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Resumen
Se realizó la caracterización molecular de los genes asociados a la producción de ramnolípidos (RL), en 61 
cepas bacterianas de la colección del Laboratorio de Microbiología y Biotecnología Microbiana (LAMYBIM) de 
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Perú. Las cepas provenian de  entornos peruanos contami-
nados con hidrocarburos y fueron catalogadas como sobreproductoras de RL(n= 21), productoras de RL (n= 
20) y no productoras de RL (n= 20). Las 61 cepas fueron identificadas bioquímicamente con el sistema API 
20 NE. La identificación molecular se realizó empleando el gen del RNAr 16S. Se encontró que Pseudomo-
nas aeruginosa fue el microorganismo de mayor prevalencia en los estratos sobreproductores y productores 
de ramnolípidos. Además, se encontraron: Burkholderia cepacea, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas 
hydrophila y Chryseobacterium indologenes. Los microorganismos no productores de ramnolípidos, también 
fueron caracterizados bioquímicamente. Mediante amplificación de PCR y electroforesis en gel de agarosa, 
estandarizados por la UNAM, se evidenció que las cepas seleccionadas poseen los genes: rhlA, rhlB, rhlR y 
rhlC. Para el secuenciamiento de la región génica rhLABR, se seleccionaron cuatros especies:  Pseudomonas 
aeruginosa T2X-2, Pseudomonas aeruginosa IIIT1P2, Pseudomonas aeruginosa 6K-11 y Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC 9027, siguiendo metodología estandarizada por la UNAM y fueron comparados con Pseudomonas 
aeruginosa PAO1. Nuestros resultados muestran que los genes estudiados en las cepas seleccionadas son 
sinónimas de sus homólogos en la cepa patrón Pseudomonas aeruginosa PAO1, por lo que las diferencias 
genotípicas  que expliquen la sobreproducción de ramnolípidos deberían hallarse en otros marcadores mo-
leculares no cubiertos en el presente estudio. 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa; biosurfactantes; ramnolípidos; rhlAB; rhlR; rhlC.
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Abstract
Genes associated to rhamnolipids production were molecularly characterized in 61 bacterial strains from LAMY-
BIM bacterial collection (Laboratorio de Microbiología y Biotecnología Microbiana, Universidad Nacional Mayor 
de San Marcos, Perú). Strains were isolated from peruvian environments hydrocarbons polluted and were clas-
sified as RL overproducers (n= 21), RL producers (n = 20) and non-producers  (n = 20) producers. Molecular 
identification using the 16S rRNA gene was preceded by the biochemical identification of 61 strains selected 
with the API 20 NE system. Pseudomonas aeruginosa was the most prevalent strain of the RL overproducers 
and RL producers. Species such as Burkholderia cepacea, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas hydrophila 
and Chryseobacterium indologenes, were found too. In the same way, non-producers microorganisms were also 
characterized. The PCR amplification and agarose gel electrophoresis techniques, standarized by the UNAM 
laboratory, showed that the selected strains had the genes: rhlA, rhlB, rhlR and rhlC. For the sequencing of the 
rhLABR gene region, four strains were selected: Pseudomonas aeruginosa T2K2, Pseudomonas aeruginosa III 
T1P2, Pseudomonas aeruginosa 6K-11 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, applying the methodology 
standardized by the UNAM and were compared with Pseudomonas aeruginosa PAO1. Our results show that 
the genes studied in the selected strains are synonymous with their homologues in Pseudomonas aeruginosa 
PAO1 standard strain. Therefore, genotypical differences that explain the overproduction of rhamnolipid might 
be found in other molecular markers not covered in this study.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; biosurfactants; rhamnolipids; rhlAB; rhlR; rhlC.

Introducción
En el Perú, numerosos estudios de la diversidad microbia-

na de ambientes contaminados por petróleo, han señalado a 
Pseudomonas aeruginosa como la especie de mayor prevalencia 
convirtiéndose en una prometedora herramienta biotecnológica 
en futuros procesos de biorremediación microbiana, evaluando 
su capacidad degradadora, emulsificante y productora de biosur-
factante de tipo ramnolípidos (Norman et al. 2002, Hernández 
2012, Arenas 1999, Renteria y Miranda 1998) Tabuchi (2014) 
previamente a la optimización del uso en agar CTAB/MB para 
selección de cepas productoras de ramnolípidos, reactivó cepas 
aisladas de ambientes contaminados por petróleo, determinando 
que el 30% de éstas, pertenecían al género Pseudomonas sp.

Los biosurfactantes del tipo ramnolípidos en comparación 
con sus equivalentes sintetizados químicamente tienen muchas 
ventajas como ser biodegradables, menos tóxicos, no peligrosos, 
altamente selectivos y de amplia aplicabilidad (Tejeda 2012, 
Singh et al. 2007) Diferentes especies de Pseudomonas son 
capaces de producir grandes cantidades de ramnolípidos de di-
ferentes sustratos (De Lima et al. 2009) y constituye uno de los 
géneros que mayor potencial aplicativo engloba (Giraldo 2012). 
Se ha descrito que Pseudomonas aeruginosa produce típicamente 
biosurfactante de tipo ramnolípido (RL) (Perfumo et al. 2013, 
Soberón-Chávez et al. 2005) y corresponde al mayormente in-
vestigado (Du Plessis 2005). La mayoría de cepas de esta especie 
producen dos tipos de RL (Grosso et al. 2016), uno de ellos el 
mono-ramnolípido conteniendo una molécula de L-ramnosa 
y el di-ramnolipido que contiene dos moléculas de L-ramnosa 
(Aguirre et al. 2012, Croada 2011), el cual está controlado por 
el mecanismo de regulación génica denominada quorum sensing 
(Dobler et al. 2016). 

