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ABSTRACT

Rhlzoblum etli CFN42 is a Gram-negitive soil bacteria able to induce the formation of

fi dules on roots of conunon bean and other seven tropical leguminous
plams.
‘The genetic information of this bacteria is disltibmcd g the ch and six p ich
‘We have previously demonstrated by analysing ¢ id 1 deri , thai in addition to
dulation and nitrogen-fixation genes (nod, nif and fix) | d on the symbiotic pl id

PCFN42d (pSym), the geneticIpspregion carricd on the pCFN42b plasmid is also essemial for

bean noduation.

This Ipsp is required for lipopoly haride (LPS) biosynthesis, the major  structural
P of Gi gative bacteria outer membranc.

The pSym is the best characterized part of the genome. Although it has been shown that

plasmids other than the pSym may also influence the simbiotic and frec-tiving state, only few

sequences from these ids have been fied

In the present work, we report the genetic arvay and functional features of the Ipsg region. The
DNA sequence analysisof a 3 595 bp Ir led the pr of two ORFs (Ipsfi } and
Ipsp 2) ial for LPS syntl

On the basis of ino acid seq imilarities and the LPS chemical composition data
previ 1y rep d, we prop: that Lps31 may be resy ible for the of gal. or

galacturonic acid to the core component of LPS. Lpsp2 could be a dehydratase involved in the
synthesis of the 6-deoxy or dideoxy sugars which links the O-antigen to the core
oligosaccharide.

DNA sequences homologous to lpsl and IpspP2 of R. etli CFN42 were consistently found in
functionally equivalent plasmids of R. etli, R. leguminosarum bv. viciae and bv. trifolii
strains, but not in other Rhizobium and Agrobacterium species.

In addition to IpsB 1 and Ipsf 2, a large amount of sequences from pCFN42b are conserved in
the g of R. le i um by, wifolit ANU843 and R. leguminosaram bv. viciae VF39,
such homologous sequences are distributed among different plasmids,

/}:5 oMy
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RESUMEN

Rhizobium etli CFN42 es una bacteria Gram asgstiva habitante del suslo. que tisas ia
Adulos en las raices de frijol y de otras sicte cspecies de k i

idad de f
uop:cnlen Dcnu'odeloc 6dulos, las b ias dife iadas en b ik fe el
fé en io y lo £ » la planta Ia cual lo utiliza pars su
El de esta b ia se POT Un y seis p ik
En un estudio previo en ¢l cual se i las L ds cepas derivadas
curldudecad-unodenu i d que en R. erli CFN4A2 ademss de los
. genes para i6n y fijacion de nitrégeno (nod, uv‘yﬁ:)midocenel
pCFNOZd o plésmido simbidtico (pSim), iste otra regidn g inada Iipsp
daenelp ido pCFN42b, 1a cual es indisp para nodulacidn de raices
de frijol. La ," Ipsp es ia para la biosfniesis de lipopolisacsrido (LPS), un
p ) de Ia de las ias Gram negati
Como en has otras ies de Rhizob e! pSim i el mejor
del de R. etli. A se ha d que el resto de los plésmidos
las dici de vida simbi ¥y saprofRica, ac han diado muy pocas i
de otros plssmidos.
En este baj la iGn ética de |a region Ipsp. El anflisis de
lccuenclldeSSQSpb 6 Ia p de dos de k oi o i
lp:ﬂlylp:& i bles para is de LPS. E} andlisis de similitud de la secuencia de
4cidos de las p: LpsBl y Lpsp2, asf como datos bibliografi de Ia
ica del LPS, que la p Lpafil puede ser una i que i J:
o &cido .-l.clutomcoalapmadel LPS conocida como “core”. umlmbplazpodrhur
una deshid: ipando en la is de de los desoxi o did i que
Melmconelmo
Fueron h logas & ipsPl y ipafR2 en pliamidos de R. I wrn
bv. trifolii y de R. lznuuina.mrum bv. viciae. psro mo en €] de otras esp de
RN y Agrob

Ademais de Jos genes lp.rpl y {psB2, un gran nimero de sccucncias del pCFN42b de R. etli se
de R. I um bv. trifolii ANU“J y R

i li en el mi P

encwuentran conservadas en el g
legwminosarum bv. viciae VF39 no




INTRODUCCION

GENERALIDADES SOBRE PLASMIDOS BACTERIANOS.

