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa. Para la inmunodetección se utilizaron 

anticuerpos policlonales de conejo anti-ExoU y anti-ExoS/anti-ExoT, y anticuerpos GAR (goat anti-rabbit IgG) acoplados a 

una peroxidasa de rábano como anticuerpos secundarios. La detección por Western blot se realizó mediante 

quimioluminiscencia con el kit Immobilon Western Chemilumine HRP Substrate (Millipore), siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

VI.7. Ensayos de citotoxicidad en células HeLa (ATCC® CCL-2™) 

Cultivos en monocapa de células HeLa (ATCC® CCL-2™) con una confluencia de 110 000 células por pozo fueron 

inoculados con cultivos de P. aeruginosa en fase de crecimiento exponencial (2 h de crecimiento a 37 °C en medio LB a partir 
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de una reinoculación de cultivo de toda la noche) a una multiplicidad de infección (MOI) de 20 y 50. La infección fue realizada 

en medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), incubando a 37 °C en una atmósfera de 95% O2 / 5% CO2 por 2 

h y sin agitación. Posterior a la incubación, la infección fue detenida mediante la adición de PBS y las células viables fueron 

cuantificadas mediante tinción selectiva con 0.4% de azul tripano [Shapiro, 1988]. Los experimentos fueron realizados por 

triplicado, mostrando los errores estándar obtenidos. 

VI.8. Ensayos de infección en modelo de polilla de cera (Galleria mellonella) 

De manera similar a los ensayos de citotoxicidad, cada individuo de G. mellonella fue inoculado con 10 L de una dilución 

de cultivos de P. aeruginosa en fase de crecimiento exponencial, siguiendo el procedimiento descrito por Filloux & Ramos 

(2014). La suspensión bacteriana fue realizada con 10 mM MgSO4 como vehículo y diluyente. Posterior a la inoculación, los 

individuos permanecieron a 37 °C, realizando el seguimiento y conteo de sobrevivientes durante 24, 48 y 72 h posteriores a la 

infección. Se utilizaron como controles negativos la cepa ATCC9027 (cepa de P. aeruginosa avirulenta) y la cepa PA14 pscD- 

(cepa de P. aeruginosa con el sistema de secreción tipo III inactivo). 

VI.9. Ensayos de infección en modelo de ratón BALBc/AnNHsd 

Se realizaron experimentos con 5 ratones (en algunos casos se realizaron más de un experimento con algunas cepas por 

lo que se cuenta con resultados de un mayor número de ratones en estos casos) hembras BALBc/AnNHsd (Harlan IN, EUA) 

de 6 a 8 semanas de edad por cada dosis probada de una cepa. La inoculación de bacterias se realizó por vía intraperitoneal, 

utilizando 100 µL de agua estéril como vehículo y diluyente. Como control negativo se utilizó la cepa ATCC9027. Los ratones 

en grupos de 5 individuos fueron mantenidos durante el experimento en cajas con acceso libre de agua y alimento. Se realizó 

el monitoreo cada 24 horas durante 72 horas. El protocolo de estos experimentos fue aprobado por la Comité Para el Cuidado 

y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

VII. RESULTADOS 

VII.1. Efecto de la sobreexpresión de los genes rhlA, rhlB y rhlR sobre la producción de RL y PHA en la cepa de PA14 

Bajo nuestras condiciones de cultivo, la cepa P. aeruginosa PA14 produce un título de RL aproximado de 160 g mL-1. 

La sobreexpresión en trans de los genes que participan en la biosíntesis de este biosurfactante (rhlA y rhlB) además del 

regulador positivo transcripcional rhlR, constituye una estrategia demostrada en otros trabajos que permite la dirección del 

flujo metabólico hacia la biosíntesis de RL. La cepa PA14 fue transformada con las construcciones pHERD20T-rhlAB, 

pUCP24-rhlAB y pUCP24-rhlABR para evaluar la producción de RL y PHA (Figura 7). 
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Figura 7. Efecto de la sobreexpresión de los operones rhlAB y rhlAB-R sobre la producción de RL y PHA en la cepa PA14. Se realizó una prueba estadística 

ANOVA de un factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PA14. Los asteriscos grises representan diferencia significativa en la 

cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan diferencia en PHA.  

Comparado con la cepa parental PA14, no hay un incremento en la producción de RL. Además, existe un incremento 

discreto en la producción de PHA en las construcciones pUCP24-rhlAB y pUCP24-rhlABR. De tal manera que la 

sobreexpresión de rhlA, rhlB y rhlR por sí misma no logra incrementar la producción de RL, y sí podría aumentar la producción 

de PHA. Debido a que, aparentemente, en la cepa PA14 se favorece más la producción de PHA, será necesario bloquear la vía 

de biosíntesis de éste para lograr dirigir el flujo de carbono hacia la biosíntesis de RL. 

VII.2. Generación y caracterización de cepa PA14 phaG- 

De acuerdo a la vía metabólica para producción de PHA y RL en P. aeruginosa, la mutación del gen phaG podría disminuir 

de manera significativa la producción de PHA en la cepa PA14. Después de obtener esta mutante, fueron cuantificados los RL 

y PHA (Figura 8). 