En la biosíntesis de ramnolípidos, es necesario tener presente 
la via del dTDP-L-ramnosa y la síntesis de novo de los ácidos 
grasos. La via de la del dTDP-L-ramnosa, produce la fracción 
azúcar de éstos glicolípidos, en forma de dTDP-L-ramnosa (Reis 
et al. 2011). La síntesis de ramnolípidos se lleva a cabo en 3 
reacciones enzimáticas principales (Dobler et al. 2016, Toribio 
et al. 2010) y la participación de dos ramnosiltrasferasas: RhlA 
que cataliza la dimerización de intermediarios de la biosíntesis 

de ácidos grasos para producir los β-hidroxialcanoil-β- hidro-
xialcanoatos (HAAs) mientras que RhlB (ramnosiltrasferasa 1) 
transfiere a los HAAs una primera molécula de ramnosa a partir 
de la dTDP-L-ramnosa (Aguirre M. 2013, Delgado 2009, Déziel 
et al. 2003) para formar el mono-ramnolípido, el cual se con-
vierte en sustrato de RhlC (ramnosiltransferasa 2) agregando una 
segunda molécula de ramnosa, usando también una molécula 
de dTDP-L-ramnosa como precursor, obteniendo finalmente 
di-ramnolípido (Bazire & Dufour 2014, Rahim et al. 2001)

La producción de ramnolípidos en P. aeruginosa está fuer-
temente controlada por regulación genética (transcripcional 
y postranscripcional) en los operones rmlBDAC y rhlAB que 
responde a una amplia variedad de condiciones ambientales y 
señales fisiológicas (Reis et. al 2013)

El próposito de nuestra investigación fue determinar la 
presencia de los genes rhlA, rhlB, rhlR y rhlC (asociados a la 
producción de ramnolípidos) en especies nativas de Pseudomonas 
aeruginosa con capacidad de sobreproducción de este biosur-
factante, los cuales provienen de ambientes contaminados por 
petróleo en el Perú. 

Material y métodos
Microorganismos usados.- Bajo la técnica de muestreo 

subjetivo por decisión razonada (Quezada 2010) nosotros 
seleccionamos una muestra aleatoria de 61 microorganismos 
provenientes de una población perteneciente al género Pseudo-
monas sp (n= 749), en base a lo hallado por Tabuchi 2014, de 
un universo de 2516 microorganismos que conforman el cepario 
del Laboratorio de Microbiología y Biotecnología Microbiana 
(LAMYBIM) de la Facultad de Ciencias Biológicas-UNMSM. 
Tabuchi clasificó en estratos o categorías, de acuerdo al área de 
halo en agar CTAB/MB modificando el método de Pinzón y Ju, 
convirtiéndola en herramienta semicuantitativa para selección 
de microrganismos de ramnolípídos.

La muestra se seleccionó de la siguiente forma: sobreproduc-
toras de RL (n= 21), productoras de RL (n= 20) y no productoras 
de RL (n= 20); no se seleccionaron microorganismos del estrato 
baja productoras de RL (Tabla 1).

Para la caracterización molecular, se seleccionaron 7 mi-
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croorganismos. Además se emplearon como controles la cepas 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Pseudomonas aeruginosa 
PAO1 (Tabla 2). A partir del DNA purificado de estas cepas, 
se eligió a 3 de ellas en base en los trabajos de Tabuchi (2014) 
sobre la producción de ramnolípidos, encontrándose estos 
microorganismos dentro de las 5 mejores productoras de RL.

Kits de extracción de ADN.- La extracción y purificación 
del ADN cromosómico se realizó mediante los kits Ultra Clean 
Microbial DNA Isolation Kit Sample (Mio Bio Laboratories, Inc) 
y Gene JET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific).

Cebadores oligonucleótidos.- Los cebadores específicos 
utilizados tanto para la amplificación y secuenciamiento del 
gen ribosomal 16S de Pseudomonas aeruginosa, como para la 
amplificación de los genes y regiones génicas relacionados a la 
producción de ramnolípidos (rhlAB, rhlABR y rhlR, rhLC), se 
presentan en la Tabla 3. Se purificaron los productos de PCR, 
con los kits QI Aquick Gel Extracción (QIAGEN) y QI Aquick 
PCR Purification (QIAGEN).

Células competentes y plásmidos utilizados.- Con el fin 
de obtener mayor cantidad de ADN para el posterior secuen-
ciamiento, se ligaron los genes rhlAB y rhlR con los vectores 
de clonación Kit CloneJet PCR cloning (Thermo Scientific) y 

pGEM-T Easy Vector Systems (Promega), respectivamente, en 
células competentes de Escherichia coli TOP 10. La purificación 
de plásmidos se realizó siguiendo las indicaciones de QIAprep 
Spin Miniprep Kit Protocol. Se verificó la direccionalidad y peso 
molecular mediante una digestión con la enzima HindIII (New 
England Biologics).

Identificación bioquímica.- Se identificaron taxonómi-
camente las cepas seleccionadas mediante uso del sistema de 
identificación rápida API 20 NE (Biomérieux), siguiendo las 
indicaciones dadas por el proveedor. 

