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1. INTRODUCCION

1.1 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo que crece

favorablemente entre 25 y 37°C, aunque soporta temperaturas hasta los 42°C (Oberhofer,
1979). Es un microorganismo ubicuo capaz de sobrevivir a diversos ambientes, necesita
pocos requerimientos nutricionales y se adapta a condiciones que otras bacterias no

pueden (Frimmersdorf et al., 2010; Moradali et al., 2017).

El genoma de P. aeruginosa consiste en un solo cromosoma circular de entre 5.5 a 7 Mb
con un alto contenido en Guanina-Citosina (65-67%) (Wiehlmann et al., 2007). Poseé
5,697 genes, de los cuales codifica para un gran nimero de enzimas involucradas en
distintas rutas metabdlicas, confiriéndole una gran versatilidad nutricional (Moradali et
al., 2017). También, cerca del 8% de sus genes corresponden a genes de regulacion
confiriéndole la capacidad de adaptarse a distintos ambientes (Stover et al., 2000; Mathee

et al., 2008; Frimmersdorf et al., 2010, Moradali et al., 2017).

Las cepas de P. aeruginosa son consideradas como potencialmente virulentas, ya que
poseen un arsenal de factores que participan en la infeccion de plantas y animales (Starkey
y Rahme, 2009; Alves et al., 2016). En humanos afecta principalmente a pacientes
inmunocomprimidos, por ejemplo: aquellos que padecen cancer o fibrosis quistica

(Lyczak et al., 2002).

Entre los determinantes de virulencia encontramos al sistema de secrecion tipo tres
(SST3), una jeringa molecular que le permite a la bacteria translocar proteinas efectoras y
toxinas que le ayudan a la infeccion del hospedero. Asi como otros determinantes como:
pigmentos (pioverdina, piocianina), hemolisinas, ramnolipidos, entre otros (Usher et al.,

2002; Girard y Bloemberg, 2008)



1.2 Ramnolipidos
Los biosurfactantes ramnolipidos (RHLs) son moléculas anfipaticas sintetizadas

principalmente por Pseudomonas aeruginosa (Gunther et al., 2005,2006; Onbasli y
Aslim, 2009; Grosso-Becerra et al., 2016; Gutiérrez-Gomez et al., 2018). Aunque otras
especies bacterianas han sido reportadas como productoras de ests biosurfantantes:
Burkhoderia sp. (Pajarron et al., 1993; Dubeau et al., 2009), P. alcaligenes (Oliveira et
al., 2009), P. chlororaphis (Gunther et al., 2005,2006) P. putida (Martinez-Toledo et al.,

2006; Wittgens et al., 2011), P. aeruginosa sigue siendo una de las mejores productoras.

Los RHLs se producen en fase estacionaria, preferentemente en la estacionaria tardia, bajo
condiciones de estrés nutricional, por deprivacion nutrimental de hierro, fosfatos o
nitrégeno (Medina et al., 2003; Déziel, 2009). Ademas, las condiciones de cultivo como
pH, temperatura y oxigeno impactan de manera significativa su sintesis (Mehdi et al.,
2011; Nitschke et al., 2011; Zhu et al., 2012). Estos biosurfactantes estan constituidos por
una cabeza idnica polar de L-ramnosa unida, mediante un enlace glicosidico, a una cola
hidrofobica de acidos grasos (B-hidroxidcidos) con 10 carbonos principalmente (Rendell
et al., 1990; Wittgens et al., 2017). Dependiendo del numero de moléculas de 1-ramnosa
y cadenas de 4cidos grasos encontramos 4 congéneros principales en P. aeruginosa
(Rendell et al., 1990): monoramnolipidos (monoRHLSs) compuestos de una o dos cadenas
de B-hidroxiédcidos y diramnolipidos (diRHLs) que poseen dos ramnosas unidas a una o

dos cadenas de B-hidroxiacidos (Figura 1).

Tanto los monoRHLs como los diRHLs, poseen diferentes propiedades fisicoquimicas.
De acuerdo con Guo et al. (2009) los diRHLs son mas polares que los monoRHLs al tener
dos ramnosas. A diferencia de los monoRHLs, los diRHL presentan unas estructuras mas
compactas y capaces de interaccionar con electrolitos, poseen una menor concentracion
micelar critica (CMC) y reducen en mas la cantidad la tension superficial del agua.

Ademas, los monoRHLs son mas propensos a agregarse a concentraciones bajas.
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Figura 1. Composicion quimica de RHLs producidos por P. aeruginosa. (Wittgens et al.,
2017)

La funcién de los RHLs atin no ha quedado clara, se ha especulado que participan de
manera activa en el desarrollo de infecciones clinicas al solubilizar el surfactante
mucociliar pulmonar, alterando el movimiento mucociliar del epitelio pulmonar (Read,
1992), disrumpiendo el epitelio de las vias respiratorias (Zulianello et al., 2006), o en la
prevalencia de las infecciones al inducir la formacion de biopeliculas al presentarse como
una barrera biologica ante antibidticos (Lequette y Greenberg , 2005; Pamp y Tolker-

Nielsen, 2007; Wilhelm et al., 2007; Van Gennip et al., 2009).

Por otra parte, los RHLs le permiten a P. aeruginosa solubilizar hidrocarburos del medio,
internalizarlos y metabolizarlos, y esto causa que en medios contaminados por
hidrocarburos se encuentran bacterias productoras de estos y otros biosurfactantes
(Chrzanowski et al., 2012). Ademas, en medios contaminados por hidrocarburos la
disposicion de nutrientes como nitrogeno o fosfatos es baja, y esto propicia un estrés

metabolico en el que la secrecion de RHLs le permite a la bacteria, usarlos como sustrato



para crecer y migrar hacia nichos ricos en nutrientes (Tremblay et al., 2007; Verstraeten

et al., 2008).

Los RHLs se han relacionado con la motilidad microbiana conocida como nado en
enjambre o “swarming” bajo condiciones de deprivacion de nitrégeno (Kohler et al.,
2000). Esta motilidad también es considerada por muchos investigadores como una parte
integral del proceso de formacion de biopelicula (Sharma y Anand, 2002; Verstraeten et
al., 2008). Wilhelm y colaboradores (2007) mostraron que P. aeruginosa PAO1 forma
biopelicula cuando produce y secreta RHLs, por lo que su sintesis se correlaciona con el

cambio del tipo de vida bacteriano (de planctonica a biopelicula).

Debido a que los RHLs son una mezcla de congéneros con diferentes caracteristicas
fisicoquimicas, existe una controversia acerca de qué tipo de RHL es el agente inductor
de un cambio particular en el tipo de vida bacteriano, por lo que se han realizado diversos
estudios para conocerlo. Principalmente encontramos los estudios experimentales de
Caiazza et al., (2005) que muestra a estos surfactantes como inhibidores de la motilidad
celular bacteriana, mientras que sus precursores HAAs funcionan s6lo como tensioactivos.
Sin embargo, el grupo de Tremblay (2007) presenta algo totalmente diferente, su grupo
extrajo cada uno de los congéneros de monoRHLs, diRHLs y HAAs, los purifico y realizo
ensayos de motilidad encontrando que existe un sistema quimiotaxico en el que los
precursores HAAs funcionan como “repelentes” de bacterias, los monoRHLs no afectan
el movimiento bacteriano por swarming y los diRHLs participan como moléculas

“atrayentes” que son reconocidos por bacterias con el tipo de motilidad swarming.

Por otra parte, se ha discutido la participacion de RHLs en la modificacion de la membrana
celular de P. aeruginosa y las cepas productoras de estos compuestos. Zhang y Miller
(1994,1995) fueron los primeros en observar que los RHLs contribuyen al cambio de la
hidrofobicidad de la superficie celular (CSH) en distintas bacterias. Posteriormente

Chrzanowski y colaboradores (2009%) mostraron que estos cambios son resultado de la



absorcion de RHLs (u otros surfactantes) y que podrian alterar aquellos factores que

intervienen en el transporte de sustratos extracelulares.

En el 2011 Zhao, Selvam y Wong observaron que los RHLs disminuyen la CSH de las
células que tienen una envoltura hidrofoébica, mientras que incrementan la CSH de las
células que son hidrofilicas. Aunado a esto, al ser biosurfactantes anidnicos, su adsorcién
sobre la superficie celular y la modificacion de la estructura quimica de la célula pueden
alterar las propiedades de carga de la superficie celular de cada especie (Zeng et al., 2011;

Liu et al., 2012).

Al-Tahhan et al., (2000), estudiaron los efectos de RHLs en dos cepas de P. aeruginosa:
P. aeruginosa ATCC 27853 y P. aeruginosa ATCC 9027, obteniendo que estos
surfactantes son capaces de modificar la composicion de los lipopolisacéaridos (LPS) de la

membrana celular.