 

Figura 8. Efecto de la mutación del gen phaG sobre la producción de RL y PHA en la cepa PA14. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un factor (P 

< 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PA14. Los asteriscos negros representan diferencia en PHA. 
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Si bien con la mutación del gen phaG la producción de PHA disminuyó de 275 g mL-1 a 150 g mL-1, no se logró abatir 

completamente la producción. Este resultado sugiere que existe otra enzima que participa en la biosíntesis de PHA en ausencia 

de la transacilasa PhaG. De tal manera que, para lograr bloquear por completo la vía de biosíntesis de PHA, es necesario obtener 

una triple mutante phaG- phaC1- phaC2-, en la cual las PHA sintasas PhaC1/PhaC2 se encuentren inactivas. 

VII.3. Generación de cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- 

VII.3.1. Caracterización de cepa PA14 phaC2- 

En estudios previos en nuestro laboratorio se ha encontrado que, al cuantificar PHA en cepas mutantes PA14 phaC1- y 

PA14 phaC2-, ésta última no produce cantidades significativas de PHA (Figura 9). Este resultado derivó en dos hipótesis que 

pueden explicar este fenómeno: 1) la expresión del gen phaC2 tiene un efecto sobre la expresión del gen phaC1 en el genoma 

de P. aeruginosa, o 2) el producto de expresión del gen phaC1 en esta cepa no es funcional. 

 

Figura 9. Efecto de la mutación de los genes phaC1 y phaC2 sobre la producción de PHA en la cepa PA14. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un 

factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PA14. Los asteriscos negros representan diferencia en PHA. 

Para confirmar la funcionalidad del gen phaC1, se realizó la secuenciación de éste. Además, se realizó un alineamiento 

de esta secuencia con respecto al gen phaC1wt de la cepa PA14 para detectar las posibles diferencias entre estas secuencias. La 

secuenciación del gen phaC1 se realizó considerando también la región 5’-UTR para detectar posibles cambios en el promotor 

de este gen (Figura 10). 
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Figura 10. Alineamiento de secuencia de nucleótidos de las secuencias phaC1wt (proveniente de la cepa PA14wt) y phaC1m (proveniente de la cepa PA14 

phaC2-), así como su traducción a proteínas. Los nucleótidos sombreados en color negro corresponden a 100% de identidad. 

Dentro de las unidades transcripcionales secuenciadas de los genes phaC1wt y phaC1m, se encontraron dos mutaciones 

puntuales C  G y G  A. Como consecuencia de éstas, la proteína PhaC1m tiene dos aminoácidos modificados, comparados 

con la proteína PhaC1wt: P426A y A551T. De éstos, la mutación en el aminoácido prolina puede ser un factor determinante en 

la pérdida de la función de la proteína PhaC1m, debido a que interviene directamente en el plegamiento de la misma. Esto podría 

explicar que la cepa PA14 phaC2- es, de hecho, cepa PA14 phaC1- phaC2-. La deleción del gen phaC1 disminuye la producción 

de PHA aproximadamente un 60% comparada con su cepa parental PA14. Para comprobar que la proteína PhaC1m (la cual 

proviene de la cepa PA14 phaC2-) no es funcional, se expresará en trans el gen phaC1m en una cepa PA14 phaC1-. Si la 

funcionalidad de la proteína PhaC1m está comprometida, la concentración de PHA no se afectará. 
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Figura 2. Efecto de la complementación con los genes phaC1wt y phaC1m sobre la producción de PHA en una cepa PA14 phaC1-. Se realizó una prueba 

estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), comparando los pares de cepas que están conectados con líneas. Los asteriscos negros representan diferencia en 

PHA. 

El título de PHA de la mutante PA14 phaC1- (120 g mL-1) es muy similar a la misma mutante complementada con el 

gen phaC1m, contrario a la mutante complementada con phaC1wt en la que el título de PHA (190 g mL-1) es muy similar a la 

cepa parental PA14. Por lo tanto, el producto del gen phaC1m no es funcional; de tal manera que la mutante PA14 phaC2- en 

realidad es PA14 phaC1- phaC2-. Sobre esta cepa se realizó la mutación del gen phaG para bloquear completamente la vía de 

biosíntesis de PHA. 

VII.4. Efecto de la sobreexpresión en trans de los operones rhlAB y rhlAB-R en la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- 

La cepa PA14 phaC1- phaC2- phaG- tiene la vía de biosíntesis de PHA bloqueada. Sobre este fondo genético se realizará 

la sobreexpresión en trans de los operones rhlAB y rhlAB-R. 
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Figura 3. Producción de RL y PHA en cepas derivadas de PA14 phaG- phaC1- phaC2- sobreexpresando los operones rhlAB y rhlAB-R. Se realizó una prueba 

estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PA14. Los asteriscos grises representan diferencia significativa 

en la cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan diferencia en PHA. 