Amplificación del gen ribosomal 16S.- Se realizó la ampli-
ficación del gen ribosomal 16S mediante la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) usando la enzima Phusion Hot Start 
II siguiendo las recomendaciones del proveedor y como molde 
el ADN cromosomal de los microorganismos seleccionados, 
preparándose la mezcla de la reacción como sigue: 10 µL de 
Buffer 5X Phusion Green HF, 1 uL dNTPs [10 mM], 0.5 µL 
de oligonucleótido 27F [10 mM], 0.5 µL de oligonucleótido 
1942R [10 mM], 0.5 µL DNA obtenido, 37 µL de agua (grado 
milliphore) y 0.5 µL de enzima. La mezcla de la reacción fue 
transferida al termociclador, programado con los parámetros 
que se detallan a continuación (Tabla 4).

Productividad de RL Cantidad 
(No. de cepas)

Muestra 
seleccionada 
(No. de cepas)

Mejores productoras 21 21

Productoras 181 20

Bajas productoras 49 0

No productoras 498 20

Total 749 61

Tabla 1. Muestra seleccionada para caracterización bioquí-
mica

Codigo Microorganismo

1 Pseudomonas aeruginosa 2K1
2 Pseudomonas aeruginosa T2X-2
3 Pseudomonas aeruginosa IIPKA4 1b
4 Pseudomonas aeruginosa 3Bh-16
5 Pseudomonas aeruginosa IIIT1P2
6 Pseudomonas aeruginosa 4B7(7)
7 Pseudomonas aeruginosa 6K-11

Tabla 2. Cepas seleccionadas para caracterización molecular.

Oligonucleotido Secuencia 5'- 3' Amplificación del gen

27 F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG ribosomal 16 S
1942R GGT TAC CTT GTT ACG ACT T ribosomal 16 S
FrhlA-nft       TGG CGG CGA ATT CCA GGG CCA G rhlAB
rhlAB-HindIII TAA  GCT TGC ACC GTT CAG GAC G rhlAB
F-rhlABRc CCT GCC GAA TTC CTG ACG CCA GAG C rhlABR
R-rhlABR GCC CAA GCT TTC GTG GAT CGG CTG C rhlABR
rhlRf TC GAT CAG GGC TTA CTG TCA TGA G rhlR
rhlRr AGG ATG AAC GGC AAG CTT CCT G rhlR
rhlCf CTG GCA ACT TCG ACC TAC GGG A rhlC
rhlCr CCT ATG CGG GAA TGC GTT TCG rhlC

Tabla 3. Cebadores empleados en la amplificación y secuenciamiento.

Segmento Ciclos Temperatura °C Tiempo

1 1 98 5 min

2 30 98 1 min

50 30 seg

72 1 seg

3 1 72 5 min

Tabla 4. Parámetros de PCR de amplificación del gen 16 S.
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Amplificación de rhlAB, rhlABR y genes rhlR y rhlC.- La 
amplificación de las regiones rhlAB, rhlABR, se llevaron a cabo 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) siguiendo 
las recomendaciones del proveedor utilizando la enzima Phusion 
Hot Start II y como molde el ADN cromosomal de los microor-
ganismos seleccionados, preparándose la mezcla de la reacción 
como sigue: 10 µL de Buffer 5X Phusion Green HF, 1 uL dNTPs 
[10 mM], 0.5 µL de oligonucleótido forward [10 mM], 0.5 µL 
de oligonucleótido reverse [10 mM], 0.5 µL DNA obtenido (en 
caso de rhlAB), 1,0 µL DNA obtenido (en caso de rhlABR), 37 
µL de agua grado milliphore (en caso de rhlAB), 36.5 µL de agua 
grado milliphore (en caso de rhlABR) y 0.5 µL de enzima. 

La amplificación de los genes rhlR y rhlC se llevó a cabo 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa siguiendo 
las recomendaciones del proveedor utilizando la enzima Go 
Taq Polimerasa y como molde el ADN cromosomal de los 
microorganismos seleccionados, preparándose la mezcla de la 
reacción como sigue: 10 µL de Buffer 5X Green Go Taq, 1 µL 
dNTPs [10 mM], 1 µL de oligonucleótido forward [10 mM], 
1 µL de oligonucleótido reverse [10 mM], 4 µL de MgCl2 25 
mM , 1 µL DNA obtenido, 18.5 µL de agua (grado millipho-
re) y 0.5 µL de enzima. La mezcla de la reacción se transfiere 
al termociclador utilizándose los parámetros que se detallan a 
continuación (Tabla 5).

Inducción de células competentes y transformación de 
células.- Se realizó la reacción de ligación en células compe-
tentes de Escherichia coli TOP 10 basada en los protocolos de: 
pGEM T and pGEM T Easy Vector Systems, Thermo Scientific 
CloneJet PCR Cloning Kit y el protocolo de Chung, et al (1989), 
modificada por el Laboratorio de Biotecnología Molecular 7 de la 
UNAM como sigue: Se desarrolló una ligación a 22 °C por 30 
minutos. Posteriormente se mantuvo la mixtura de la ligación 
en hielo durante 15 minutos. Se dio un choque de calor de 1 

minuto a 42 °C, luego un choque de frio en hielo por 5 minutos. 
Se adicionó 900 µL de Caldo LB, y se procedió a incubar con 
agitación: 37 °C a 250 rpm por un tiempo de 40 minutos. Se 
centrifugó a 14000 rpm por 1 minuto, eliminando el sobrena-
dante y sembrando por diseminación la cantidad de 100 µL, 
haciendo uso de espátula de Drigalsky en placas de agar LB mas 
solución stock de carbenelina (50 mg/mL), en caso del vector 
CloneJET, para una concentración final de 100 µg/mL y placas 
de agar LB mas solución stock de X Gal (40 mg/mL), en caso 
del vector PGEM-T, para una concentración final de 100 µg/
mL. Las placas se incuban a 37 °C toda la noche.