El 1 g de las b ias se i por 3¢ ADN
izadas en ypl dos (Campbell 1993, Levin 1993). El cromosoma
& es una molécula de ADN © lineal cuyo tamafio puede variar entre 0.6 2 10
Mb. En la y de las b se ha d ito la p ia de un solo cromosoma, sin
b en Rhodob i ides ( y Kaplan 1989) y Brucella melitensis
(Michaux ez al 1993) s¢ han i § do dos ircul En el se
an }§ izados genes para el i lular, como por ejemplo,
aguellos que codifican para las proteinas y rARNs que yen la del ril
Asimi encl e codificadas 1a mayorfa de las enzimas necesarias
para el funci b de las ipales vias bélicas de la
Como se iondé anteri las b i i | v I
o dos p & los les son g de menor que e}
Plésmidos y sc replican de dependiente dentro de la cflula bacteriana.
pero dos con el i y divisién celular, lo cual p que copias de ambos
1i P ser heredadas en las sig 8 i
Casi todos los p d son {1 de ADN dc tamafio variable. Se
han aislado peqt l4smidos de 2.6 kb, hasta megaplasmidos de 1600 kb (Antoine y Locht
1992, Charles y Finan 1991). Sin bargo p idos lincales con un rango de tamafio entre 9
kb y 600 kb sc han identificado en dif pecies de Streptomyces (Hinnebusch y Tilly
1993). T ién sc han do en Thiobacillus yen N dia opaca |
do Rhod. sp. (Hinnebd y Tilly 1993).
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Lap ia de p idos i lcs y ci de de una ia, ¢ ha -
algunas especies como en Rhod: fasci patrog: de una gran varieded de plantas
- y di yen ins ded gé a lia, un pasésito de
En Rhod elp do lineal tiene un tamafio de 200 kb mientras ¢l circular es
de 138 kb (Crespi et al 1992). Entre los dif i el gé Borrelia, o) tamalio de

los piéamidos lincales puede variar entre16 kb y 200 kb, que los p L

no son mayores a 30 kb (Hiancbusch y Barbour 1992).

El nit de pliamidos difs por célulaes ¢n una

Algunas especies llevan uno o dos plismid que en a), otras, COMOD en ¢l caso
de Bacillus thuringiensis cepa 1713 sc ha observado Ia p de diecisi P &
(Siater er al 1988).

Adi el ni de copias de un mi P wdo de: deunab ria punde varias
desde una & dos hasta ci pias. Existe una lacion entre el de los p

y su a mayor menor mi de copias (Slmer et al 1988).

TRANSFERENCIA DE INFORMACION GENETICA MEDIADA POR
PLASMIDOS.

A 10 largo de 1a evolucion, los plismidos probab han sido de gran impostancia por su
apacidad para disp e i biar infor genéti de las p
De los tres p de ) de i g que o
ducch e ony 6n), ¢l mejor i en pobl esla
conjugacion.
Losp que h toda la i - ria para su propia sransferencia
jugacic el de p - g © aut feribles. En




ellos exists una regidn de alrededor de 33 kb en la cual 3¢ han identificado cerca de treinta genes
u necesarios para que ¢l p ds awto- cis de ADN se lleve a cabo. Al menos
catorce de estos genes estan i _ enia 60 de pili (Forter 1991).

Existe otro tipo de p idos d dos movilizables los les, a dif ia de los
conjugativos, carccen de los genes fra P para Ia produccién de pili y otras funciones
de comjugacion. A pesar de esta defici ia, ls ia de estos plésmidos es
" da por (Porser 1991),

También exi plfamidos que de las funci de ia y movilizacion los
cuales son dos como dos no movili Dichos & den liegar a ser

por € § con un pt do movilizable 0 con un plfésmido auto-
transferible (Porter 1991). '

El ) g ferido de una bacteria a otra, no solo provi de los p

T p jen ¢l ADN 1 puede irse mediante pl dos. Este p

se describid inicialmente para el factor F de E. coli y p i e en a;

pecies de Strep y Psend: (Porter 1991).

Para que 1a fe iaei de genes diada por pl sea eni [

que dichos p dos sean ide b L de las ias hosped: y

coexistan con los pl; idos p de estas b ias. Si dos o més plésmidos, son
idos de ble & de 1a misma bacteria d Gltiples g e

dice que son compatibles. Por otro lado, si no pueden coexistir se dice qgue son plésmidos

i npatib Lai P ilidad es una propicdad que sc ha utilizado para clasificar a los

. idos. Los plésmid: P P a dif grupos de i ibilidad, y

los dos i patibles p al mi grupo de incompatibilidad. S¢ han descrito

28 grupos de incompatibilidad en E. coli, 7 en Staphyl. ¥ 13 en Psend:

(Couturier er al. 1988, Boronin 1992).

P




Los genéti que lan el de ias © la perticié )

car L] en p dos qQue p al mi grupo de
ilidad (C: e1al. 1988).