Anteriormente, se creia que la produccion de RHLs se incrementaba en cepas con
membranas hidrofilicas capaces de resistir altas concentraciones de surfactantes
hidrofobicos, especificamente los monRHLs (Cooper et al., 1984; Guerra Santos et al.,
1984; Arino et al., 1996). Después, nuevos estudios en cepas de P. aeruginosa mostraron
que, sin importar las concentraciones de RHLs, no se presenta un efecto significativo en
la carga de la superficie celular (Zhong et al., 2007; Zhong Jiang et al., 2015; Zhong Liu
et al., 2016), lo cual es contradictorio lo que Al-Tahhan y colaboradores (2000)

obtuvieron.

1.2.1 Importancia de los ramnolipidos
Actualmente, los RHLS, han llamado la atencion de diversas industrias y se han

convertido en un rival de los surfactantes quimicos por ser biodegradables, muy poco
toxicos, estables a diferentes temperaturas, concentraciones de pH y salinidad (Dobler et

al., 2016).



Se han propuesto diversos usos potenciales (Maier y Soberon, 2000), entre los que

destacan los siguientes:

Y

2)

3)

4)

5)

6)

Agricultura: Se les ha utilizado para limpiar suelos contaminados, para la
eliminacion de patogenos (zoosporicos), como biopesticidas y como fertilizantes
(Stanghellini M y Miller R, 1997; Sachdev y Cameotra, 2013)

Biorremediacion y recuperacion de hidrocarburos: Al ser buenos emulsificadores,
se han utilizado para separar fases oleosas y facilitar la biorremediacion de
hidrocarburos (Rahman et al., 2003; Costa et al., 2010). También recubren a las
particulas de hierro cerovalentes unidas a paladio (NZVI), evitando que estas
reaccionen con otras sustancias y haciendo mas eficiente las labores de
biorremediacion (Bhattacharjee et al., 2016).

Detergentes y limpiadores: Al ser agentes tensioactivos y emulsificadores
naturales, pueden usarse para fabricar shampoos, lavatrastes, jabones de tocador y
detergentes para ropa (Parry et al., 2013)

Farmacia: Al ser muy poco tdxicos y presentar actividad antimicrobiana,
potencialmente podrian utilizarse para tratamientos médicos (Magalhaes y
Nitschke, 2013). También pueden utilizarse en diversos tratamientos
dermatoldgicos, asi como en quemaduras (Piljac y Piljac, 2007)

Recubrimientos: Al recubrir nanoparticulas de plata y 6xido de hierro evitan la
adhesion y formacion de biopeliculas bacterianas (Khalid et al., 2019). También,
adherirse a nanoparticulas de plata, fungen como antimicrobianos de potente
espectro (Bharali et al., 2013)

Nanoparticulas: Los ramnolipidos tienen la capacidad de autoensamblarse en
microtubulos blandos que se unen a nanoparticulas de oro. Los microtiibulos
compuestos de nanoparticulas de ramnolipido-oro se tratan térmicamente para
producir estructuras similares a microhilos de oro poroso con caracteristicas
nanoestructurales que pueden tener aplicaciones en catalisis, biosensores y

electronica (Rehman et al., 2010).



1.2.2 Ruta biosintética
La biosintesis de RHLs (Figura 2) depende de dos vias metabdlicas centrales para obtener

a sus precursores: via de TDP-.-ramnosa y sintesis de novo de acidos grasos. Su sintesis
consiste en tres reacciones enzimaticas consecutivas: primero RhlA (codificado por el
gene rhlA) sintetiza B-hidroxialcanoil- B-hidroxialcanoatos (HAAs) por medio de la
dimerizacién de ® 3-hidroxiacil-CoA (intermediarios de la biosintesis de acidos grasos),
posteriormente RhIB (gene rh/B) une los HAAs a una dTDP-L-ramnosa formando el
monoRHL (Déziel et al., 2009), finalmente el monoRL sirve como sustrato a la enzima
ramnosiltransferase RhIC (gene 74/C) para formar diRL, uniendo otra dTDP-L-ramnosa

(Rahim et al., 2001).

Membrane lipids
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PhaG CoA =Y /
RhIY trans-2- B-
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Figura 2. Ruta biosintética de RHLs en P. aeruginosa. Se enmarca a RhlA, RhIB y
RhIC (Gutiérrez-Gémez et al., 2019)

El intermediario ®-3-hidroxiacil-CoA, utilizado por RhIA, también juega un papel
importante en la elongacion de otros metabolitos secundarios Illamados
polihidroxialcanoatos (PHAs) cuando las cadenas de 4cidos grasos se obtienen de la

sintesis de novo de 4cidos grasos y B-oxidacion (Gutiérrez-Gomez et al., 2019).



Los PHAs son producidos bajo condiciones de estrés nutricional y sirven a la bacteria
como reservas de carbono y energia. La mayoria de PHAs producidos por
microorganismos estan constituidos por monomeros intermediarios de las rutas de
biosintesis o B-oxidacion de acidos grasos (Anderson y Dawes, 1990; Luengo et al., 2003;

Gutiérrez-Gomez et al., 2019).

Debido a que los RHLs y PHAs utilizan precursores provenientes de la sintesis de acidos
grasos, la sobreproduccion de RHLs se compromete al competir con la sintesis de PHAs.
Algunos trabajos han logrado aumentar los niveles de RHLs finales al redirigir el flujo a
favor de estos, por medio de la sobreexpresion de genes de la biosintesis como r#/ABR o
mutantes en las sintasas de PHAs (Grosso-Becerra et al., 2016; Gutiérrez-Gomez et al.,

2019).

Los RHLs no so6lo compiten por precursores con los PHAs, por parte de la sintesis de
dTDP-L-ramnosa, la sintesis de lipopolisacaridos (LPS) y alginatos requieren de este
precursor, por lo que la sobreproduccion de RHLs podria verse limitada (Olvera et al.,

1999).

1.2.3 Regulacion genética
El sistema del quorum sensing (QS), es un sistema de comunicacién bacteriana

caracterizado por la secrecion y deteccion de moléculas sefial llamada autoinductores.
Los componentes esenciales del QS lo conforman: la sintasa de la molécula sefial, la

molécula sefial y el receptor de la molécula sefial (Williams, 2007)

En P. aeruginosa se han descrito tres sistemas de QS, dos de estos sistemas han sido mas
estudiados (Las y Rhl). Las sintasas Lasl y RhlI producen las homoserin lactonas 30C12-
HSL y C4-HSL, respectivamente, que se unen a sus receptores correspondientes, LasR y

RhIR.

El tercer sistema QS lo conforma el factor transcripcional PgsR (Cao et al., 2001). PqsR

es responsable de activar la transcripcion de los operones phnAB'y pgsABCDE, requeridos



para la produccion de 4-hidroxi-2-alquilquinolonas (HAQs) entre las que se encuentra la
quinolona sefial de Pseudomonas (PQS), que regula factores de virulencia como elastasa,

piocianina y lectina PA-1L (Déziel et al., 2005).

La produccion de RHLs en P. aeruginosa esta directamente regulada por el QS a través
del regulador RhIR. Los genes que codifican para las enzimas RhIA/B se encuentran
formando un operdn junto con RhIR y Rhll. Por su parte, el gene de RhIC, se encuentra
codificado en un operdn bicistronico junto con PA1131, gene que segiin la Pseudomonas
Database estd descrita como un gen que codifica a una proteina tipo “probable major
facilitator superfa,ily (MFS) transportes y de acuerdo a Wittgens 2017, no interviene en

la sintesis de RHLs.

Se sabe que el gene rhlR, tiene cuatro sitios de inicio transcripcional diferentes (Medina
et al., 2003). En condiciones de medio rico, la expresion de RhIR depende de LasR, pero
bajo condiciones limitantes de fosfatos RhIR se puede expresar de manera independiente
de LasR (Soto-Aceves, datos no publicados) y se ha propuesto que el regulador
transcripcional V{r también participa en su expresion (Croda-Garcia et al., 2011). RhIR al
unirse con su molécula sefnal (C4-hsl) activa la transcripcion de sus genes blanco como el

promotor rhiA y el de PA1131 (Figura 3).

rhII_| rhl;:ll‘ﬂ rhiB -—I_ lasR rsaL}

RhlI RhIR 4
e e /@ ~
[ J RhIR  RhIR LasR LasR

Lasl

e
®_ 0
O
C4-HSL 30C12-HSL
rhic PA1131‘-| — —
Transcriptional activation —
Transcriptional repression —_—
Synthesis of signal molecules QS e

Figura 3. Modelo de regulacion de RHLs por el sistema de quorum sensing.



1.3. Clados de P. aeruginosa
De acuerdo a la composicion genética presente en las cepas de P. aeruginosa, se les agrupa

en tres clados filogenéticos (Freschi et al., 2015).

El primer clado es representado por la cepa PAOI, que ha sido el modelo para estudios
del quorum sensing desde hace varios afos (Albus et al., 1997; de Kievit, 2000). Estas
cepas son patdogenas debido a la exportacion de toxinas al hospedero por medio del
Sistema de Secrecion Tipo 3 (SST3), ademas de utilizar otros factores como la elastasa o

la piocianina para infectar (Lee et al., 2005; Hauser, 2009).