Obtención de clonas y purificación de plásmidos.- Se 
seleccionó de 2 a 4 clonas (colonias) de cada placa con células 
transformadas. Con ayuda de palillos mondadientes estériles se 
procedió a cultivar en matraces conteniendo 15 mL de medio 
Luria Bertini (LB) mas solución stock de carbenicilina (50 mg/
mL) para una concentración final de 100 µg/mL, finalmente se 
incubó toda la noche a 37 °C con agitación de 220 rpm. Después 
de 12 horas, se purificaron los cultivos crecidos en matraces, 
distribuyendo en dos tubos eppendorf de 1 y 5 mL, y se centri-
fugó a 14 000 rpm por 2 minutos. De este pellet se procedió a 
la purificación de plásmidos, utilizando la metodología indicada 
en QIAprep Spin Miniprep Kit Protocol (QIAGEN).

Análisis de restricción.- Los análisis de restricción se reali-
zaron con la enzima Hind III-HF 20 000 U/mL (New Englands 
Biolabs) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Secuenciamiento.- Las secuencias del gen ribosomal 16S, 
como de las regiones génicas rhlABR fueron enviadas a la Unidad 
de Síntesis y Secuenciación de DNA (USSDNA) del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Autónoma de México (UNAM), 
Cuernavaca, Estado de Morelos, para su secunciamiento. Las 
lecturas de los cromatogramas de estas secuencias fueron reali-
zadas con el software FinchTV.

Análisis bioinformático.- Las secuencias nucleotídicas obte-
nidas fueron alineadas junto a trece (13) secuencias nucleotídicas 
de referencia mediante el programa MUSCLE (Edgar 2004). 
Posteriormente, se realizaron análisis evolutivos en MEGA6. 
Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de 
Jukes-Cantor (1969), y la variación entre los sitios fue modelada 
con una distribución gamma. Finalmente, se infirió la historia 
evolutiva del conjunto mediante el método de Neighbour-Joi-
ning (Saitou & Nei 1987), aplicando posteriormente la prueba 
de bootstrap con 2000 réplicas (Felsenstein 1985).

Resultados y discusión 
Identificación bioquímica y molecular de microorganis-

mos.- Mediante la identificación bioquímica con el sistema 
API 20 NE de una muestra aleatoria de 61 microorganismos 
provenientes de una población de 749 especies del género 
Pseudomonas spp. (Tabla 6). Se encontró que el microorganismo 
de mayor prevalencia en los tres estratos evaluados (sobrepro-
ductoras de RL, productoras de RL y no productoras de RL), 
corresponde a la especie Pseudomonas aeruginosa, con 71.4, 90.0 
y 55.0% respectivamente. En menor proporción se identifica-
ron las especies: Aeromonas hidrophyla, Pseudomonas fluorescens, 
Burkolderia cepacea y Chryseobacterium indologenes (Tabla 7). 
Chryseobacterium indologenes se evidenció sólo en los estratos 
productoras de RL (Código IIKA3-2a-1)y no productoras de 
RL (Código IA1-B-5).

Segmento Ciclos Temperatura °C Tiempo

rhLAB

1 1 98 5 min
2 30 98 1 min

55 30 seg
72 1.15 seg

3 1 72 5 min

rhLABR

1 1 98 5 min
2 30 98 1 min

63 30 seg
72 1.3 seg

3 1 72 5 min

rhlR

1 1 94 5 min
2 30 95 1 min

60 30 seg
72 1 seg

3 1 72 5 min

rhlC

1 1 94 5 min
2 30 95 1 min

60 30 seg
72 1 seg

3 1 72 5 min

Tabla 5. Parámetros de PCR de amplificación de rhLAB, 
rhlABR, rhlR, rhlC.
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Estrato Código de cepa Procedencia Tamaño de halo en agar 
ctab/mb Identificacion bioquímica API 20 NE

SO
BR

EP
RO

D
U

C
TO

RA
S 

D
E 

RL

3BH-14 Talara 1.108187980 Aeromonas hydrophila
3BH-13a Talara 1.055905291 Burkholderia cepacia
4B10 b Talara 1.000314627 Pseudomonas aeruginosa

 IIBA1-3 La Pampilla 1.027124183 Pseudomonas aeruginosa
T2X-2 Talara 1.072760553 Pseudomonas aeruginosa
6K-11i Talara 1.197486339 Pseudomonas aeruginosa
6K-11f Talara 1.197486339 Pseudomonas aeruginosa
1BH-1a Talara 1.036352018 Pseudomonas fluorescens

IB4 Talara 1.235306676 Pseudomonas aeruginosa
3BH-12 Talara 1.033351974 Pseudomonas aeruginosa
IIBT1-1 La Pampilla 1.099982468 Pseudomonas fluorescens
4B7 (7) Talara 1.059068527 Pseudomonas aeruginosa

4B7 Talara 1.275749476 Pseudomonas aeruginosa
IIPKA4-1b La Pampilla 1.050239503 Pseudomonas aeruginosa