Uno de los de i patibilidad entre pl idos se p cuando el rep de
repli én (p ina 0o ARN ido) de un p ido, ejerce un efecto inhibitorio sobre 1a
repli de otro ido. La enel de copias de este Ghtimo ocasionars
al paso de muiltiples g i ia 1 i6n de lineas celulares comeniendo uno u otro
plésmido (Novick 1987). Por otro lado, e! i de ibilidad por particion, se
lleva acabo cuando existe una competencia entre dos plésmidos por €] mismo sitio de unién a
P de 1as cuales participan en Ia seg i6n. Esta comp i i 4 una

ibucién desigual de ambos p dosenlap idn (Austin y Nord: 1990).

Alg 1 idos son cap de feri y repli ani d de un

limitado de ies b faci das. En otros p y repli
en un plio rango de b ias Gra ivas. como es el caso de los plésmidos que
per a los grupos de patibilidad IncP, IncQ e IncW. Estos plismidos cuentan con
funci que i la p ilidad de un establecimiento exitoso dentro del
auevo hosped: Como ejemplo pod i las p Sog (DNA primasas), las
les se i enlab ia &b o y se junto con el plésmido, a la bacteria
P Estas p § g el inicio de Ia is de la cad c p i

delas p de Ia P (Wilkins e7 al. 1991). Owro tipo de

it izada por los p de amplio rango de hosped: esla is de px
de i iccion (Ard) las les evitan que ¢! pl. & ferido sca digerido por las
de riccién p en la célula hospedera. Debido al gran nimero de residuos

P en las Ard, se ha prop que pucden funci como poli

inactivando el sitio de unién al ADN de las enzimas de restriccion (Delver ef al 1991).

s




La i de ) g por NO €3 UA PIOCES0 QUE OCUITa

entre ia e de pl d j de E. coli a
Sacch a8 ha descrito (Amébile-Cucvas and Chicurel 1992), pero ¢l caso
més sorp ch de de i6n g ica es ¢l que ac lleva a cabo entre dos
grup Smi d di ® ias Gram-negativas del géacro
Agrob y dicotiledd La ia del T-ADN deads ¢l plésmido Ti de

Agrobacterison haata el imerior de 1a célula vegetal, sc lieva a cabo por medio ds una serie de
d ' i6n entre dos becterias

lecul imil a los que
(Zambryski et al. 1989).

FUNCIONES CODIFICADAS EN PLASMIDOS Y SU PAPEL EN LA
EVOLUCION BACTERIANA.

El dio de las funci dificadas en pldsmidos, se inici6 algunos afios después de la
da guerra dial. Debido al uso masivo de ibisti d ese period

a ap cepas i a Itip ibidti E! anflisis de las cepas

Itiresi P i6 i a los pl idos como los ag de Ja répida

dispersién de la i ina ibioti De esta el i és en los dos se
expandi6 répidamente hasta liegar a f parte fu de 1a genéti d

En aflos recientes, una buena parte del andlisis de funci dificadas en pl idos se ha

concentrado cn aqucellos genes con apli ion bi 16gi P 1 como Jos de

Streptomyces para produccién de ibioti los de B. thuringiensis para produccion de
parael de i los dc P. de para la degradacion de

los de A. faci y A. rhi parala ion genética de y

los de Rhizobi para la fijacién biol6gica de nitrog (Chater y Hopwood 1989). Sin




en la may de las b. ias los idos son derad. & s decir se
desconoce su funcién.

Miés allg del valor bi Ogi que los pl d i para el homb estos han
iquecido en gran dida la di idad g ica de las idades b partici
tanto en la adaptacion de’los mi i a su medio ambiente cémo en la colonizacion de
ich N6, El més claro ejemplo al resp estd rep por dos bacterias
miecmbros de 1a familia Rhizob : Agrob y Riizobiue .
Parte de 1a inf« ion genéti idaenel p do Ti (pTi) de A. sumefaciens (el T-

ADN) je ha permitido a esia bacteria pasar del suelo al espacio intercelulas de un gran ndmero

de pl (643 especies dif ) y nutrirse a expensas de ellas. Como se menciond
anteriormente. una vez que Agrobacterium infecta una planta, €} T-ADN se transfiere al

cromosoma vegetal. A pantir de esta informacion genética se inicia una descontrolada

prolife ion de célul dedor del sitio de infeccion. Las 1
a producir opi P ricos en b ¥ Riwég los les son
utilizados por Agrob. i di i dificadas en el mi pTi. Ademés, las
pi como i para la ia de} pTi. lo cual trae como resultado un
mayor de getak das (Y ita 1990).
El mecanismo por el cual Rhizobium pasa del suclo at ior de 1as célul g de
[ ) i P i ser aén mds elaborado. Comp i
normalmente exudados por las raices de pl indu ia expresidn de genes de nodulacion,
» dos en la mayoria de las esp de Rhizob: enelp ido simbistico (pSim). Los
genes nod, mol y noe p ipan en la is de un lipo-olig id d
como factor de nodulacion (Dénarié€ y Cullimore 1993). Esta écula inds 1a d iSn de
pelos radiculares, y a nivel det P uns idad que con
ia 6n de un G 1 Jo. En el imerior del nGdulo, las b fren