La cepa PA14, representante del segundo clado. Es un aislado altamente virulento (He et
al., 2004). Las cepas de este clado tienen en su genoma dos islas gendmicas que estan
ausentes en los otros dos clados (He et al., 2004; Harrison et al., 2010) y que llevan genes
implicados en virulencia como la toxina ExoU (He et al., 2004), ademds de ser mutantes
en el gene ladS (represor del SST3) que contribuye positivamente al desarrollo de

infecciones (Mikkelsen et al., 2011).

De los tres clados, el tercero se caracteriza por ser el mas diverso genéticamente (Garcia-
Ulloa et al., 2019). La cepa representativa de este clado es la PA7, un aislado clinico de
Argentina (Roy et al., 2010). En este clado podemos encontrar cepas avirulentas en

modelos de laboratorio (Grosso-Becerra et al., 2016; Reboud et al., 2016).

La ausencia del fenotipo de patogenicidad se asocia a la delecion de los genes que
codifican para el SST3 que es crucial para la virulencia de los otros clados (Roy et al.,
2010; Elsen et al., 2014; Grosso-Becerra et al., 2016). Actualmente, se han encontrado
cepas del clado 3 que son capaces de desarrollar infecciones mas graves que la PAO1
debido a las hemolisinas ExIA/B (Elsen et al., 2014; Basso et al., 2017). Asi pues, aunque
las cepas reportadas dentro del clado 3 presentan en su genoma los genes que codifican
para estas hemolisinas, se ha reportado que no todas son capaces de sintetizarlas por lo

que no desarrollan infecciones (Reboud et al., 2016).
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Otras caracteristicas del clado 3, es que no contienen los genes que codifican para la
lectina A (LecA) asociada al efecto citotoxico en el hospedero (Chemani et al., 2009), y

la ramnosil transferasa 2 (RhIC) por lo que solo producen mono-RHLs (Roy et al., 2010).

2. ANTECEDENTES
La cepa de P. aeruginosa ATCC 9027 (DMS 1128) pertenece al clado 3 (Roy et al., 2010;

Grosso-Becerra, et al., 2016), al igual que las cepas de este clado no presenta el SST3, ni
los genes lecA y rhlC (Grosso-Becerra et al., 2016). Fue aislada de una infeccion de oido
medio en EUA en 1980 y se ha demostrado que, en modelos de infeccion como raton, no
desarrolla virulencia (Grosso-Becerra et al., 2016) a pesar de tener los genes que codifican

para las hemolisinas ExIA/B, que no expresa (Elsen et al., 2014).

Dentro de la produccion de RHLs, produce un titulo de cuatro tipos de congéneros de
mono-RHLs de los cuales los més abundantes son: RhaCi0Cio y RhaCi0Ci2, y los menos
abundantes: RhaCioCi2:1 y RhaC10Cs, utilizando glucosa como fuente de carbono (Zhang

et al., 2014).

Clarke et al. (2010), cultivaron a la ATCC 9027 bajo condiciones de limitacion de fosfato
y con glucosa como fuente de carbono, logrando una produccion de 4.261 g/L en
biorreactor y demostrando que el estrés por fosfatos desencadena un aumento en la
produccion de los RHLs en esta cepa e, inclusive, produce mas que aquellas cepas que

producen mezcla de mono y diRHLs.

En el 2016, Grosso-Becerra y colaboradores produjeron RHLs en medio con bajos
fosfatos y con glucosa como fuente de carbono, aumentando significativamente la
produccion de RHLs en la cepa ATCC 9027 expresando en trans a los genes rhlABR y
rhiR de la cepa PAO1, en un vector que tiene el promotor /ac, ademas de llevar sus propios

promotores (Figura 4).
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Figura 4. Produccion de RHLs y PHASs en cepas recombinantes de PAO1 y ATCC
9027. Con V se presentan las cepas con el vector pUCP24, pJMG2-rhiA (A), pIMG3-
rhiAB (AB), pJMG-rhIAB-R (ABR), pJMG1-rhIR ®, ABR/C4 y R/C4 suplementados con
C4-HSL (Grosso-Becerra, et al. 2016).

Los niveles de RHLs obtenidos de la ATCC 9027 expresando r4/4 incrementan en la cepa
ATCC 9027 y disminuye en la PAOI, esto correlaciona con los niveles de PHAs en donde
disminuyen en la ATCC 9027 y aumentan en la PAOI. La expresion de rhlAB sélo
aumenta los RHLs en la ATCC 9027 y los PHAs permanecen igual que las cepas

silvestres.

Sélo las cepas que llevan a rh/R aumentan la produccion de RHLs debido a que RhIR
inicia la transcripcion del operdn rilAB cromosomal, a través de un ciclo positivo al unirse
con C4-HSL. Asimismo, la expresion de rhlABR aumenta los niveles por un ciclo de
regulacion positiva sobre los genes rhlABR cromosomales y plasmidicos. El incremento
de la produccion de RHLs correlaciona con la disminucion de los PHAs, debido a que se
redirecciona el flujo de HAAs a favor de los RHLs. Por lo que en esta condicioén parece

no haber una limitante de acidos grasos para la producciéon de RHLs.

Aun cuando la cepa ATCC 9027 es un modelo avirulento de de sobreproduccion de RHLs,
se desconoce si al expresar a r/C el titulo de RHLs total aumentara o si el diRHL ejercera

efectos fisiologicos sobre esta cepa.
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En el 2001 Rahim y colaboradores, caracterizaron al gene r4/C, encontrando que esta
localizado rio abajo del gene PA1131, con el que se sobrelapan 13 pares de bases y
comparten el mismo promotor regulado por RhIR. Su expresion, asi como la de r4/AB, se
da preferentemente en la fase estacionaria intermedia, aunque de menor medida
comparado con los niveles de expresion de rh/AB en condiciones de bajos fosfatos (Syed

etal., 2019).

Hasta el dia de hoy, muy pocos trabajos se han enfocado al estudio de RhIC sobre la
produccion de diRHLs. Dentro de las principales aplicaciones que se podria dar a este tipo
de surfactante se encuentra la biorremediacion (Liu et al., 2017), por lo que su valor

econdémico es mayor que el de los monoRHLs.

Entre los estudios que se enfocan en producir diRHLs encontramos a Dubeau y
colaboradores (2009) quienes lograron producir mayoritariamente diRHLs en la cepa de
Burkholderia thailandesis E264. Aunque esta cepa posee dos clusteres de genes
homologos de rhlAB y rhiC de P. aeruginosa PAOI1, no logra superar los titulos
reportados para P. aeruginosa de 150 g L' (conn 2.5% de aceite de girasol como fuente

de carbono), obteniendo 1473.72 mg/L (con 4% de aceite de canola).

Du y colaboradores (2017), por su parte, se centraron en sobreproducir diRHLs en
Escherichia coli inicialmente coexpresando a rhlAB bajo 5 diferentes promotores: Pr7,
Prs, Pracuvs, Pap ¥ Prre, ¥ 72/C bajo P17, todos los genes provenientes de la PAOIL y
optimizados para E. coli, obteniendo que la expresion de r#/AB aumentd los monoRHLs
cuando se expresaron bajo el promotor Pracuvs (0.470 g L), pero cuando se expresaron
con rhlC inexplicablemente los niveles descendieron (0.350 g L"). El mayor incremento
de RHLs expresando a rhlC (bajo el promotor Pr7) se obtuvo al expresar rhlAB con el
promotor Pgap (incremento de 0.100 a 0.320 g L'!). Sin embargo, el mayor titulo
alcanzado fue cuando se expresé a rhlAB y rhiC con el promotor Pr7 (0.450 g L. Esto
podria representar que un incremento de RHLSs totales puede estar en funcion con el tipo

de promotor con el cual se expresan rhlAB y rhlC (Figura 5).
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Del trabajo de Du et al., (2017) se debe destacar que los niveles de produccién de RHLs

dependen del promotor con el que se expresan, ademas de que al sintetizar diRHLs la

produccion se ve limitada por la cantidad de precursores (principalmente la ramnosa) y

la tolerancia de la célula a los RHLs, especificaente al diRHL, ya que al ser mas

hidrofobico que el monoRHL podria comprometer la estabilidad de la membrana celular.
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Figura 5. Expresion de rhiAB bajo 5 promotores distintos y coexpresando con rhlC

bajo el promotor P17 en E. coli. Las cinco barras de la izquierda representan los niveles
de RHLs obtenidos al expresar a rh/AB bajo los promotores: Pr7 (blanco), Prs (rayas),
Pracuvs (gris fuerte), Prre (gris claro) y Peap (cuadros). Las barras de la derecha representan
la coexpresion de rhlAB bajo los mismo 5 promotores de la izquierda junto con r4/C bajo

el promotor P17 (Du et al., 2017)
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3. JUSTIFICACION
Las aplicaciones de los RHLs son muy diversas y, al ser compuestos biodegradables, se

perfilan como una alternativa ecoldgica para reemplazar a los surfactantes quimicos. Sin
embargo, su utilizacion estd limitado por los bajos niveles de produccion hasta ahora

reportados.