2K-6 Talara 1.522701477 Aeromonas hydrophila
3BH-16 Talara 1.003453689 Pseudomonas aeruginosa

IIIAPK-2b1 La Pampilla 1.043911912 Aeromonas hydrophila
IIIT1P2 La Pampilla 1.339698818 Pseudomonas aeruginosa
3BH10 Talara 1.225221515 Pseudomonas aeruginosa

c1-1 10bc2A Talara 0.99923888 Pseudomonas aeruginosa
4b-9 Talara 1.049641032 Pseudomonas aeruginosa

PR
O

D
U

C
TO

RA
S 

D
E 

RL

R32T Talara 0.463769033 Aeromonas hydrophila
IIT4B2 La Pampilla 0.269253262 Pseudomonas aeruginosa

22a Talara 0.556777688 Pseudomonas aeruginosa
IIIT5K-3A La Pampilla 0.458286328 Pseudomonas aeruginosa

IIKA2-32 (43) La Pampilla 0.758472748 Pseudomonas aeruginosa
18b Talara 0.565493622 Pseudomonas aeruginosa

b41c110ab Talara 0.516675987 Pseudomonas aeruginosa
IIIT4B5 La Pampilla 0.276413094 Pseudomonas aeruginosa

IIBT5-1 (3) La Pampilla 0.759790492 Pseudomonas aeruginosa
L1TA2 Talara 0.520066117 Pseudomonas aeruginosa

C2-1 1cC1 Talara 0.342709732 Pseudomonas aeruginosa
121 (A) Talara 0.785015515 Pseudomonas aeruginosa

43 Talara 0.561505798 Pseudomonas aeruginosa
IIKA3-2a-1 La Pampilla 0.730959071 Chryseobacterium indologenes

5BH-1 Talara 0.717157545 Pseudomonas aeruginosa
IIPBT2-2a La Pampilla 0.730949036 Pseudomonas aeruginosa

IIIT2B2a (45) La Pampilla 0.796443939 Pseudomonas aeruginosa
IIKT5-1b La Pampilla 0.570747995 Pseudomonas aeruginosa

IIPBTT5-2 (23) La Pampilla 0.723609992 Pseudomonas aeruginosa

N
O

  P
RO

D
U

C
TO

RA
S 

D
E 

RL

M1AA25B Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
2K-3 Talara 0 Aeromonas hydrophila

L1TA1 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
IT1-K1 La Pampilla 0 Burkholderia cepacia
3BH-17 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
1B1 (49) Talara 0 Pseudomonas aeruginosa

3K-6 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
IA1-B-5 La Pampilla 0 Chryseobacterium indologenes
A4BT5 Talara 0 Aeromonas hydrophila
IT4B-3 La Pampilla 0 Pseudomonas aeruginosa
4BH-2 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
4BH-3 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
4B14 Talara 0 Burkholderia cepacia

19 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
2K-1 Talara 0 Pseudomonas aeruginosa

IIBA2-4 Talara 0 Burkholderia cepacia
22b Talara 0 Burkholderia cepacia

IA3K2(B) Talara 0 Pseudomonas aeruginosa
IIBA4-5(25) La Pampilla 0 Burkholderia cepacia

Tabla 6.  Caracterización bioquímica de microorganismos seleccionados por categorías: sobreproductoras, prodroductoras y 
no productoras de RL en base a tamaño de halo en Agar CTAB/MB.
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 El 95.7% de las cepas correspondientes al estrato sobrepro-
ductoras de RL, pertenecen a especies del género Pseudomonas 
(P. aeruginosa P. fluorescens) y Burkohlderia cepacea, especie feno-
típicamente cercana a Pseudomomas spp. Arenas (1999) halló una 
frecuencia de 30.91% de cepas del género Pseudomonas de una 
muestra de 55 microorganismos identificados. El 88.24 % cepas 
de este género correspondió a la especie Pseudomonas aeruginosa. 

Ajustando los datos de Tabuchi (2014) mediante identifica-
ción bioquímica obtuvimos una frecuencia estimada de 19.8% 
de cepas correspondientes al género Pseudomonas del total de 
microorganismos del cepario de LAMIBYM (n= 2517). Este 
resultado es menor al reportado por Arenas (1999) que obtuvo 
un 30.91% en su estudio, sin embargo su población muestral (n= 
55) y sus métodos de aislamiento fueron distintos a los nuestros. 

A la luz de nuestros resultados, la frecuencia ponderada de 
cepas de Pseudomonas spp fue del 66.5%, valor que se eleva a 
83.2 % cuando se incluye a B. cepacia. Observamos que nuestro 
estudio presenta un porcentaje de mayor prevalencia para espe-
cies del grupo Pseudomonas, y específicamente de P. aeruginosa, 
lo cual corrobora lo planteado por Norman et. al. (2002) que 
indican que Pseudomonas es el género con mayor frecuencia que 
se aísla de ambientes contaminados con hidrocarburos. Además 
concordamos con Pérez et al. (2008) quienes mediante pruebas 
bioquímicas clásicas, caracterizaron cepas bacterianas aisladas de 
suelos contaminados con petróleo de alrededores de una refinería 
de Santiago de Cuba, determinando que 5 de ellas corresponden 
a Pseudomonas aeruginosa. Narvaéz-Flores et al. 2008 seleccio-
naron bacterias con capacidad degradadora de hidrocarburos, 
aisladas de sedimentos del Caribe colombiano, identificadas 
con el sistema bioquímico BBL Cristal y API 50CH/E como: 
Klebsiella sp, Chhromobacterium sp., Flavimonas orizihabitans, 
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus brevis, B. 
pumillus y B. cereus. Por su parte, Pucci et al. (2010) estudiaron 
la diversidad bacteriana con capacidad de degradar hidrocarburos 
en la playa de Caleta Córdova (Argentina), utilizando el sistema 
FAMEs, identificaron como los género de mayor frecuencia: 
Pseudoalteromonas, Bacillus, Psychrobacter y Shenewanella; además 
de Pseudomonas sp., Aeromonas sp. y Burkholderia cepacea, entre 