La mutación de los genes phaG, phaC1 y phaC2 resultó en la disminución significativa de la producción de PHA. Sin 

embargo, el bloqueo de la biosíntesis de éste no generó un incremento significativo en la producción de RL. El incremento en 

RL solamente se observa cuando se sobreexpresan en trans los operones rhlAB y rhlAB-R, y el máximo título obtenido 

representa un incremento del 60% con respecto a la cepa parental PA14. Con las construcciones pHERD20T-rhlAB y pUCP20-

rhlAB-R se obtuvieron los mayores títulos de RL. Mientras que la expresión del plásmido pHERD20T-rhlAB requiere de la 

adición de arabinosa como inductor, el activador transcripcional RhlR induce la expresión del operón rhlAB en la construcción 

pUCP20-rhlABR en un circuito regulatorio de inducción [Croda-García et al., 2011]. De tal manera que éste último fue elegido 

como el plásmido de sobreproducción. Para determinar los posibles cambios en la proporción de mono-RL y di-RL, se realizó 

una cromatografía en capa fina (TLC) con los RL sintetizados presentes en la cepa sobreproductora PA14 phaG- phaC1- phaC2- 

/ pUCP20-rhlABR (Figura 13). 
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Figura 4. A. TLC de muestras de RL obtenidos de la cepa sobreproductora PA14 phaG- phaC1- phaC2- / pUCP20-rhlABR. B. Estimación semicuantitativa, 

realizada mediante el software ImageJ, de la proporción de mono- y di-RL en las cepas PA14, PAO1 y PA14 phaG- phaC1- phaC2- / pUCP20-rhlABR. 

Previos estudios han demostrado que la proporción de RL en la cepa PAO1 corresponde a 1:3 para mono-RL:di-RL; 

mientras que la cepa PA14 se ha reportado que tiene una relación 1:2. De manera general, la TLC y la estimación 

semicuantitativa muestran una proporción muy cercana a las reportadas previamente para las cepas PAO1 y PA14. En la cepa 

sobreproductora PA14 phaG- phaC1- phaC2- / pUCP20-rhlABR se incrementó ligeramente la producción de mono-RL con 

respecto a la cepa PA14, por lo que la proporción entre mono- y di-RL fue modificada a 1:1. Debido a que no se incrementó la 

producción de di-RL, el incremento de ramnosa (i.e. ramnolípidos totales) corresponde a un aumento real de ramnolípidos 

totales en la cepa sobreproductora. 
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VII.5. Función de la proteína RhlA en la biosíntesis de PHA 

Como se observó en la Figura 7, la mutación en el gen phaG no abate por completo la producción de PHA. Esto podría 

indicar que existe otra enzima que produce el intermediario (R)-3-hidroxiacil-CoA, el cual es polimerizado por las PHA sintasas 

PhaC1/PhaC2 y produce PHA. En la cepa PA14, la secuencia de aminoácidos de la transacilasa PhaG tiene un 44% de identidad 

con respecto a la enzima RhlA (Figura 13); ésta última tiene un papel fundamental en la biosíntesis de RL al producir un dímero 

de ácidos grasos denominado 3-hidroxialcanoil-3-hidroxialcanoato (HAA), el cual es un precursor directo para la producción 

de RL. 

 

Figura 5. Alineamiento de proteínas RhlA (PA14_19100) y PhaG (PA14_54830). Las letras sombreadas con color negro indican identidad, mientras que las 

sombreadas con color gris indican similitud. Los aminoácidos señalados en rojo son la triada catalítica identificada para RhlA. 

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de RhlA y PhaG muestra la gran similitud que hay entre ambas. 

Recientemente, Wittgens et al. (2016) demostraron que los aminoácidos catalíticos de la proteína RhlA son Ser102, Asp223 e 

His 251. Así como RhlA y PhaG son muy similares en su secuencia, también comparten esta triada catalítica. Asimismo, 

previamente se ha demostrado, mediante ensayos de actividad enzimática, que las enzimas PhaG y RhlA utilizan el mismo 

sustrato: (R)-3-hidroxiacil-ACP [Rehm et al., 1998; Zhu & Rock, 2008]. Estas evidencias sugieren que, en ausencia de la 

transacilasa PhaG, la producción de PHA posiblemente se lleve a cabo mediante la participación de la enzima RhlA. Para 

comprobar esta hipótesis, se realizó una complementación funcional de una mutante PA14 rhlA- phaG- con una construcción 

pHERD20T-rhlA y se evaluó la producción de PHA en esta cepa. 
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Figura 6. La proteína RhlA genera intermediarios para la biosíntesis de PHA. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un factor (P < 0.05). Las cepas 

PA14 phaG-, PA14 phaG- / pHERD20T-phaG, PA14 rhlA- y PA14 rhlA- / pHERD20T-rhlAB fueron comparadas tomando como referencia los valores de la 

cepa PA14. Adicionalmente, también fueron comparadas los pares de cepas que están conectados con líneas. Los asteriscos grises representan diferencia 

significativa en la cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan diferencia en PHA. 