P. aeruginosa es la bacteria que produce los niveles mas altos de RHLs, pero su
produccion a gran escala se restringe por la virulencia potencial que presenta. La cepa de
P. aeruginosa ATCC 9027 es una cepa avirulenta que ha sido utilizado para sobreproducir
monoRHLs y figura como candidata para llevar a escala la produccion de estos

surfactantes.

Por otra parte, la expresion de RhlC ha mostrado aumentar los niveles de RHLs totales,
asi como producir varios congéneros de diRHLs con un valor comercial alto, por lo que

la expresion en trans de RhIC para producir diRHLs debe estudiarse.

4. HIPOTESIS
La sobreexpresion de RhlC aumentaré los niveles de RHLs totales al redireccionar para

la sintesis de estos biosurfactantes el flujo de los precursores de 4cidos grasos y de la d-

TDP L-ramnosa.

5. OBJETIVOS

5.10bjetivo general
Evaluar el efecto de RhIC sobre la produccion de RHLs en P. aeruginosa ATCC 9027.

5.2 Objetivos particulares
1. Determinar el tiempo de maxima producciéon de RHLs y PHAs P. aeruginosa ATCC

9027.

2. Cuantificar la produccion de RHLs y PHAs expresando a 7#/C en un vector en P.

aeruginosa ATCC 9027.
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3. Aumentar la produccion de monoRHLs y diRHLs por medio de la expresion de rhlR-

rhiC'y rhIABR-C en un vector .

4. Evaluar el efecto de la produccion de RHLs de P. aeruginosa ATCC 9027sobre la

virulencia en larvas de Gallleria mellonella.

6. METODOS

6.1Plasmidos y cepas utilizadas.
En este trabajo se emplearon los plasmidos, cepas y oligonucleétidos descritos en la

Tablal y 2.

Tabla 1. Plasmidos y cepas utilizadas.

Plasmido Descripcion Referencia
pHERD30T Vector de expresion bajo el promotor Qiu et al. (2008)
AraBAD. Gm®
p30-C Derivado de pHERD30T que expresa Este trabajo
rhIC bajo el promotor AraBAD.
pUCP24 Vector de expresion bajo el promotor West et al. (1994)
lac. Gm®
pIMGI1-rhiR Derivado del pUCP24 que expresa rhlR Grosso-Becerra et al. (2016)

de PAOL bajo su propio promotor.
pIMG4-rhiAB-R Derivado del pUCP24 que expresa el Grosso-Becerra et al. (2016)
operén rhlAB-R de PAO1 bajo su

propio promotor.

p24-C Derivado del pUCP24 que expresa Este trabajo
rhiC de PAO1 bajo el promotor ac.
pRC Derivado del pJMG1-rhIR que expresa Este trabajo
rhiC de PAO1 bajo el promotor de
rhiR.
pABRC Derivado del pJMG4-rhIAB-R que Este trabajo

expresa rhlC de PAO1 bajo el
promotor de rh/AB-R.
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Cepa

Descripcion Referencia

DHS5a

D8O0AlacZAM15A[lacZYA-argF]UI169 Invitrogen

endA recAl hsdR17 deoR thi-1 supE44

P. aeruginosa MPAOL silvestre, aislada en Australia Holloway (1955)
PAO1 (1950)
P. aeruginosa Aislado de infeccion de oido medio. ATCC

ATCC 9027

Gm= Gentamicina.

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados

Nimero Nombre Secuencia (57-3") ™
1 rhICFwN1 GGAGAACCATGGTCATGGACCGGATAGACATGGG  60°C
Ncol

2 rhlICFwE1 AGAAGAGAATTCATGGACCGGATAGACATGGG 60°C
EcoRI

R] rhlCReH3 GCGTTTAAGCTTCTAGGCCTTGGCCTTGCCGG 60°C
Hindlll

4 FwH3rhlC CGGGCTAAGCTTGGCCTGGCAACTTCGACCTA 60°C
Hindlll

5 m13 hind-F CCCAGTCACAAGCTTGTAAAAC 60°C

6 ml3/ pUC RE TTGTGAGCGGATAACAATTTC 60°C

7 pHERD20T Fw ATTAGCGGATCCTACCTGAC 60°C

8 pHERD20T Rv CTGCAAGGCGATTAAGTTGG 60°C

9 rhIRInFw TTCGACGCGCCGAACAAGAC 60°C

10 rhICInFw CGCACCTCGTTCCTGATCTC 60°C

11 rhiCInRe AGTTCCTCGTCGAAGTGGCC 60°C

Los nucledtidos subrayados indican el sitio de reconocimiento para las enzimas de

restriccion utilizadas (en negrita).
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6.2 Condiciones de crecimiento
Todos los preindculos se crecieron ON (Over Night) a 37 °C con agitacion (225 rpm) en

15 mL de medio LB (Luria-Bertani: triptona de caseina 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
NaCl 10 g/L) con antibidtico, en caso de ser necesario, para P. aeruginosa: Gm 100

pg/mL, para E. coli: 30 pg/mL.

El medio PPGAS (Protease Peptone-Glucose-Ammonium Salts) utilizado para la
produccion de RHLs fue inoculadoa partir del ON a una DO inicial= 0.01, y crecido por
24 horas a 37 °C con 225 rpm.

6.3 Manipulacion de material genético
Para la extraccion de DNA gendmico y plasmidico se utilizaron los kits DNeasy® Blood

& Tissue Kit y Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, respectivamente,

siguiendo al pie de la letra los instructivos.

6.4 Condiciones de PCR
Con el fin de amplificar y verificar las construcciones se utiliz6 la reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR) con los siguientes volumenes:

Reactivo Phussion GoTaq
DNA/plasmido (100 ng/nL) 1 ulb 1 uL
Oligo Forward (10 pmol/ pL) 0.5 uL 0.5 uL
Oligo Reverse (10 pmol/ pL) 0.5 uL 0.5 uL
dNTPs (10 mM) 0.5 uL 0.5 uL
MgCl: 25mM) - 4 uL

Buffer 5x + MgCl, SuL 5uL
H>O dd 17.25 pL 13.3 uL
Polimerasa 0.25 uL 0.25 uL
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Los programas utilizados para cada polimerasa fueron:

Phussion GoTaq
30 seg. ----98°C 3 min. ----95°C
10 seg. ----98°C 30 seg. ----- 95°C
30 seg. ----60°C 29 ciclos 30 seg. ----60°C = 29 ciclos
1:10 min. ----72°C 1: 10 min. ----72°
5 min. ----72°C 5  min. ----72°C

6.5 Electroforesis en gel de agarosa
Todas las muestras derivadas de las extracciones gendmicas, plasmidicas, digestiones

enzimaticas y productos de PCR, se separaron por medio de una electroforesis en gel de
agarosa de entre 1 a 0.7 %, de acuerdo al tamafio de las bandas esperadas, con
amortiguador TAE 1X a 120V por 35 minutos. Terminada la corrida, el gel se tifi6 con
una solucioén de bromuro de etidio por 15 minutos y finalmente se observaron bajo luz

ultravioleta.

6.6 Clonacion
Una vez que se amplificaron las bandas por medio de PCR con la polimerasa Phussion,

las bandas correspondientes a rh/C se purificaron utilizando el kit Wizar® SV Gel and
PCR Clean-Up System, siguiendo el instructivo al pie de la letra. La siguiente tabla

muestra los oligos y sitios utilizados para cada construccion realizada:

Plasmido Sitios Numero de oligo
p30-C Ncol-HindIll 1-3
p24-C EcoRI-HindlIl 2-3
pR-C Hindl1-Hindl11 3-4
pABR-C Hindl1-Hindl11 3-4

19



Para las digestiones se utilizaron: 150 ng del producto de PCR purificado + 1.5 pL de
Buffer correspondiente + 1 pL de enzima + H>O dd (llevandolo a un volumen de 15 pL)
y 200 ng de vector + 3 pL de Buffer correspondiente + 1 pL de enzima + H>O dd
(llevandolo a un volumen final de 30 uL). Las digestiones se realizaron utilizando ambas

enzimas, y se incubaron por 3 horas a 37° C.

Los insertos y los vectores digeridos se ligaron utilizando: 50 ng de vector + 100 ng de
inserto + 2 uL. de buffer T4 ligase + 1 pL de ligasa T4 (1U/ uL) y se llevd a un volumen
de 20 pL finales con H2O dd. Esta mezcla se incub6 a 4° ON.