otras. Arrieta et al. (2012) realizaron la caracterización fenotípica 
y molecular de poblaciones bacterianas de un suelo contaminado 
con diésel, diferenciándolos molecularmente en los siguientes 
géneros: Enterobacter, Bacillus, Arthrobacter, Sanguibacter, Sta-
phyococcus y Flavobacterium. 

Basados en el trabajo de Tabuchi (2014), tenemos un total de 
21 microorganismos sobreproductores de RL, nosotros selecciona-
mos 8 de ellos: 7 cepas identificadas con API 20 NE como Pseudo-
monas aeruginosa: 2K1, T2X-2, II PKA41b, 3Bh-16, IIIT1P2, 4B7 
(7), 6K11 y una especie identificada como Burkholderia cepacea 
3Bh13a, a fin de realizar la amplificación del gen ribosomal 16 
S (16 S ADNr) mediante técnica de PCR y de electroforesis en 
gel de agarosa, para una posterior selección al secuenciamiento 
respectivo. Se consideraron como controles positivos, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 9027 y Pseudomonas aeruginosa PAO1.

Para el secuenciamiento se seleccionaron 4 microrganismos: 
Pseudomonas aeruginosa T2X-2, Pseudomonas aeruginosa III 
T1P2, Pseudomonas aeruginosa 6K-11 y Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 9027. Las secuencias obtenidas el gen ribosomal 16 S 
fueron analizadas y comparadas con el Gen Bank, encontrándose 
que los cuatro microorganismos aislados tienen correspondencia 
génica con Pseudomonas aeruginosa PAO1. Las secuencias de 16S 
obtenidas permite identificarlas como miembros de la especie 
Pseudomonas aeruginosa.

Las secuencias obtenidas a partir de 4 cepas problema 
seleccionadas presentan una alta similitud con las regiones ho-
mólogas codificadas en el genoma de Pseudomonas aeruginosa 
PAO1. Además las secuencias aminoacídicas predichas para 
estas secuencias noveles resultan sinónimas de la registrada para 
la cepa patrón (Fig. 1)

Caracterización molecular de genes asociados a la produc-
ción de ramnolípidos. - Luego de amplificar mediante PCR 
las secuencias y regiones génicas rhlAB, rhlABR, rhlR y rhlC, los 
productos de amplificación fueron separados en gel de agarosa 
mediante electroforesis. Luego fueron secuenciados los productos 
de amplificación de la región rhlABR de las cepas Pseudomonas 
aeruginosa T2X-2, Pseudomonas aeruginosa IIIT1P2, Pseudomo-

Grupo N° cepas aisladas Frecuencia   (%)

Sobreproductoras de RL

Aeromonas hydrophila 3 14.3

Burkholderia cepacia 1 4.8

Pseudomonas aeruginosa 15 71.4

Pseudomonas fluorescens 2 9.6

Productoras de RL

Aeromonas hydrophila 1 5

Burkholderia cepacia 0 0

Pseudomonas aeruginosa 18 90

Chryseobacterium indologenes 1 5

No productoras de RL

Aeromonas hydrophila 3 15

Burkholderia cepacia 5 25

Pseudomonas aeruginosa 11 55

Chryseobacterium indologenes 1 5

Tabla 7.  Distribución porcentual de la caracterización bioquímica de microorganismos en los tres 
estratos: sobreproductoras de RL, productoras de RL, no productoras de RL. Pseudomonas aeru-
ginosa es la especie de mayor prevalencia con 71.4, 90.0 y 55.0% respectivamente.
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nas aeruginosa 6K-11, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y 
comparados con la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1. En las 
pruebas de electroforesis realizadas a las siete cepas mencionadas 
previamente, se determinó la presencia de los genes: rhlA, rhlB 
y rhlC, como se observa en las Figuras 2 a 4, las cuales codifican 
respectivamente:

a. la 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoato sintetasa (Abdel- 
Mawgoud et al. 2011), responsable de la síntesis de 
HAAs y la fracción dimérica de los ácidos grasos de 
loa ramnolípidos (Dobler et al. 2016, Reis et al. 2011, 
Soberón-Chávez et al. 2005). 

b. la enzima ramnosiltransferasa 1, responsable de la bio-
síntesis de momo-ramnolípido y 

c. la enzima ramnosiltransferasa 2, responsable de la 

Figura 1. Posición filogenética de la cepa 6K-11, a partir del secuenciamiento al gen ribo-
somal 16 S. Los números indican el valor de bootstrap de 2000 repeticiones. El análisis 
de las secuencias de las otras cepas ensayadas dieron un comportamiento similar, deter-
minándose ser especies del género Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 2.   Detección mediante electroforesis para la región  
rhlAB en diversas cepas de Pseudomonas aeruginosa: 1)2K1, 
2)T2X-2, 3)IIPKA41b, 4)3Bh-16, 5)IIIT1P2, 6)4B7(7), 7)6K-11.