La ausencia de la transacilasa PhaG y de la enzima RhlA (cepa PA14 rhlA- phaG-) disminuye considerablemente la 

producción de PHA, observando que aún se produce una cantidad mínima. Al complementar la cepa PA14 rhlA- phaG- con la 

construcción pHERD20T-rhlA se observa que la producción de PHA se incrementa; asimismo, de manera similar, la producción 

de PHA se incrementa al complementar con el plásmido pHERD20T-phaG. Los resultados obtenidos muestran que la enzima 

RhlA genera intermediarios para la biosíntesis de PHA. Para explicar esta actividad de RhlA, existen dos reacciones hipotéticas 

por las cuales es posible producir un intermediario para las PHA sintasas: 

 

Los estudios in vitro de Zhu & Rock (2008) demuestran que la enzima RhlA utiliza como sustrato el (R)-3-hidroxiacil-

ACP para producir el dímero de HAA. Por otro lado, las PHA sintasas PhaC1/PhaC2 polimerizan PHA a partir de ácidos grasos 

activados con CoA, como el (R)-3-hidroxiacil-CoA [Eggink et al., 1992; Langenbach et al., 1997]. Por lo tanto, nuestros 

resultados sugieren que RhlA produce intermediarios (muy posiblemente, HAA-CoA), que pueden ser utilizados como 

precursores de la biosíntesis de RL y PHA. 
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VII.6. La enoil-CoA hidratasa RhlY y la enoil-CoA hidratasa/isomerasa RhlZ generan el principal precursor de 

ácidos grasos para la biosíntesis de RL, a partir de la vía de síntesis in situ de ácidos grasos 

Se ha propuesto que las enzimas enoil-CoA hidratasa RhlY y enoil-CoA hidratasa/isomerasa RhlZ producen 

precursores para la biosíntesis de RL a partir de intermediarios de la vía de -oxidación [Abdel-Mawgoud et al., 2014]. En 

nuestras condiciones de cultivo con glucosa como principal fuente de carbono, la vía de síntesis in situ de ácidos grasos se 

encuentra, en teoría, más activa que la -oxidación. Sin embargo, en nuestras condiciones de cultivo, es probable que las 

enzimas RhlYZ también puedan proveer del intermediario (R)-3-hidroxiacil-CoA, explicando así la diferencia de PHA entre la 

cepa PA14 rhlA- phaG- y las cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2-. Para investigar la posible función de estas dos enzimas en una 

condición de cultivo con glucosa como principal fuente de carbono, fue evaluada la producción de RL y PHA en cepas mutantes 

PA14 rhlY- rhlZ- y PA14 phaG- rhlY- rhlZ-. La generación de estas mutantes abatiría la entrada de ácidos grasos con CoA hacia 

la producción de RL y PHA (Figura 16). 

 

Figura 7. La enoil-CoA hidratasa RhlY y enoil-CoA hidratasa/isomerasa RhlZ generan precursores para la biosíntesis de RL y PHA en un medio de cultivo 

con glucosa como principal fuente de carbono. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), comparando los pares de cepas que están 

conectados con líneas. Los asteriscos grises representan diferencia significativa en la cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan 

diferencia en PHA. 

La mutación sobre los genes rhlY y rhlZ provoca una disminución tanto en la producción de RL como de PHA. En el 

caso de los PHA, la mutación generó una disminución cerca del nivel de la cepa PA14 phaG-; además, el título de RL disminuyó 

de manera más acentuada (cerca del 80% de la cepa PA14wt). Esto indica que tanto RhlY como RhlZ generan precursores para 

la biosíntesis de RL y PHA, incluso usando glucosa como principal fuente de carbono. Al generar la triple mutante PA14 phaG- 

rhlY- rhlZ-, la producción de PHA fue abatida y el título de RL no cambió significativamente. Esto indica que el (R)-3-

hidroxiacil-CoA – el cual es producto de la transacilasa PhaG – no es un intermediario para la biosíntesis de RL y, por lo tanto, 

la actividad de PhaG no es relevante en la biosíntesis de éste último. Sobre la cepa triple mutante PA14 phaG- rhlY- rhlZ- (la 

cual también carece de PHA como la triple mutante PA14 phaG- phaC1- phaC2-) se sobreexpresó el plásmido de 
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sobreproducción de RL para evaluar si es posible restituir el título de RL o, incluso, evaluar algún efecto de sobreproducción 

(Figura 17). 

 

Figura 8. La sobreexpresión del operón rhlAB-R no modifica la producción de RL o PHA en una cepa PA14 phaG- rhlY- rhlZ-. Se realizó una prueba estadística 

ANOVA de un factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PA14. Adicionalmente, las cepas conectadas con líneas también fueron 

analizadas. Los asteriscos grises representan diferencia significativa en la cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan diferencia en 

PHA. 