Posteriormente se transformaron células quimiocompetentes de E. coli DH5a, y se dejaron
crecer en cajas de LB agar Gm 30 pg/mL. Al dia siguiente se tomaron al menos dos
candidatas, se les extrajo el DNA plasmidico y se mandaron a secuenciar con los oligos:
7y 8 parael p30-C, 5y 6 para el p24-Cy 9,10 y 11 para los plasmidos pRC y pABRC, a
la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA, IBt UNAM.

6.7 Transformacion de P. aeruginosa
De un ON de 15 mL en medio LB, se tom6 1 mL de cultivo en esterilidad, y se centrifugd

por 3 minutos a 14 000 rpm, se desechd el sobrenadante y la pastilla celular se resuspendid
con 1 mL de solucidon con sacarosa al 10%, se repitio el paso 2 veces mas para resuspender

en un volumen final de 80 puL de la solucion con sacarosa al 10%.

Se mezclaron 3 pL de plasmido (200 ng/ pL) con 80 pL de células competentes en una
celda de electroporacion y se les dio un pulso eléctrico E1 de Micropulser Biorad.
Posteriormente se recolectaron las células en 1 mL de medio LB en un tubo eppendorf de
1.5 mL y se incubaron por 1 hora a 37 °C con 225 rpm. Cuando terminé la incubacion,
los tubos se centrifugaron por 3 minutos a 140,00 rpm, se desecharon aproximadamente
900 pL del sobrenadante y con el resto se resuspendio la pastilla celular para cultivarla en

cajas de LB agar + Gm 100 pg/mL, para incubarlas por 18 horas a 37 ° C.
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6.8 Extraccion y cuantificacion de RHLs
Se centrifugd 1 mL de medio (3 minutos a 14 000 rpm), se colect6 el sobrenadante y se

dividi6 en tres partes de 333 uL en tubos eppendorf. Posteriormente, se le adicion6 a cada
tubo, 1 mL de éter y se mezclaron vigorosamente en vortex por 30 segundos, se centrifugd
nuevamente. La fase organica (éter) se pasd a un nuevo tubo para evaporar el éter y se
repitié una vez mas esta extraccion. Los tubos de éter se dejaron secar por un dia dentro

de la campana de extraccion hasta evaporar completamente el solvente

Los RHLs extraidos se resuspendieron en 1 mL de H2O dd, se mezclaron y se incubaron

a 37 °C por al menos 12 horas.

Para la cuantificacion por medio de la técnica de orcinol (Chandrasekaran and
Bemiller 1980), se prepar6 una solucién de acido sulfurico (H2SO4) al 60% con orcinol al

1.6 %.

En tubos de ensaye de polipropileno, se elabor6 una curva de ramnosa de 0 a 80 ug/mL
por triplicado para cada concentracion. También por triplicado, se colocaron 100 puL de
cada muestra y se agregd 900 pL de la mezcla de HoSO4+orcinol. Los tubos se agitaron

con vortex e hirvieron a bafio Maria por 30 minutos a 80 °C.

Las muestras se dejan enfriar y se cuantifican en una celda de cuarzo a 421 nm; las
absorbancias obtenidas por las muestras se correlacionan con las absorbancias de la curva
estandar de ramnosa para obtener los pg/mL, utilizando a los tubos sin ramnosa como

blancos.

Al igual que Grosso-Becerra et al. (2016), para observar la produccion relativa de los
ensayos, primero calculamos los equivalentes molares de ramnosa dividiendo la
concentracion de RHLs de la cuantificacion por orcinol entre un factor de equivalencia
obtenida al analizar la proporcion de mono y diRHIs (ver Anexo). Para tener una
comparacion con una cepa dereceferncia, se correlacionaron los equivalentes molares de

ramnosa de cada cepa con las obtenida para la cepa PAO1 (tomédndola como el 100%).
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6.9 Extraccion y cuantificacion de PHAs
Se tomaron 2 mL de cada cultivo dentro de un mismo tubo eppendorf (por triplicado), se

desecho el sobrenadante y la pastilla celular se lavo con una solucion salina al 0.8%.
Posteriormente, se afiadi6 ImL de una solucién de hipoclorito de sodio 10% y se

incubaron a 37 °C por una hora.

Transcurrida la digestion por el hipoclorito desodio, las muestras se centrifugaron a 14,000
rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se desechd y se realizé un
lavado con agua estéril para volver a centrifugar a 14,000 rpm, 10 minutos a 4 °C. Seguido
de esto, la pastilla se lavo con 1 mL de acetona, se centrifugo6 bajo las mismas condiciones

para posteriormente realizar otro lavado con 1 mL de isopropanol. La pastilla final se deja

secar en campana de extraccion por un dia (Berger et al., 1989).

Para la cuantificacion de PHAs, se incorpord 1 mL de H2SO4 concentrado a cada tubo, y
se incubaron en bafio Maria por 10 minutos. Las muestras frias se cuantifican en una celda

de cuarzo a 235 nm, utilizando H>SO4 puro como blanco (Law y Slepecky, 1960).

A la absorbancia obtenida, se multiplica por el coeficiente 5.5128 pg/mL (que es el

coeficiente de extincion del crotonato) para obtener la concentracion de PHA en pg/mL.

6.10 Cromatografia en capa fina de RHLs
Del sobrenadante del cultivo en PPGAS, se tomaron 5 mL y se les agreg6 20 puL. de HCI,

para precipitar los RHLs a un un pH= 2. Se les colocé 5 mL de cloroformo:metanol (2:1)
y se incorporo6 por 15 minutos. La mezcla se centrifugo6 a 4,000 rpm, 10 minutos a 4 °C ,
se recupero la fase organica (cloroformo:metanol) dentro de un tubo de propileno limpio.
La extraccidn se repitid una vez mas, colectando la fase organica en el mismo tubo que en

la primera extraccion, los tubos se dejaron secar en la campana de extraccion.

Una vez que quedaron aproximadamente 2 mL de la fase organica, se trasvasaron a un

tubo eppendorf para secar completamente. Una vez seco, se anadio 100 pL de metanol.

22


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10529-018-2610-8#CR3
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10529-018-2610-8#CR19

En una placa de silica (HPTLC 60 F254, MERK) de 10 cm de altura, se coloc6 5 puL de
cada muestra (1 pL por 1 pL) en aproximadamente 1.5 cm del borde de la placa y dejando
al menos 1.5 cm de separacion entre cada muestra. Estandares de mono y diRHL o en su

caso, extracto de la cepa PAO1 (productora de ambos RHLs) fueron utilizados.

Dentro de wuna camara hermética de vidrio, se dispuso una mezcla de
cloroformo:metanol:acido acético (65:15:2) y se dejo reposar por 10 minutos.
Posteriormente, la placa de silica se introdujo a la cdmara verticalmente, evitando que las
muestras tuvieran contacto con la fase movil. La cdmara se cerrd y la placa se mantuvo
dentro hasta que el solvente lleg6 a 1cm antes del borde superior de esta. La placa se retir6
y dejo secar, para asperjarla con una solucion de a-naftol. Para revelar las manchas rosas-

rojas de ramnosa la placa se someti6 la placa a 80 °C.

6.11 Analisis de TLC con ImageJ
Las imagenes obtenidas de las TLCs se analizaron con el software ImageJ. Siguiendo las

instrucciones para analizar bandas de western-blot
(https://www.youtube.com/watch?v=MINY gJeSKGY). Posteriormente se hizo la relacion
del area de cada mancha tomando como 100% la suma de la dos manchas de mono y

diRHL.

6.12 Ensayos de virulencia en larvas de Galleria mellonella.
Para realizar estos ensayos, las cepas se crecieron en medio LB con su respectivo

antibidtico ON a 37 °C con 225 rpm. Al dia siguiente, se reinocularon en 10 mL de medio

LB sin antibiotico a una DO inicial de 0.1 y se dejaron crecer hasta una DO final de 0.4.

Posteriormente se tomaron 2 mL de cada cultivo por separado y se centrifugaron 3 minutos
a 14,000 rpm. La pastilla celular se resuspendio en 1 mL de MgSO4 10 mM estéril y uno
de los tubos se ley6 a una absorbancia de 600 nm, utilizando como blanco 1 mL de MgSO4

10 mM, para conocer la DO final.

23


https://www.youtube.com/watch?v=MINYgJeSKGY

Una vez que se obtuvo la absorbancia, se realizaron los calculos para diluir cada muestra
auna DO igual a 0.1, se prosiguio a hacer 4 diluciones 1:100 (100uL de células + 900 uLL
de MgS0O4 10 mM), tomando 100 pL de cada disolucion anterior, hasta llegar a tener una

solucion con 1x10* de células.

Se escogieron larvas de Galleria mellonella, de entre 2 y 3 cm de largo de color claro (sin
pigmentacion oscura), n=10 para cada cepa problema y n=5 para controles. De la dilucion
bacteriana 1x10** se inyectaron 20 uL, con una jeringa para insulina nueva y estéril, en el

espacio entre las patas falsas y patas verdaderas de la larva.