Figura 3.   Detección mediante electroforesis para el gen rhlC 
en diversas cepas de Pseudomonas aeruginosa: 1)2K1, 2) 
T2X-2, 3)IIPKA41b, 4)3Bh-16, 5)IIIT1P2, 6)4B7(7), 7)6K-11. 
Se usaron como controles las cepas Pseudomonas aerugi-
nosa PAO1 (productor de di-ramnolípido) y Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 9027 (productor de mono-ramnolípido).

biosíntesis de di-ramnolípido (Bazire & Dufour 2014, 
Déziel et al. 2003, Soberón-Chávez et al. 2005) respec-
tivamente. 

Asimismo también se determinó la presencia del gen rhlR, 
como se muestra en la Figura 4, que codifica el regulador trans-
cripcional RhlR que tiene un papel central en la respuesta de 
detección del quórum (Medina et al. 2003)

 Al no encontrar diferencias significativas en la caracterización 
molecular de genes y regiones génicas asociadas a la produc-
ción de ramnolípidos, planteamos la hipótesis que se deba a la 
presencia de regiones altamente conservadas en el genoma de 
Pseudomonas aeruginosa. Esto fue demostrado por Wolgang et al. 
2003, al utilizar microarrays de ADN de genoma completo para 
determinar el contenido genomico de 18 cepas de Pseudomonas 
aeruginosa, 13 aisladas de infecciones humanas más comunes y 
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5 de fuentes ambientales; encontrando una remarcable conser-
vación de genes incluidos aquellos que codifican casi todos los 
factores de virulencia conocidos, concluyendo que cepas de Pseu-
domonas aeruginosa poseen un genoma altamente conservado que 
codifica genes importantes para la supervivencia en numerosos 
ambientes. Asimismo, Grosso et al. (2014), quienes al secuen-
ciar cuatro aislados no humanos de Pseudomonas aeruginosa (3 
ambientales y un aislado de estómago de delfin), y comparados 
frente a 12 aislados clínicos y uno proveniente de rizósfera de 
melón cepa M18, afirmaron que estos aislados estudiados tienen 
una larga proporción de sus genomas conservados entre ellos 
(núcleo genómico); concluyendo que la variabilidad genética 
de todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa cuyos genomas 
han sido secuenciados, es extremadamente bajo.  

En el análisis detallado de la secuencia de los genes depen-
dientes del QS (rhlA, rhlB, rhlR, rhlI, etc), Grosso et al. (2014) 
demostraron que los cuatro aislados de Pseudomonas aeruginosa 
(ID 4365, M10, IGB83, 148) resultaron ser idénticos; de igual 

PAO1 GCGTCCTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGGCGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGCATCCGC
T2K2 GCGTCCTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGGCGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGCATCCGC
ATCC_9027 GCGTCCTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGGCGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGTATCCGC
6K-11 GCGTCCTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGGCGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGCATCCGC
III_T1P2 GCGTCCTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGGCGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGCATCCGC
(…)
PAO1 ACCGTCGGCAAATACCTGCCGCAGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCG
T2K2 ACCGTCGGCAAATACCTGCCGCCGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCG
ATCC_9027 ACCGTCGGCAAATACCTGCCGCCGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCG
6K-11 ACCGTCGGCAAATACCTGCCGCCGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCG
III_T1P2 ACCGTCGGCAAATACCTGCCGCCGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCG
(…)
PAO1 CTTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTCATCAACGGCAGCTGGGACGAAT
T2K2 CTTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTCATCAACGGCAGCTGGGACGAAT
ATCC_9027 CCTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTCATCAACGGCAGCTGGGACGAGT
6K-11 CCTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTCATCAACGGCAGCTGGGACGAAT
III_T1P2 CCTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTCATCAACGGCAGCTGGGACGAAT

Figura 5. Comparación de las secuencias del gen rhlA entre Pseudomonas aeruginosa PAO1 y las distintas 
cepas de Pseudomonas aeruginosa: T2X-2, IIIT1P2, 6K-11 y ATCC 9027.

forma nosotros encontramos los mismos resultados para nues-
tras cepas de Pseudomonas aeruginosa T2X-2, IIIT1P2, 6K-11, 
ATCC 9027 (Figs. 5 y 6)