una asvie de o rfoldgicos y bioquimicos para liegar at o de b ide. A)
tiempo, los genes Que codifican para la aitrogensss ss activan, dando inicio ¢ proceso ds

fijacién simbid de nitrég Dy Ia iosis, RAizobiwn aporta nitrégeno en forma de
amonio a la plams. y la planta p de carby ala !

Aungue ¢l pSim es ia parte del g de Rhizobi mejor da, existe rés por
conocer que funcida tienen el remo de los plk dos de estas b tanto en su fase de vida

libre en €l suelo, como i #on con



ANTECEDENTES

PLASMIDOS DE RAizobinm.

El g de Rhizobi esta i porun Yy varios p idk y
de p idos es muy vari adn d de de ta mi Su

puede variar en un rango quc va de 150 kb hasta 1500 kb y ¢l ndmero de pléamidos por célula

se ha estimado entre 1 y 10. El de de los idos de Riizob s mayor al

tamafio promedio de otros plismidos de bacterias de suelo, los e J no reb

Il'l350kb.

Lai ion genética que p ite a Rhizobi inducir 1a f ion de nédulos y fijar
g se casi J ¥ i en la mayoria de las especies. en un pléamido

o inado plismid imbidei (pSim). El pSim constituye Ia parte del genoma mejor

caracterizada en Rhizobium; de hecho los mapas fisicos y genéti de alg pl id
bidei han sido publicados (Charles y Finan 1990; Girard et al. 1991; Prakash ef al. 1981)

y i se repond la ia de ADN del plésmido completo pNGR234a de

Rhizobium sp NGR234, en ¢l cual se localizan 1a mayoria de 1os genes simbiSticos de esta
cepa (Freiberg et al. 1997).
Por otro lado, mutaciones localizadas fuera del pSim, asf como el andlisis de cepas curadas de

pl idos han p itid que genes localizados en otros repli
fe el pr biGtico (Brom e7 al. 1992; Hynes y McGregor 1990).
Adicional los pt id PR y no N e son ‘e
durantc gencraciones sucesivas en cultivos de lab io, 1o cual sugi un fuerte P
de catos repli con las funci de estas bacicrias (M do-Bl y Oli

1993; Weaver e? al.1990). De hecho, algunos experimentos relizados en nuestro lsboratorio

9



indican que una cepa de R. esli CFN42 curada de casi todos sus pldsmidos (excepto por un

’ do de 270 kb prods de una delecié waa d d 40 on s cap

de i y sobrevi ia en dici de lab (Brom, datos no publicados).
Asi wna cepa derivada de R. srifolii W14-2, curada de todos sus piésmidos. no logra
obrevivir en Ia rhi de de trébol ( Loccoz y Weaver 1995).
Adicionalmente. €l hocho de que en Las cepas R. erli CFN42 (Brom eral. 1992) y  R. meliloti
SU47 (Charles y Finan 1991), uno de sus p i no ha podido ser P
eliminado, sugiere que 1a pane del ido que se b pudi i 6
genética indispensable para 1a vids de 1a bacteria.

Datos que Itan la p ipacién de otros pl idos tanto en simbiosis como en vida libre
estan comenzando a sparecer cada vez con y ia. Inct es

observar en la li donde se d ibe un nuevo gen de RAizobi hibridaci tipo
Southern para i siesthenp ido o en

Con la finalidad de tener una visién general del papel que juegan los i i del
pSimenlai i6n Rhizobi ! i a i i6n p una isibn cn la

cual h pilado la infor i6n més rel P a las funci dificadas en
plasmid imbidti : Esta revision, junto con jos datos publicados casi simults

por M do-Bl y Toro, f i tener una clara visién del estado actual de csta frea de

investigacién, asf como de sus perspectivas.
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interactions
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A Carvia-de lep Sapsics. 5. Brom and D. Rewero

awgloyed for the direct b of lerge P d
(Bchinardt 1978). A.—mdmm
Sioms

. streve

wiich are cured

while i ey
-.wmm-yu.mm.—nm
fos d nodle

(Leigh &
Walker 1994). ﬂtﬁ-dMu.—leryau&
cluster of EPS b

) distinet
ﬁmthp&ymw.wdl-vl”d) lao-hnuudﬁrs
is apy

plasmids
m(-«Mmh-:npl lwo(mamv-w) The generation

of ids (Prakash r'
-L 1981; Girard ot al 1991; Perret ot al. 1991; y
-l 1993) nvﬂyu-ﬁdum-tulhﬁudydph“\ud-
the