Como control positivo de infeccion se inyecto a la cepa PAO 1, como controles negativos
se inyectaron MgSO4 10 mM y la cepa ATCC 9027. Las larvas se incubaron en cajas de
Petri estériles a 37 °C por 24 horas.

Para el conteo de UFCs (Unidades Formadoras de Colonias), se cultivaron por goteo 10
pL de cada dilucidn en cajas de LB-Agar por sextuplicado, se incubaron ON a 37° Cy se

contaron. Posteriormente se correlaciono el nimero de UFCs a cada cepa (Grafica 14).

7. RESULTADOS

7.1 Cinética de crecimiento y produccion de RHLs y PHAs de PAO 1y ATCC 9027
en medio PPGAS.
Como parte del proceso de produccion, se realizaron curvas de crecimiento de la cepa tipo

PAO 1 ydela ATCC 9027 en el medio de produccion (PPGAS). Ambas cepas presenton
un crecimiento similar, alcanzando la fase estacionaria a las 10 horas del cultivo (Grafica
1). Este comportamiento se ha mostrado en cepas como la PA-14 bajo las mismas

condiciones de cultivo (Gutiérrez-Gomez et al., 2018)
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Grifica 1. Crecimiento de P. aeruginosa PAO1 y ATCC 9027. Cultivo en medio
PPGAS a 37°C con 225 rpm, por 24 horas. Los puntos azules y naranjas representan el
crecimiento de las cepas PAO1 y ATCC 9027, respectivamente.

Tanto en la PAO 1 como en la ATCC 9027, la sintesis de PHAs alcanza su punto méaximo
a las 20 horas (Grafica 2), ademas la ATCC 9027 produce mas PHAs que la PAO1 (4

pg/mL) a partir de las 16 horas, teniendo una concentracion final de 5.74 pg/mL.

Por otra parte, en lo que concierne a la produccion de RHLs, observamos que, a las 20
horas, la sintesis de RHLs alcanzé su punto maximo en ambas cepas (Grafica 3). Dado

esto, la toma para cuantificar los RHLs se establecio para las 24 horas.
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Grafica 2. Cinética de produccion de PHAs de las cepas PAO1 y ATCC 9027. En
barras negras se presenta la sintesis de PHAs (ug mL™!) en la cepa PAO1 y, en gris la de
ATCC 9027.
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Grafica 3. Cinética de produccion de RHLs de las cepas PAO1 y ATCC 9027. En
barras negras se presenta la produccion de RHLs en la cepa PAO1, y en gris de la ATCC
9027.
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7.2 Expresion de rhlC en trans en las cepas PAO1 y ATCC 9027.

Como se ha reportado que la expresion de RhIC aumenta los niveles totales de RHLs,
probamos dos estrategias para sobreproducir RHLs expresando el gene bajo dos

promotores diferentes: Peap y Prac (que es constitutivo en P. aeruginosa).

La expresion de RhIC bajo el promotor de arabinosa (p30T-C) no mostré la formacion del
diRHL en la cromatografia de capa fina (TLC), particularmente en la cepa ATCC 9027,
cuando se indujo con 0.1% de arabinosa, por lo que se probaron diferentes
concentraciones de arabinosa (0.2, 1 y 5%), en donde con 5% de arabinosa se observo la

presencia de una mancha correspondiente al diRHL en la cepa ATCC 9027 (Figura 6).

Aunque, con la arabinosa se observo una disminucion de monoRHLs en la TLC, el
crecimiento celular en ambas cepas no se vio afectado (Figura 6). Los niveles de diRHLs
presentados por la ATCC 9027/pHERD30T fueron tan bajos que apenas se observaron.
Ademas, el uso de arabinosa para sobreproducir RHLs soélo aumenta los costos de
produccion e interfiere en el método de cuantificacion al reaccionar con la mezcla de

orcinol, por lo que esta estrategia no es viable para nuestros propositos.
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MONO  PAO1 PAO1/pHERD30T- rhiC ATCC 9027 ATCC 9027/pHERD30T- rhiC

% Arabinose - 0.2 x: 5 - 0.2 1 5
D.O. 2.64 214 206 210 2.82 2.75 231 2.01

Figura 6. Expresion de p30-C en PAOl1 y ATCC 9027 bajo diferentes
concentraciones de arabinosa. Debajo de cada cepa se presentan: las concentraciones de
arabinosa utilizadas, el — indica que no se afiadié arabinosa, y las densidades Opticas
(600nm) en medio PPGAS.

Por otra parte, al expresar a r4/C bajo el promotor lac (p24-C), se obtuvo la formacion del
diRHL en la cepa ATCC 9027 (Figura 7). En la cuantificacion por orcinol de los RHLs,
se obtuvo un incremento (117.54 ug mL!) respecto a la cepa silvestre (67.17 pg mL!) y
la cepa con el vector vacio (62.48 ug mL") (Grafica 4).
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MONO PAO1 P/p24 P/p24-rhiC ATCC s027 A/p24 A/p24-rhiC

Figura 7. Expresion en trans de rhlC bajo el promotor lac en PAO 1y ATCC 9027.
Se presentan las cepas silvestres (PAO1 y ATCC9027), las cepas con el vector (P/p24 y
A/p24) y expresando rhlC (P/p24-rhiC'y A/p24-rhiC).
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Grafica 4. Expresion de p24-C sobre la sintesis de RHLs en PAO 1y ATCC 9027. Se
muestra la produccion de RHLs en las cepas WT, con el vector (V) y expresando a rhlC
bajo el Prac (C). Los asteriscos representan diferencias significativas, tomando como
referencia las cepas WT, al realizar un ANOVA de una via (P < 0.05).
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Por otra parte, la expresion de 74/C disminuy6 los niveles de PHAs respecto a las cepas
WT y con el vector, indicando que hay un redireccionamiento del flujo de los acidos
grasos hacia la ruta de los ramnolipidos (Grafica 5). La presencia de RhIC en la ATCC
9027 evita el estancamiento de monoRHLs al tomarlos como precursores para la
formacion del diRHLs asi RhlA compite con la ruta de PHAs en la toma de 4cidos grasos

disminuyéndolos.

En la cepa PAOL, se observod incremento y disminucion discreto en la sintesis de RHLs y
PHAs, respectivamente. Este fendomeno podria deberse a: una limitacion de dTDP-i-
ramnosa, ya que como la PAOI1 produce tanto mono como diRHLs, RhIC ya no tiene
precursores de ramnosa para unirlo al monoRHL vy sintetizar el diRHL (Olvera, 1999).
Por otra parte, este estancamiento de diRHL, podria deberse a una inhibicion por producto

de RhIC o una regulacion indirecta sobre esta enzima.

Produccion de PHAs con p24-C
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Grafica 5. Expresion de p24-C sobre la sintesis de PHAs en PAO 1 y ATCC 9027.
(WT) las cepas silvestres, (V) con vector vacio y (C) con el plasmido p24-C. Los asteriscos
representan diferencias significativas, tomando como referencia las cepas WT, al realizar
un ANOVA de una via (P <0.05).
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Como se mencion6 antes, debido a que los diRHLs poseen dos moléculas de ramnosa y a
que la cuantificacion por método de orcinol se basa en la cantidad de ramnosas presentes,
la cuantificacion de los RHLs en cepas que producen diRHLs no corresponde
directamente a la concentracion de ramnosa que se mide por orcinol. Para obtener la
cantidad de moléculas de RHLs se tomo el promedio de cuantificaciéon de ramnosa de las
cepas productoras de diRHL y se dividieron entre los factores de proporcion de
mono/diRHLs (Grafica 7) obtenidas al analizar la relacion de las manchas

correspondientes al mono/diRHL en TLC (Grafica 6).

Los célculos de factores de equivalencia molar y porcentaje de equivalentes de moléculas

de RHLs expresando a RhIC bajo el promotor lac, se muestran en la tabla 3.

Relacion de RHLs en TLC con p24-C

100
90
80
70
R 60
2
§ 50
40 i ]
X ODiRHLs
30 ®MonoRHLs
20
0 . . .
WT V c WT \Y% c
DiRHLs 8532869006 85.64562165 86.08828714 0 0 80.04333755
MonoRHLs 14.67130994 14.35437835 13.91171286 100 100 19.95666245

PAO1 ATCC 9027

Grafica 6. Relacion entre los monoRHLs y diRHLs en TLC expresando RhIC. Se
muestra el porcentaje entre el area de las manchas del mono y diRHL producidos por las
cepas PAO1 y ATCC 9027 WT, (V) vector pUCP24 vacio y (C) p24-C.
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Tabla 3. Valores usados para calcular los equivalentes de moléculas de ramnosa
expresando a RhIC.