Es importante destacar que el análisis molecular de genes 
asociados a la producción de ramnolípidos solo contempló los 
genes del sistema rhl. Al no haber hallado diferencias genéticas 
en la región estudiada, debemos hallar las bases moleculares de 
las diferencias fenotípicas (nivel de producción de ramnolípidos) 
en otras regiones del genoma. 
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PAO1 CCCTGAAACTGCGCGGGCACCGCGTGAGCCTCTGCACCATCCCGGTGTTTCGCGACGCGG
T2K2 CCCTGAAATTGCGCGGGCACCGCGTGAGCCTCTGCACCATCCCGGTGTTTCGCGACGCGG
ATCC_9027 CCCTGAAATTGCGCGGGCACCGCGTGAGCCTCTGCACCATCCCGGTGTTTCGCGACGCGG
6K-11 CCCTGAAATTGCGCGGGCACCGCGTGAGCCTCTGCACCATCCCGGTGTTTCGCGACGCGG
III_T1P2 CCCTGAAATTGCGCGGGCACCGCGTGAGCCTCTGCACCATCCCGGTGTTTCGCGACGCGG
(…)
PAO1 TGGGCGATCCGCGCCTGTGGGACCCCAAGACGTCCTTCGGCGTGCTCTGGCAAGCCATCG
T2K2 TGGGCGATCCGCGCCTGTGGGACCCCAAGACGTCCTTCGGCGTGCTCTGGCAAGCCATCG
ATCC_9027 TGGGCGATCCGCGCCTGTGGGACCCCAAGACGTCCTTCGGCGTGCTCTGGCAAGCCATCG
6K-11 TGGGCGATCCGCGCCTGTGGGACCCCAAGACGTCCTTCGGCGTGCTCTGGCAAACCATCG
III_T1P2 TGGGCGATCCGCGCCTGTGGGACCCCAAGACGTCCTTCGGCGTGCTCTGGCAAACCATCG
(…)
PAO1 TGGTCGGCTCGCTATGGGCGCTGGGCGCACGCATCGCTCACGAGAAGTACGGGATTCCCT
T2K2 TGGTCGGCTCGCTCTGGGCGCTGGGCGCACGCATCGCTCACGAGAAGTACGGGATTCCCT
ATCC_9027 TGGTCGGCTCGCTCTGGGCGCTGGGCGCACGCATCGCTCACGAGAAGTACGGGATTCCCT
6K-11 TGGTCGGCTCGCTCTGGGCGCTGGGCGCACGCATCGCTCACGAGAAGTACGGGATTCCCT
III_T1P2 TGGTCGGCTCGCTCTGGGCGCTGGGCGCACGCATCGCTCACGAGAAGTACGGGATTCCCT

PAO1 ACCTGTCCGCGCAGGTCTCGCCATCGACCCTGTTGTCGGCGCACCTGCCGCCGGTACACC
T2K2 ACCTGTCCGCGCAGGTCTCGCCATCGACCTTGTTGTCGGCGCACCTGCCGCCGGTACACC
ATCC_9027 ACCTGTCCGCGCAGGTCTCGCCATCGACCTTGCTGTCGGCGCACCTGCCGCCGGTACACC
6K-11 ACCTGTCCGCGCAGGTCTCGCCATCGACCTTGCTGTCGGCGCACCTGCCGCCGGTACACC
III_T1P2 ACCTGTCCGCGCAGGTCTCGCCATCGACCTTGCTGTCGGCGCACCTGCCGCCGGTACACC
(…)
PAO1 TCGGCCTGGAAACGCCGGTGAAGCGCATCTTCACCCAATGGATGCATTCGCCGCAGGGCG
T2K2 TCGGCCTGGAGACGCCGGTGAAGCGCATCTTCACCCAATGGATGCATTCGCCGCAGGGCG
ATCC_9027 TCGGCCTGGAGACGCCGGTGAAGCGCATCTTCACCCAATGGATGCATTCACCGCAGGGCG
6K-11 TCGGCCTGGAAACGCCGGTGAAGCGCATCTTCACCCAATGGATGCATTCGCCGCAGGGCG
III_T1P2 TCGGCCTGGAAACGCCGGTGAAGCGCATCTTCACCCAATGGATGCATTCGCCGCAGGGCG
(…)
PAO1 ACATGACCGGCTTCCCGCTGTTCGACGGCAGTATCCCGGGGACCCCGCTCGACGACGAAC
T2K2 ACATGACCGGCTTCCCGCTGTTCGACGGCAGTATCCCGGGAACCCCGCTCGACGACGAAC
ATCC_9027 ACATGACCGGCTTCCCGCTGTTCGACGGCAGTATCCCGGGGACCCCGCTCGACGACGAAC
6K-11 ACATGACCGGCTTCCCGCTGTTCGACGGCAGTATCCCGGGGACCCCGCTCGACGACGAAC
III_T1P2 ACATGACCGGCTTCCCGCTGTTCGACGGCAGTATCCCGGGGACCCCGCTCGACGACGAAC
(…)
PAO1 CGCGTGGGATCTTCCTCACCGGCGCCGGCCAGGAACCGCTGCGCGGCTTGCCGAACCACG
T2K2 CACGTGGGATCTTCCTCACCGGCGCCGGCCAGGAACCGCTGCGCGGCTTGCCGAACCATG
ATCC_9027 CGCGTGGGATCTTCCTCACCGGCGCCGGCCAGGAACCGCTGCGCGGCTTGCCGAACCACG
6K-11 CGCGTGGGATCTTCCTCACCGGCGCCGGCCAGGAACCGCTGCGCGGCTTGCCGAACCACG
III_T1P2 CGCGTGGGATCTTCCTCACCGGCGCCGGCCAGGAACCGCTGCGCGGCTTGCCGAACCACG
(…)
PAO1 CCATGAGCCTAGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGTGCCCACGACC
T2K2 CCATGAGCCTGGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGCGCCCACGACC
ATCC_9027 CCATGAGCCTGGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGCGCCCACGACC
6K-11 CCATGAGCCTGGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGCGCCCACGACC
III_T1P2 CCATGAGCCTGGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGCGCCCACGACC
(…)
PAO1 GGGATGCTCGATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGA
T2K2 GGGATGCGCGATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGA
ATCC_9027 GGGATGCTCGATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGA
6K-11 GGGATGCGCGATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGA
III_T1P2 GGGATGCGCGATGGCTGAAGGCTGCGTCCTGA

Figura 6. Comparación de las secuencias del gen rhlB entre Pseudomonas aeruginosa PAO1 y las distintas 
cepas de Pseudomonas aeruginosa: T2X-2, IIIT1P2, 6K-11 y ATCC 9027.
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