iads irv othey
Rivizobei mFum&n&-nnhﬂ-ﬁymd
Rlrgwminosanon  bv. phasecli  inhibits ”5
Worthalar & johnston 1987); a ssquence with a similar

mmsm.wmnohwm.wm
Ehu\lhepSym(l-bourbBﬁu\l

cornpo-
nents of the bacterial om:r b In R. i
bv. viciar (Hynes & McGregor 1990). R, kprionincesrtum by,
teifolii (Md.ﬂ ﬂ al. 1992), and R. etli (Beom ot al. 1”2)
gerwes in LPS bi is have been locali
non-symbiotic phlmadl Mutations in plasmid-bome Lps
genes csuse strong alterations on the cell surface, affecting
not only free-living features s\nh as morp!
and i

of patterns of
plasmid tegions (David et al. 1987; Fellay et al. 1995; L.
Cirard. unpublished

work). The study of pl id stability
(Mercado-Blarnco & Olivares  1993; Mercado-Blanco &

hology. motility
but also chul; in hosts

which form & nodules. F il

tion (Hynes & McGregor 1990; Noel 1992, A. Garcia de

los S-mos S. Hrom & D. Romero unpublnhrd work) and

Olivares 1994), dynamics (Brom et al. 1991: Rometo ¢t al.
1991; Flores ¢t al. 1993; Romero et al. 1995b), and transmissi-
bility (see below), are other useful aids for their functional
wnd evohutionery scrutiny.

Besides the research directed to the analysis of whole
plasmida, other studies have been simed st specific genes,
employing the whole array of ;u\ttl: methodologies devel-
oped for Rhizobi i et al. 1990). New
strategies for the isolation of specific DINA sequences
(Bjourson ¢t al. 1992} and for the integration of genetic
information (Uchimi ¢t al. 1993; Uchimi et al.
continselly devised.

The ch

1995) are
of pl dx th

by their
fength pol
pmmh.-henuudemmmmcm(smo&u.'
al 1987; Young & Wexler 1988: Demezas ¢t al. 1991
um.lmvn-l 1992).

veseatch in Rhizobium ph h., been fo-
cusedmdnlyonlhe y! o

dooh.rv-plmu-yndﬂo&xuﬂorhraﬂuluﬁumw
evidenced.

hag boer:

the Genetic Functions Encoded
‘Cryptic’ Plasmids

is of Cell Swrface Poly de
The & of 4

EPS) in the free-
living state have been sssocisted with natrient gathering.

Wrtd Jawmnl of Murostagy & Ptactmotogy. Vol 17 19w

studies d work) strongly
suggest that plasmid-bome LPS genes may be highly con-
served between R, legurunosarum and R. etli strains. Nota-
bly., R. mrliloti Rma1 also carrics a gene nvolved in LPS
biosynthesis. IpsZ on the eps megaplasmid; this gene is

absent in other R. meliloti strains, such as RmSU47 (Williams
et al. 1990).

held view that ds encode d«
le nature. The prof:

These findings cast some doubl lbout the :ommon\y-

d effects of EPS or LPS loss

on cell physiology :\e:nly illustrate their pecessity for
bacterial survival,

Squm R.-hmi m Metabolic Pmm-s

i may cay d
for central metab R. tropici harb
genes for citrate tyml\u’e one on the chromosome and the
other on the pSym. Mutations in the plasmid-borme copy
provoke a decreased enryme activity. at least in some
growth conditions and also lead to diminished nodulation
(Pardo et al. 1994). The K. muliloti eps megaplasevid
contains C -dicarboxylate transport genes. which have a
pleiotropic effect on the utilization of many TCA cycle

intermediates as gromh uburna (Watson ¢ al. 1988).
Two loch 4

have also been
ascribed to the same megsplasmid (Finan e al. 1986).