Porcentaje | Porcentaje | Factor | Concentracién | Equivalente % de
de de diRHLs de de ramnosa de moléculas | equivalentes
Cepa monoRHLs equi. cuantificada de RHL:s de moléculas
de RHLS con
A+B respecto a la
PAO1
A) (B) © (E) (C*E)
PAOL 0.15 0.425 0.575 122.705743 70.55580225 100
PAO1/p24 0.14 0.43 0.57 124.1207815 70.74884547 100.273604
PAO1/p24-C 0.14 0.43 0.57 149.8164594 85.39538188 121.032402
ATCC9027 1 1 67.17584369 67.17584369 95.2095243
ATCC9027/p24 | 1 62.48194198 62.48194198 88.5567735
ATCC9027/p24-C 0.2 0.4 0.6 117.5488455 70.52930728 99.9624482
Equivalencia molar de RHLs con p24-C
90
80
w 70
o
‘—o" 60
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Grafica 7. Equivalentes molares de RHLs en PAO1 y ATCC 9027 expresando rhlC.
Cepas silvestres (WT), vector (V) y con p24-C (C), para obtener los RHLs equivalentes
se dividi6 el promedio total de las cepas entre su factor de equivalencia molar.

32



Una vez que obtuvimos el valor de equivalentes molares de RHLs, los valores de la ATCC
9027 se correlacionaron con los de la PAOI, tomando los valores de la cepa PAO1 WT
como el 100% (Grafica 8), para conocer el porcentaje de moléculas producidas por cada

cepa.

En la grafica 7 se presenta la proporciéon de moléculas entre las cepas, de las cepas
silvestres PAO1 y ATCC 9027 la cantidad de moléculas son muy similares. Este resultado
en particular se debe a que en la cuantificacion por método de orcinol los niveles de la
ATCC 9027 (67.17 pg mL!) corresponden aproximadamente al 50% de los niveles
obtenidos en la PAO1 (122.70 ug mL).

Porcentaje de equivalentes molares con p24-C

100

80
mPAO1

60 ATCC9027

Porcentaje

40

WT v C

Grafica 8. Porcentaje de moléculas de RHLs de PAO1 y ATCC 9027 expresando
rhiIC. Cepas silvestres (WT), vector (V) y con p24-C (C), para obtener la relacion en
porcentaje.

Al expresar a rhlC en ambas cepas se observo un incremento de la concentracion de
ramnosa a 149.81 ug mL! en la PAOIl y, a 117.54 ug mL! en la ATCC 9027, pero en la

PAOI1 la producciéon cuando expresa r4/C no aumentd como al expresar rhlABR o rhiR

33



(Grosso-Becerra et al., 2016), haciéndonos suponer que si existe una regulacion a través
de la sintesis del diRHL. Sin embargo, como anteriormente se menciono, en la cepa ATCC
9027 este efecto no es tan visible, ya que el 80% de los RHLs producidos son diRHLs
(Grafica 6), y no se alcanza la proporcion de la PAO1 (85%).

7.3 Expresion de pRC y pABRC
Ya que anteriormente se habia obtenido un incremento de RHLs expresando rA/R y

rhlIABR que en la cepa ATCC9027 (Grosso-Becerra et al., 2016), se decidio expresar rhlC
junto a kIR o a rhIABR para aumentar los niveles de diRHLs.

- ..

Mono/Di WT \ C R RC ABR ABRC

PAO1

ATCC 9027

Figura 8. Expresion conjunta de rhlC con rhiR y rhIABR en la ATCC 9027. Se muestra
a la cepa PAOL1 y sélo a la ATCC 9027 (WT) con: (V) vector pUCP24, ® p24-®(R)
pIMGI1-rhiR, (RC) p-RC, (ABR) pJMG-rhlAB-R y (ABRC) p-ABRC. Como RHLs
estandar para RHLs se utiliz6 extracto de PAO1 (mono/di).

Las proporciones de mono y diRHLs se muestran en la figura 7, la cepa parental ATCC

9027 y con el vector, produjeron s6lo monoRHLs al igual que las que llevan a RhIR y
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RhIABR, sin embargo, la mancha del monoRHL fué visualmente menor tanto en la cepa
parental como en la que lleva el vector. Al expresar RhIR-RhIC se obtuvo una disminucion
de la mancha correspondiente a monoRHLs en comparacion con el monoRHL producido
de todas las demas construcciones que llevan a rhlC. S6lo rhIABR-rhlC mostré un perfil

de produccion de mono y diRHL muy similar al de la PAO1.

Relacion de RHLs en TLC con p24-C, RC y ABRC

100 — — — —
90
80
70
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X ODIRHL
30 B MonoRHL
20
p | | ||
0 ||
WT A% C R RC ABR ABRC
DiRHL 0 0 81.6025616 0 949112271 0 89.2312236 87.553356
MonoRHL 100 100 18.3974384 100 5.08877293 100 10.7687764 12.446644
ATCC 9027 PAO1

Grafica 9. Relacion entre los monoRHLs y diRHLs expresando a RhlC, RhIRC y
RhIABRC. Se muestra el porcentaje entre el area de las manchas del mono y diRHL
producidos por la cepa ATCC 9027 (WT), (V) vector pU®4, (C®24-C, (R) p]MG1-rhlR,
(RC) p-RC, (ABR) pJMG-rhiAB-R y (ABRC) p-ABRC y de la cepa PAOL.

Nuevamente en la ATCC 9027, la expresion de RhIC indujo la sintesis de diRHLs a una
proporcion del 81%, cuando RhIC fue expresado con RhIR la proporcion de diRHLs se
vi6 favorecida aumentando hasta el 95%, siendo esta la condicion en la que mas moléculas
de diRHLs se obtuvieron. Con RhIABRC la proporcién de mono/di cambid y fue parecido
al perfil mono/di al de la PAOI1l, mono(11%)-di(89%) y mono(12%)-di(88%)

respectivamente (Grafica 9).
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En cuanto a los niveles de sintesis de RHLs (Grafica 10), la cepa ATCC 9027 con
RhIABRC presenta la maxima concentracion de ramnosa en RHLs (157.87 pug mL™!)
respecto a la cepa parental (36.86 pg mL!), la ATCC 9027 con RhIABR (100.56 pg mL-
" y 1la PAO1 (103.67 ug mL!). La expresion de RhIC nuevamente muestra un aumento

en los niveles de RHLs, siendo esta la que menor incremento obtuvo (78.55 pg mL™!).

La ATCC 9027 con RhIABR y RhIR mostraron niveles similares de produccion de
monoRHLs, 101.55 pg mL!' y 100.56 ug mL"!, respectivamente. Los niveles de ramnosa
contenida en RHLs de la cepa ATCC 9027 expresando RhIRC (97.14 ug mL") fueron
similares a los presentados con RhIR (100.56 pg mL™!). Sin embargo, la cepa que expresa
RhIR solamente sélo produjo monRHLs, mientras que cuando expresa RhIRC la
proporcion de diRHLs fué la mas alta (respecto a las otras cepas), por lo que estos niveles

representan en su mayoria a las moléculas de diRHLs.

Dado lo anterior, de acuerdo a como se exprese rhlC, las proporciones entre mono y
diRHL se modifican. Este efecto correlaciona con lo que Jin Du et al., (2017) obtuvo con

cepas recombinantes de E. coli.
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Tabla 4. Valores usados para calcular los equivalentes de moléculas de ramnosa
expresando a RhlC con RhIR y RhlIABR.

Factor Equivalente
Porcentaje de de % de
de Porcentaje | equi. | Concentracion | moléculas | equivalentes
Cepa monoRHLs | de diRHLs | A+B de ramnosa de RHLs | de moléculas
cuantificada de RHL:Ss con
respecto a la
PAO1
A) (B) © (E) (C*E)
PAOI 0.12 0.44 0.56 103.6770063 | 58.05912355 100
ATCC9027 1 1 36.86606996 | 36.86606996 | 63.4974621
ATCC9027/p24 1 1 33.25934333 | 33.25934333 | 57.2853004
ATCC9027/p24-C 0.18 0.41 0.59 78.55885968 |46.34972721 | 79.8319444
ATCC9027/prhiR 1 1 101.5392434 101.5392434 | 174.889384
ATCC9027/prhIRC 0.05 0.475 0.525 | 97.14657274 [51.00195069 | 87.8448512
ATCC9027/prhiABR 1 1 100.5627309 |100.5627309 | 173.207456
ATCC9027/prhlABRC 0.11 0.445 0.555 | 157.8792383 |87.62297728 | 150.920255
Produccion de RHLs en ATCC9027 con RhIC, RhIRC y RhIABR
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Grafica 10. Produccion de RHLs (medidos por la cantidad de ramnosa) en la cepa
ATCC 9027 con plasmidos que permiten la expresion de RhlC, RhIRC y RhlIABRC.
(WT) cepa silvestre, (V) con pUCP24, (C) p24-C, (R) pJMGI-rilR, (RC) p-RC, (ABR)
pIMG-rhiAB-R y (ABRC) p-ABRC y de la cepa PAOI. Los asteriscos representan
diferencias significativas, tomando como referencia las cepas WT, al realizar un ANOVA
de una via (P < 0.05).
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Grafica 11. Equivalentes molares de RHLs en ATCC 9027 con RhIC, RhIRC y
RhIABRC. (WT) cepa silvestre, (V) con pUCP24, (C) p24-C, (R) pJMG1-rilR, (RC) p-
RC, (ABR) pJMG-rhlAB-R y (ABRC) p-ABRC y de la cepa PAOI1, para obtener los RHLs
equivalentes se dividio el promedio total de RHLs entre el factor de equivalencia molar
de cada cepa.