A diferencia de la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2-, la cepa PA14 phaG- rhlY- rhlZ- no incrementa el título de RL aunque 

sobre ésta sea sobreexpresado el operón rhlAB-R. Es decir que los precursores generados por las enzimas RhlY y RhlZ 

constituyen la principal fracción de ácidos grasos para la biosíntesis de RL, de tal manera que la actividad de estas dos enzimas 

es muy importante para obtener el máximo título de RL posible en P. aeruginosa. 

VII.7. La interrupción del flujo de carbono por la vía de -oxidación no modifica el título de RL 

Previamente se ha propuesto que los intermediarios para la biosíntesis de RL provienen tanto de la vía de síntesis in 

situ de ácidos grasos como del ciclo de -oxidación, incluso si la fuente de carbono empleada para el crecimiento son 

carbohidratos [Kang et al., 2010; Zhang et al., 2012; Abdel-Mawgoud et al., 2014]. Las enzimas RhlY y RhlZ contribuyen con 

intermediarios importantes para la biosíntesis de RL en nuestras condiciones de cultivo y producción. Se ha propuesto que estas 

enzimas tienen una participación en el metabolismo de -oxidación, aún cuando se utilicen carbohidratos como fuente de 

carbono. Los estudios anteriores que se han realizado al respecto no han sido concluyentes para determinar el papel real de la 

-oxidación sobre la biosíntesis de RL. 

Para verificar si existe una participación de intermediarios de -oxidación sobre la producción de RL, se realizó una 

mutación sobre los genes fadD1 y fadD2, los cuales codifican para las acil-CoA sintetasas que incorporan ácidos grasos dentro 
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del ciclo de -oxidación. Sobre esta mutante doble se realizará la medición de RL y PHA para verificar si existe un efecto en 

la producción (Figura 18). 

A.       B. 
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Figura 9. A. Curva de crecimiento de mutante PA14 fadD1- fadD2-. B. Producción de RL y PHA en mutante PA14 fadD1- fadD2-. Se realizó una prueba 

estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PA14. Adicionalmente, las cepas conectadas con líneas también 

fueron analizadas. Los asteriscos grises representan diferencia significativa en la cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan diferencia 

en PHA. 

La biomasa máxima de la mutante PA14 fadD1- fadD2- crecida en medio PPGAS tiene una ligera variación con 

respecto a la cepa PA14wt; sin embargo, el título de RL obtenido para la mutante es muy similar al de la cepa parental. La 

mutación de los dos genes fadD impide que los ácidos grasos sean incorporados al ciclo de -oxidación, de tal manera que se 

reduce el flujo de carbono sobre la -oxidación. Debido a que el título de RL no se afecta en la mutante PA14 fadD1- fadD2- 

podemos concluir que los precursores para la biosíntesis de RL no son obtenidos del ciclo de -oxidación, sino que provienen 

de la vía de síntesis in situ de ácidos grasos. 

Se ha demostrado que en condiciones de cultivo con glucosa como única fuente de carbono, la actividad de la vía de 

-oxidación se centra en el catabolismo de lípidos de membrana citoplásmica [Pech-Canul et al., 2011]. Nosotros proponemos 

que el abatimiento de la producción de PHA es producto del catabolismo truncado de los lípidos de membrana, provocado por 

la ausencia de las acil-CoA sintetasas FadD1 y FadD2. Recientemente, Abbes et al. (2018) reportaron el perfil de lípidos de 

membrana de la cepa P. aeruginosa PA14. Por lo tanto, alguno de estos ácidos grasos provenientes de la membrana citoplásmica 

sería esencial para comenzar la polimerización del PHA. Con los resultados obtenidos, proponemos una nueva vía metabólica 

para la biosíntesis de RL y PHA en P. aeruginosa (Figura 19). 
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Figura 10. Vía metabólica propuesta de biosíntesis de RL y PHA en P. aeruginosa. 

VII.8. Atenuación de virulencia en cepas de P. aeruginosa sobreproductoras de RL 

VII.8.1. Generación de mutación pscC::aac(3)IV sobre la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- para el bloqueo de la 

secreción de toxinas por el sistema de secreción tipo III (T3SS) 

De acuerdo a previos resultados generados en nuestro laboratorio, la mutación o inactivación de importantes factores 

de virulencia asociados a expresión por quórum sensing (e.g. elastasa LasB) no contribuye a atenuar la virulencia de cepas de 

P. aeruginosa, incluyendo a las dos cepas tipo PAO1 y PA14. Sin embargo, otros grupos de investigación han señalado que, 

en estas dos cepas tipo, existe una expresión diferenciada de factores de virulencia entre ellas (Chambonnier et al., 2016), de 

tal manera que los principales factores de virulencia de la cepa PAO1wt no son los mismos que para la cepa PA14wt. En el caso 

particular de ésta última, un regulador denominado LadS se encuentra trunco y no es funcional. Éste último participa en la 

regulación y expresión de diversos factores de virulencia. Mikkelsen et al. (2011) determinaron que la presencia del regulador 