Superoxide dismutase enzyme achvity is plasmid-condi-

tioned in R. legiominosanem by. Irfolis, and in this organism
there are two of both w

bo ard car-
bamate kinasc: one clectromorph of sach enzyme is lost



Rhisobicun plaswids in bactorss-lagemes intoractions

Utilizarion of diverse sugars appears to depend on plas-
mmmn&.mmuw eso wegaplaseid
h-hu\ubn‘tom of enelils

an opine-like com-

pound in alfslfa, have been shown to be closely linked

on the pSym of a R. wwiiloti strain. Morsover, the expres-

ston of the mos genes is regulsted through the NifA/

NtrA system. which controls the expression of N, fixstion

gones (Saint ot al. 1993). In another R. muliloti strain. genes
in the - chvdri

of and
camitine. a group of betaines produced by Medicago setioe .
are located on the pSym (Goldmann et al. 1991). Trigonell-
ne utilization has been shown 10 be sesocisted with &

droxytx (Charles & Fb\-l
1990). Two £ have been
K. melilce:: one of them is lactose-inducible and has hﬁ
ascribed to the cxo megaplasmid (Cherles of al. 1990). The
of the plesmid-cured derivatives R. lagumincasran bv.
M[olu has shown that d for the
of thamnose, sorbi

wy:mﬁnmm'nmdmdlwdem
other soil bacteria. M

their distrib L -ﬂ is in

with the classical vlcw o( plasmids.

Nodulatrove Ce il and i Fization
ln nﬂcultuml fields. native kluwbmm “strains usually
nvﬂ d strains. This poses a

b n legume ch ity by inoculs-
tion w:th nl«(ed M;Ny dfﬁ.ﬁvr N,-ﬂnll‘ ba:'ﬂu. Anlly-
ses of
viciae (H)‘I\rs 1990), R. etli (Brom ot d 1992), and R. H'
(Barbour & Elkan 1990), have shown that
rtq-d:td to achieve wild lypvcanpnmvc levels ere uﬂb-

uted among vndcul , R etli
nodule

non-Sym plasmid in R. etli blished work). C

rhizosphete bacteria. The genes were locsted

on a non-Sym scif-transmissible plasmid (Tepfer o ol
1908).

It is possible that Rhizobium strains containing this kind

of gene may have a selective growth sdvantage in the

Thus, these genes cotre-

Utilization of A c and Diverse Sugars

gants imp d their for

upon the introduction of sa R. tropici plesmid (Martinez-
MohlmwlM)ADNAmldﬁdto
wfe (nodule

‘lon;ﬂn-ﬂdufl

in N, fixation, has
also been shown in R. leguminossrum bv. vicias (Hynes &

1990). R. dh {unpublished wali) and R weeliloti
(Rastogi ¢ «l. 1992) non-Sym

fi hn been
meliloti (Soto et al. 1994).
The of dh

sequences
l'podl :ho-v nm some plasmids may h.ve a negative effect
Loss of a ‘aryptic’ plesmid in

nvmdl lanmcmmw-\awm
(Pankhurst st al. 1986). Deletions in a

many
originating from root exudstes and plant &‘ndatlon
ﬂ—mphymuluphr*lln“ bi
of nodule -
al. 1994), nmm@mnd 1983), and as
growth substratee for Rhizobium (Parke & Ownston 1984;
Hartwig ot al. 1991). In R. wwiiloti. deletions of the exo

cryptk Lmbv mn‘plnn“.lﬂln‘h

tive

& Lotz 1991). Aholn.-lr&no(k l-l:laﬂ an incresse in

efloctive N, finstion was correlated to the loss of & aypuc

plosmid (Velisquez of al. 1993). The molecular basie

myt‘l’-—m:’lﬁ“m‘vﬂ.
Th'

cap sirains
of a wunhrdhdmmd»‘m

sarvan by. tvifolié strein (Beidari ot al. 1992).

ht‘&mlymdvdhfhm-i&m-ﬂ
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A. Garcia-de los Santos, S. Bram and D. Rowero
lndbvcﬂy Gﬂwﬁ: sequences related to lhu array of factors

are d smong the di [

QMFundimn

Chaperoninencoding genes. such as grofL, have been
located both on the ch and on ds of

R. wwliloti (Rusanganwa & Gupta 1993). Studies in both
Bradyrhizobium imponicem (Fischer. 1994) and R. weliloti
(Long ¢t al. 1991) suggest their involvement in symbiosis.

or a differerdt (Hooykass # al. 1961) host-range heve been

The anelyuis of
in netursl
trifolii (Schofield et al. 1987, Mlmad I”’)
-dm—w-..w“hruna)-ddmmkgd.-

1909) sup
MHW W“ﬂ-dm—d
H'-M-miihﬂl“(l.m)otlsmm(&
legumincearam bv. vices) of all genetic types in these
have bown either the source or the reciplent of

.mwmw“h.ﬂﬁmvl—m Inf.d
presert R. legrominosersen bv. phawoli strains
ua-bynm.ll"-ukru‘ﬁ-pSymdl.nhno.R.

isa among
Rhizobium species (Cubo et al. 1988). its fu
is unknowr, it has been as a defence aga&nn tonc
plant phenols. Melanin ¢ hesis is also pl
either by the pSym (Cubo ¢t al. 1988) or by ‘cryptic’
plosmids (Hynes & McGregor 1990; do-Bl o al.
1993).