En la grafica 11, se muestra la proporcion de moléculas de RHLs entre la cepa PAO1 y
las cepas de la ATCC 9027, el factor equivalencia molar para obtener estos datos se
muestran en la Tabla 4. En este ensayo la cantidad de moléculas de las cepas parentales
PAOL1 y la ATCC 9027 fu¢ diferente a la obtenida de la grafica 7. Esto se debe al error
técnico dentro de la cuantificacion por método de orcinol, en donde los niveles de la
ATCC 9027 (WT) y de la PAO1 (WT) son mas altos en el primer experimento (Grafica

5) que en este experimento (Grafica 10).

La relacion de equivalentes molares de RHLs entre la cepa PAO1 y ATCC 9027 (Grafica
11) presenta que las moléculas en la ATCC 9027 son més bajos. Los datos para obtener

las equivalencias molares y el porcentaje de equivalencia molar de RHLs se muestra en la

Tabla 4.
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La ATCC 9027 con RhIC no muestré un aumento en la cantidad de moléculas y este
resultado no correlaciona con lo anteriormente visto (Tabla 3). Sin embargo, tanto para
la ATCC 9027 con RhIR, RhIABR y RhIABRC se vi6 un gran incremento en la cantidad
de moléculas producidas respecto de la PAO1. Por otra parte, la cepa con RhIABRC
exhibi6 una disminucion de equivalentes molares comparandolo con la que lleva RhIABR.
Si esto fuera significativo, podria relacionarse con que en estas condiciones hay una

limitante de precursores.

Porcentaje de equivalentes molares expresando RhIiC con RhIR y RhIABR

Porcentaje
.
o
o

PAO1 WT v C R RC ABR ABRC
ATCC9027

Grafica 12. Porcentaje de moléculas de RHLs de ATCC9027 con RhIC, RhIRC y
RhIABRC. (WT) cepa silvestre, (V) con pUCP24, (C) p24-C, (R) pJMG1-rilR, (RC) p-
RC, (ABR) pJMG-rhlAB-R y (ABRC) p-ABRC y de la cepa PAOL.

Posteriormente, para conocer el porcentaje de moléculas producidas por cada cepa, los
valores de equivalentes molares de RHLs se correlacionaron con los equivalentes de la

PAOI1, tomando los valores de la cepa PAO1 WT como el 100% (Tabla 4 y Grafica 12).
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Al expresar rhIR y rhlABR se observo un crecimiento de equivalentes molares respecto a
la cepa PAOI. La sintesis de RHLs con RhIABRC aumenta hasta el 150.92% (conta la
PAO1) aunque respecto a la RhIABR disminuye.

También existe una disminucién del porcentaje de equivalentes de la ATCC 9027 con RC
(87.84%) respecto ala PAO1 yala ATCC 9027 con R (174.88% con respecto a la PAOL1),
pero la mayoria de las moléculas producidas corresponden mas a diRHL y hay muy poco
monoRHL, esto puede indicar que al expresar a 74/C bajo el promotor de r4[R, se expresa
mejor. En esta condicion particular, no parece que exista una limitante por ramnosa debido
a que no se alcanzan los niveles de las cepas sobreproductoras (RhIR, RhIABR,
RhIABRC). Sin embargo, al sintetizar mayoritariamente diRHLs estos podrian inhibir por
producto a RhIC o bien, el diRHL podria comprometer la estabilidad de la membrana
celular en esta condicion en particular. Esto es diferente a cuando se expresa rhlABR que
presenta una mayor proporcion de monoRHLs respecto a la que expresa r#/RC, (95% vs

80%) (Al-Tahhan et al., 2000; Zeng, 2011; Liu et al., 2012).

7.4 Ensayos de virulencia en larvas de Galleria mellonella.
La utilizacion de larvas de G. mellonella para ensayos de virulencia, representa un modelo

de infeccion valido, debido a que los resultados obtenidos de esta metodologia
correlacionan con aquellos ensayos en donde se usan otros modelos bioldgicos (Miyata et
al., 2003). Ademas, dentro del laboratorio de la Dra. Gloria Soberén del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, se han realizados ensayos en estas larvas que
posteriormente se validaron en el modelo de raton (Grosso-Becerra et al., 2016). Se realiz6
un ensayo de virulencia con larvas de G. mellonella (n=10) con las cepas que se

construyeron en este trabajo.

Como la cepa ATCC 9027 por si misma representa un control de infeccion negativo (Soto-
Aceves et al., 2019), decidimos establecer estos ensayos para conocer si el aumento de los

RHLs, y el diRHL por si mismo, ayuda a la infeccion del hospedero (Imagen 1).

40



Los resultados obtenidos (Imagen 1, Grafica 13) no son concluyentes debido a que en no
todas las cepas correlacionaron con datos obtenidos previamente para la cepa ATCC9027
(Grosso-Becerra et al., 2016; Gutiérrez-Gomez et al., 2019; Soto-Aceves et al., 2019).
Ademas, en estos ensayos, no se dilucidd si los diRHLs producidos representan por si
mismos un factor determinante en la infeccion al hospedero, por lo que las cepas deben
someterse a otros ensayos de virulencia para aprobar su utilizacién en la produccion de

biosurfactantes a escala industrial

Imagen 1. Infeccion de larvas de G. mellonella. En la parte superior se muestra a las
larvas infectadas por la PAO1 (control positivo), a la izquierda inyectadas con MgSO4 10
mM (control negativo), apartir del MgSO4 hacia la derecha: ATCC9027 (WT), pUCP24
(V), p24-C (C), pRC (RC) y pABRC (ABRC).
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Grifica 13. Porcentaje de larvas muertas. Como control negativo se utilizo el diluyente
MgSO4 y la cepa ATCC 9027. La PAO 1 se utilizdo como control positivo de infeccion.

Condicion UFC/mL
MgS04 0
PAO1 26x10"6
ATCC9027 36x1076
ATCC/p24 23x10"6
ATCC/rhlC 36x1076
ATCC/rhIRC 26x10"6
ATCC/rhl1ABRC 22x10M6

Tabla 5. Conteo de UFCs de cada condicion. Se presentan las UFCs por mL obtenidas
de cada condiciéon: MgSO4 10 mM, PAO 1, ATCC 9027: (WT), pUCP24 (V), p24-C (C),
pRC (RC) y pABRC (ABRC).
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8. CONCLUSIONES
*En medio PPGAS la produccion maxima de RHLs y PHAs se da en fase estacionaria de

crecimiento, alrededor de las 20 horas de cultivo de las cepas P. aeruginosa PAO1 y

ATCC 9027.

*La expresion de RhIC y la formacion de diRHL se ven afectados por el promotor de

expresion utilizado.

*En la cepa ATCC 9027, la expresion constitutiva de RhIC en trans, redirije el flujo de
acidos grasos a favor de la sintesis de RHLs (catalizando la produccion de diRHLs), al

incrementar las moléculas totales de RHLs y disminuir los PHAs.

*La expresion de RhIC en la PAO1 no modifica en gran medida la sintesis de RHLs y

PHAs, respectivamente. Indicando que puede existir una limitante del precursor ramnosa.

*La coexpresion de RhIC con RhIR y RhIABR promueve la sintesis de diferentes niveles
de diRHL,

*Los niveles mas altos de RHLs (157.87 ug mL™") cuantificados por método de orcinol se
obtuvieron en la cepa ATCC 9027 expresando los genes r#/ABRC. Sin embargo, respecto
a las sobreproductoras de monoRHLs (ATCC con RhIR y RhlABR) no incrementa los
equivalentes molares de RHLs (Tabla 4).

*Se obtuvo una cepa productora de una alta proporcion de diRHL con respecto a los

monoRHLs al expresar 72/RC con un titulo de 97.14 pg mL™".
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9. ERSPECTIVAS

*Caracterizar los congéneros de RHLs producidos por las cepas recombinantes de la

ATCC 9027.

*Evaluar el efecto que tienen los RHLs, principalmente el diRHL, sobre las propiedades

fisicas, quimicas y bioldgicas de la membrana celular de las cepas productoras.
*Estudiar la regulacion enzimatica de RhlC, para producir mayores niveles de diRHL.
*Dilucidar el poco incremento de RHLs en la cepa PAO1 al expresar r4/C.

*Expresar las construcciones de RhlC en diversos fondos genéticos para encontrar nuevas

candidatas de cepas sobreproductoras.

*Evaluar la capacidad de infeccion de cada una de las cepas construidas en este trabajo,

en modelo de raton.
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