LadS no funcional promueve la sobreeexpresión y expresión de toxinas secretadas por el sistema de secreción tipo III (T3SS) 

en la cepa PA14wt. De tal manera que, para atenuar la virulencia de la cepa sobreproductora de RL derivada de la PA14, nos 

enfocamos en bloquear la secreción de las toxinas del T3SS. La secreción de éstas depende de la formación de un complejo 

proteico transmembranal, denominado inyectisoma, el cual es esencial para secretar las toxinas que, para el caso de la cepa 

PA14, se denominan ExoT, ExoU y ExoY (Hauser, 2009). Dos de los componentes importantes para la formación del 

inyectisoma se encuentran codificados en los genes pscC y pscD; de tal manera que elegimos al gen pscC como blanco de 

mutación para bloquear el ensamblaje del inyectisoma y, en consecuencia, la secreción de las toxinas. Después de obtener la 

mutante, fue verificado la ausencia de los efectores (toxinas) ExoU y ExoT en sobrenadantes de cultivos mediante Western 

Blot (Figura 20). 
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Figura 20. En la parte superior se observa el gel de poliacrilamida teñido con Azul de Coomassie con las proteínas totales presentes en el sobrenadante. En la 

parte inferior, correspondiente al Western blot, se realizó la detección de las toxinas ExoU y ExoT. Se utilizó la cepa PA14 pscD- como control negativo de la 

secreción de toxinas. 

La ausencia de las toxinas ExoU y ExoT demuestra que la incorporación de la mutación en el gen pscC a la cepa PA14 

phaG- phaC1- phaC2- genera un bloqueo de la secreción de las toxinas del T3SS, de tal manera que esta cepa será probada para 

verificar la atenuación de la virulencia. 

VII.8.2. Evaluación de la citotoxicidad sobre las células HeLa (ATCC® CCL-2™) 

Para evaluar la disminución de la virulencia en la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC-, se realizaron ensayos de 

infección sobre células HeLa (ATCC® CCL-2™) para estimar la tasa de sobrevivencia de éstas posterior a una infección. Las 

multiplicidades de infección (MOI) utilizadas fueron 20 y 50 (Figura 21). 

A.                    B. 
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Figura 11. A. Efecto citotóxico de cepas derivadas de PA14 en infección de células HeLa (ATCC® CCL-2™) a una MOI=20 y MOI=50. Se realizó una 

prueba estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa control PA14 pscD-. Los asteriscos grises representan 

diferencia significativa en la MOI = 20, mientras que los asteriscos negros representan diferencia en la MOI = 50. B. Efecto citotóxico y sobrevivencia global 

a ambas MOI. Se utilizó la cepa PA14 pscD- como control negativo de citotoxicidad. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), 

tomando como referencia los valores de la cepa control PA14 pscD-. Los asteriscos grises representan diferencia significativa. 

En ambas MOI utilizadas, la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC- generó un 100% de sobrevivencia en el cultivo 

de células HeLa, comparado con las cepas PA14wt y PA14 phaG- phaC1- phaC2- que, en 2 h de infección, sobrevivieron 

aproximadamente el 40% de las células. La mutación del gen pscC generó un abatimiento completo de la citotoxicidad que 

probablemente contribuya significativamente a una atenuación global de virulencia de la cepa. 

VII.8.3. Generación de cepa sobreproductora de mono-RL derivada de la cepa PA14 con una virulencia atenuada 

Como se demostró anteriormente, la cepa sobreproductora PA14 phaG- phaC1- phaC2- / pUCP20-rhlABR produce 

tanto mono-RL como di-RL. Con el completo abatimiento de la citotoxicidad observado en la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- 

pscC-, decidimos adicionar una mutación en el gen rhlC para establecer un fondo genético de sobreproducción que sintetice 

exclusivamente mono-RL. Así que se obtuvo la mutante PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC- rhlC- y fue evaluada con las 

construcciones pHERD20T-rhlAB y pUCP20-rhlABR con las que previamente obtuvimos los máximos títulos de RL (Figura 

21). 

A.        B. 

                   

Figura 12. A. Producción de RL y PHA en cepas sobreproductoras de mono-RL, derivadas de la cepa PA14. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un 

factor (P < 0.05), analizando las cepas conectadas con líneas. Los asteriscos grises representan diferencia significativa en la cuantificación de RL, mientras 

que los asteriscos negros representan diferencia en PHA. B. TLC de RL de la cepa GUG2, sobreproductora de mono-RL (PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC- 

rhlC- / pUCP20-rhlABR). 
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Mediante manipulación genética de la cepa PA14, se obtuvieron dos cepas sobreproductoras de RL: la cepa GUG1 

(sobreproductora de mono- y di-RL, en proporción molar 1:1) y la cepa GUG2 (sobreproductora de mono-RL). Las cepas 

sobreproductoras de RL con virulencia atenuada generadas tienen las siguientes características genotípicas: 

 

GUG1 Pseudomonas aeruginosa PA14 

 

phaG::FRT phaC1- phaC2::MAR2xT7 pscC::FRT-aac(3)IV-FRT 

+ pUCP20-rhlABR 

GUG2 Pseudomonas aeruginosa PA14 

 

phaG::FRT phaC1- phaC2::MAR2xT7 pscC::FRT rhlC::FRT-aac(3)IV-FRT 

+ pUCP20-rhlABR 

 

VII.8.4. Efecto de atenuación de virulencia en modelo de polilla de cera (Galleria mellonella) 

Con el abatimiento del efecto citotóxico mostrado anteriormente, evaluamos la virulencia de las cepas 

sobreproductoras obtenidas (GUG1 y GUG2) por infección de G. mellonella para verificar la atenuación en un modelo 

biológico más complejo. Asimismo, este ensayo nos permite comprobar si la sobreexpresión de RL contribuye, en este modelo, 

al incremento de virulencia. 