An acid-tolerant phenotype in & steain of R. leguminose-
rum bv. trifolii has also been associsted with a plasmid
(Chen ¢t al. 1993),

o ol. 1993).
h most of the of p tranefer cefer
to the pSym, they may apply to mh« plaamids as well.
These data cleady reveal the important role of plasmid
transfev in the structuring of new genetic types in Rkizobium

As dnaibcd in lhh section many
either h may L id-b
The Location of 1 many uf these traits was dl-covervd dunng

" For a plasmid transfer event to be successful. several
barriers must be surmounted. Leaving aside the barriers
by the transfer process itself. an incoming plasmid

studies on the genctic basis of a p
rather than from more ehensive studies of the role of
plasmid per se. Research along this line will probably reveal
new plasmid-linked phenotypes in years to come.

Factors Infi P d Evol

Conjugative Transfer

Conjugative transfer of indigenous plasmids has been
observed among Rhizobium leguminossnon straine under labo-
eatory conditions Uchnston et al. 1982: Genisux & Amarger
1993) or under ing the soil

st dufeat beeriers such ae
and incompatibility with resident  plasmids. A frequently
oM(man»-h.dm hat replication of & new
v cip

cell.

Erevichia et showe that the introduction of o rew plasmid

reduces the ftness of the host cell. However, growth of the

recipient cell under selective conditions for
the del

Plasmidl, even under non-selective conditions (Levin 1993).
Changes involved in this restoration of fitness affect either
the recipient cefl or both the cell and the incoming plasmid.

(Kinkle & Schmidt 1991: Rao ¢t al. 1994). The
plasmids vary in their transference frequency. their size and
in the genetic information they carry: sometimes they

thus being nuly y. Itis bie to

that v -unu.r to these have been
of pl com-

plelc- n lm

correspond to the pSym. In addition to being self.

bh nome pl-smldl may induce the mobﬂluhon of other
ot al. 1962; N & Ofivares

1993; unpublished work).

Al koh‘ngnh‘pﬁﬂlmlfmlhc-pmd
. o
mdwumm-m.lﬂwhk
unfulfilied goal in N, fixation research. What are the

Vcry few data are availabk ding the

bial plasmid patibility groups. The incompat-

ibillly between an Ri of Agrobacterison and as R.
leguminosarum bv. trifolii pSym has been reported (O'Conell
et al. 1967). We have observed the incompatibility between
#8 K. etli plasmid and » Ti plasmid from Agrobactertiemn fumefa-
cioms (unpublished work). Other dats show incompatibility
between some viciar and phaseoli pSyms Uchnston « al.
by

“This prob.
I-m!-luy«benmbmmmwhltﬂut
the mechanisms may be similer to those acting for pTi
tranafer in Agrobacterime (Piper ot al. 1993) as these species
belong to the same family and share certain structural and

features.

1982). or between some R.etl and
trifolii plasmids (unpublished work). Not sil pSyms core-

to the same incompatibility group. as strains with
two pSyms, having the same (Cemisux & Amarger 1993),

Warkt Jmrmal of Mirebiaiogy & Bpactmuingy. Vol 11. 1998

ml—-—'——-&
As dariy o
(wla-vond. 190!-\ ph-nlchlnllu:aﬁ-ﬁsub—
jected to ah

have been ob n the of




seversl Rhizobium species (Djordj ot al. 1982; ok

1982 Brom o al 1991; Romero ¢t al. 1991. 1995k:
Selbitschiia & Lotz 1991; Rastogi o 4l 1992 Flores of

al. 1993). Many diff types of
dek -mhnvﬁh«
tion of

specific in the
tion of structural dlvcmly (see Romwro ot al. lws-)
appears to be
responsible for tud! variation. Although many of the studies
hlve focused on the plasticity exhibited by pSyms. these
nts also occur in non pSym (Brom ot

al 1991; Selbitschka & Lotz 1991: Floves «f #l. 1993).

While the biological role of many of these rearrange-
nents remains to be established, some of them may have
beneficial effects for the host cell. For i the deleti

d to resdt in this gessmic organizstion?

vl thought to play
principel roles in this pravess. due to their participation in
the of
genetic camsed by also should have

in & R. legsminosarum bv. vicise ‘cryptic’ plasmid o ¢

above, lead to effective nodulstion on a previously ineffec-
tive host (Selbitschka & Lotz 1991). In R. e, a tandem
ion in the pSym endows an incresse in N, fixation.

at least in some blished work).

events t di pSynu h-ve been
implied in the of a hybrid plasmid
(Ch & Schubert 1983). Additi work is d

in order to gain more imsight into the forces that have
contributed to the structuring of the plasmid as
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d by grant IN200093
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we e it today.
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mdaamntcdmlm:mkumﬂmkhw
sized

- pl... d whh:h t a
Ffunctional unit.
L ds have iy been as mol-
ecules confcrrin; additional features to an alresdy mnvhn
‘This may not apply to Riizobium plasmids which
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FUNCIONES CODIFICADAS EN PLASMIDOS DE R. ol CFN42.