Tabla 2. Conteo de sobrevivientes en la infección de G. mellonella. Se utilizó la cepa ATCC9027 como un control positivo de sobrevivencia. 

Cepa Dosis 

(dilución) 

No. de 

individuos 

No. de sobrevivientes 

24 h 48 h 72 h 

ATCC9027 10-4 5 5 5 5 

PA14 10-4 5 0 0 0 

10-5 5 0 0 0 

10-6 5 2 2 2 

PA14 pscD- 10-4 5 1 0 0 

10-5 5 5 1 1 

10-6 5 5 2 2 

PA14 phaG- phaC1- phaC2- 10-4 5 0 0 0 

10-5 5 3 2 1 

10-6 5 3 3 3 

PA14 phaG- phaC1- phaC2- pscC- 10-4 5 5 5 5 

10-5 5 5 5 5 

10-6 5 5 5 5 

GUG1 10-4 5 5 4 3 

10-5 5 5 5 5 

10-6 5 5 5 5 

GUG2 10-4 5 5 4 4 

10-5 5 5 4 4 

10-6 5 5 5 5 

MgSO4 - 5 5 5 5 

 

La sobrevivencia de las polillas para las cepas sobreproductoras GUG1 y GUG2 se encuentra muy cercana a la cepa 

control utilizada ATCC9027, la cual ha sido demostrada en otros estudios [Grosso-Becerra et al., 2016] que no es virulenta en 

modelo de infección en ratón; por lo que el bloqueo de secreción de toxinas en la cepa PA14 contribuye de manera muy 

importante para la atenuación de virulencia de ésta. 
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VII.8.5. Efecto de atenuación de virulencia en modelo de ratón BALBc/AnNHsd 

Con los resultados obtenidos en el modelo de G. mellonella, se probaron las cepas sobreproductoras GUG1 y GUG2 

en modelo de ratón para verificar si se observaba el mismo comportamiento de atenuación. 

Tabla 3. Conteo de sobrevivientes en la infección de ratón BALBc/AnNHsd. Se utilizó la cepa ATCC9027 como un control positivo de sobrevivencia. 

Cepa Dosis 

(UFC) 

No. de 

individuos 

No. de sobrevivientes 

24 h 48 h 72 h 120 h 

ATCC9027 1 x 108 5 5 5 5 5 

1 x 107 10 10 10 10 10 

PA14 1 x 107 10 0 0 0 0 

1 x 106 10 5 4 3 3 

GUG1 1 x 108 5 5 5 5 5 

1 x 107 10 10 10 10 10 

1 x 106 10 10 10 10 10 

GUG2 1 x 108 5 5 5 5 5 

1 x 107 10 10 10 10 10 

1 x 106 10 10 10 10 10 

H2O - 5 5 5 5 5 

 

Los ensayos de infección sugieren que las cepas sobreproductoras GUG1 y GUG2 están lo suficientemente atenuadas 

debido a que, tanto en G. mellonella como en ratón, se encontró una sobrevivencia del 100% de individuos inoculados, similar 

a la cepa no virulenta ATCC9027. De tal manera que se obtuvieron dos cepas sobreproductoras de ramnolípidos (cepas GUG1 

y GUG2) con virulencia atenuada. Hasta el momento, la cepa tipo P. aeruginosa PAO1 es la mayor productora de RL; 

colocamos a nuestras cepas obtenidas (derivadas de la cepa PA14) dentro del contexto de nuestras condiciones de cultivo y 

producción, comparándolas con la cepa PAO1 (Figura 23). 

 

Figura 13. Cepas sobreproductoras GUG1 y GUG2, con virulencia atenuada, comparadas con la producción de las cepas de referencia PAO1 y PA14. Se 

realizó una prueba estadística ANOVA de un factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PAO1. Los asteriscos grises representan 

diferencia significativa en la cuantificación de RL, mientras que los asteriscos negros representan diferencia en PHA. 

Las cepas GUG1 y GUG2, derivadas de la cepa PA14, tienen un incremento significativo de RL totales con respecto a la 

cepa PAO1, la cual es la mejor cepa productora de RL reportada al momento. Sin embargo, las cepas GUG1 y GUG2 tienen la 
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ventaja de que son cepas no virulentas. Considerando la proporción estimada de mono- y di-RL para las cepas PAO1, PA14 y 

GUG1, se realizó un cálculo del título de mono- y di-RL para cada cepa. De esta manera, se podrá apreciar con mayor precisión 

el incremento de cada variedad de ramnolípido que producen las cepas generadas (Figura 24). 

A.      B. 

 

Figura 24. A. Producción de mono-RL (A) y di-RL (B) en cepas sobreproductoras con virulencia atenuada. Se realizó una prueba estadística ANOVA de un 

factor (P < 0.05), tomando como referencia los valores de la cepa PAO1. Los asteriscos grises representan diferencia significativa en la cuantificación de RL. 

Para la cepa GUG1, se obtuvo un título de mono-RL de 82.88 g mL-1, y 82.88 g mL-1 de di-RL. La cepa GUG2, 

sobreproductora exclusiva de mono-RL, tiene un título de 162.62 g mL-1. Al comparar estos títulos con los que se obtuvieron 

para la cepa tipo productora PAO1 (19.60 g mL-1 para mono-RL y 48.99 g mL-1 para di-RL), las cepas GUG1 y GUG2 

presentan un incremento del 323% y 730% en mono-RL, respectivamente. Y en cuanto al incremento en di-RL, el título de la 

cepa GUG1 sobrepasó al de la cepa PAO1 en un 69%. En virtud que nuestras cepas GUG1 y GUG2 tienen una mayor 

producción de ramnolípidos, comparadas con las cepas tipo PAO1 y PA14, podemos ofrecerlas como alternativas de cepas 

sobreproductoras que, a diferencia de otras cepas de P. aeruginosa, no son virulentas y pueden ser aplicadas en un bioproceso 

de producción de ramnolípidos a mayor escala. 

VIII. CONCLUSIONES 

 En un fondo genético P. aeruginosa PA14wt, la sobreexpresión de los operones rhlAB y rhlAB-R no incrementa 

significativamente el título de RL. 

 

 La ausencia de la vía de biosíntesis de PHA (phaG- phaC1- phaC2-) en la cepa PA14, por sí misma, no incrementa 

significativamente la producción de RL. 
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 El máximo título de RL fue obtenido en la cepa PA14 phaG- phaC1- phaC2- con la sobreexpresión del operón rhlAB-

R, obteniendo con éste un título de 248.63 g mL -1, que representa un incremento del 60% con respecto a la cepa 

parental PA14. 

 

 En la cepa sobreproductora PA14 phaG- phaC1- phaC2- / pUCP20-rhlABR, se produjo un aumento en la producción 

de mono-RL con respecto a la cepa PA14wt, del 43% al 50%, obteniendo una relación molar 1:1 entre mono- y di-RL 

en la cepa sobreproductora. 

 

 La proteína RhlA genera intermediarios – posiblemente HAA-CoA – para la biosíntesis de PHA. 

 

 Las enzimas RhlY (enoil-CoA hidratasa) y RhlZ (enoil-CoA hidratasa/isomerasa) generan el principal precursor – 

posiblemente (S)-3-hidroxiacil-CoA – y la fracción principal de ácidos grasos para la biosíntesis de RL, a partir de la 

vía de síntesis in situ de ácidos grasos. 

 

 Contrario a lo propuesto anteriormente, el compuesto (R)-3-hidroxiacil-CoA no es un sustrato para la biosíntesis de 

RL. 

 

 En condiciones de cultivo con glucosa como fuente de carbono principal, el carbono catabolizado por la vía de -

oxidación de ácidos grasos no participa de manera directa en la biosíntesis de RL. 

 

 Los lípidos de membrana, catabolizados por la vía de -oxidación, constituyen la cadena de carbono inicial necesaria 

para la biosíntesis de PHA. 

 

 Se obtuvieron dos cepas sobreproductoras de ramnolípidos (cepas GUG1 y GUG2) con virulencia atenuada, debido a 

la mutación del gen pscC y la inactivación de toxinas secretadas por el T3SS de P. aeruginosa. La cepa GUG1 produce 

un título de RL totales de 248.63 g mL-1, mientras que la cepa GUG2 produjo un título de 162.64 g mL-1. Esta 

última, siendo productora exclusiva de mono-RL. 

IX. PERSPECTIVAS 

 Identificar la enzima que realiza la reacción de transacilación de trans-2-enoil-ACP a trans-2-enoil-CoA, dentro de la 

vía de biosíntesis de novo de ácidos grasos. 

 

 Explorar la sobreexpresión de las enzimas enoil-CoA hidratasa RhlY y enoil-CoA hidratasa/isomerasa RhlZ en un 

contexto de sobreproducción de ramnolípidos. 

 

 Realizar el diseño y construcción de una cepa sobreproductora exclusiva de di-RL mediante la sobreexpresión del gen 

rhlC y el bloqueo de la expresión del operón rhlAB al final del cultivo de la cepa PA14 o PAO1. 
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 Utilizar las cepas sobreproductoras de RL, GUG1 y GUG2, en un proceso de producción (fermentación) a mayor 

escala. 
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