R. erli CFNA2 (. ¥ R és bv. ph i) cs una cepa asislada a partir de
nddulos de frijol, pero capaz de f¢ Sdulos efectivos en al siete cspecies distintas de
gumi picales (Heméndez-Lucas ef al. 1995). Su g o por
un y seis plésmidos (pCFN42a, b, c,d. ey N. El de sus plésmidos se

encuentra en un rango de 150 a 600 kb, siendo ¢l pCPN424d ¢! pifsmido gue lleva la mayorfa de
< 6n y fijacidn de nitrégeno (nod. nif'y fix).

1os genes idos pera la

El anflisis de las funci i en sus pik dos no o se inicié hace alguncs

aftos cuando Brom er al. rep el aislami de cepas d En este trabajo, se
i cepas de todos los plésmidos excepto de pCFN42¢e. del cual solo se

lograron aislar tres deleciones, la mayor de ellas dio origen a un de ap

270 kb. El estudio de las cepas das bajo dich de cull en lab

asf como en simbiosis con plantas de frijol, ha p i ¥

fenotipicas con cada uno de sus replicones (Tabls 1).

El pCFN42a tiene un tamafio aproximado de 150 kb, y es el Gnico plssmido suo- a

alta frecuencia (10-2, 10-3). A de su propi o ia, i 100 veces la

] e i a muy baja frecuencia (10-9) (Brom,

transferencia del pSim, el cual
datos sin publicar). E} pCFN42a es i ible con el
(Brom, datos sin publicar). Hasta shota, no se le ha podido
Que como se puede cbecrvar en la Tebla 1, su susencia no afects ¢t fenotipo en vida libre o

fsmido Ti de A. tumefaciens NT1
i otra funcidn, ya

simbiosis de la cepa CFN42.

El pCFN42b tienc un fio lig al pCFN42a; aunque en un perfil
) forético ambos igran cn una sola banda. En ¢! pCFPN42b se
encuentra localizada una de las tres que z enla is de lipopolisacérid



1] ¢l lipopolisacérido (L.PFS) es ¢! mayor

(region Ipsf). Como sc explicaré mis
p de la b de las sias Oram-negstivas. ¢l cual participa en Ia
interaccion de eatas con su medio ambi La ia de Ia regidn g ipspen la cepa
curada de pCFN42b, afecta la sintesis de LIPS lo cual produce una serie de alieraciones
fenotipicas que van desde bics en 1a morfok ial, hasta la idad para induci
ia Wn de nédul i (Tabia 1).
Ademia de 1a regidn psf, en este p o i ias Que participan en la dad
wpeti delab ia por de nédulos. Lo . 6 al P
1a cepa pCFN42b-, con un cosmido (pDEL27) iendo Ia region Ipsp. A 1a cepa
" pera Ia capacidad de i P ivos, fué co-i

con la cepa silvestre, énta dltima acupd el 100% de los nédulos.
O ética del pCFN42b en ¢l crecimiento dptimo de esta

La participacion de Ia i .
bacteria en cultivos de laboratorio, se ve reflejada en una i duccion de la velocidad de

da. En medio rico su tasa de crecimiento es Un 40% menor respecto

de lacepa
a la cepa silvesue, mi que en i Ia tasa de i €3 un 6O% inferior
(Tabla 1).
Secuencias presentes en ¢! pCFN42b p estar i b das en la weili de gl !, ya
di do ¢! gl es Ia dnica

que la cepa pCFN42b- es incapaz de crecer en
fuente de carbono (Cervames 1997).

El pCFN42c tiene un tamafto aproximado de 270 kb. Es un pifsmido poco estable, ya que en
cultivos de i0 se pierde de p con f ia el (Brom er al.
1991). Su pérdida no p dulacién ni la fijacién de mitrégeno, pero si la

capecidad competitiva de la cepe. ya que cepas pCFN42c- 500 menos competitivas que la copa
delab - 0 de

silvestre. Este pifsmido es rio para el P



laborasorio, ya Que su pledid una on Ia tasa de crecimiento. Misntras en
medio rico la tass ds Crecimieso a3 2S% mMmenor respectc a la cepa silvestre, on medio minimo el

crecimionto es 40% menor .
A gdiferencia de lo que ocurre com la cepa silvestre, cepas pCFN42c- no pueden utilizar dulcisol

como Gnica fuemte de carb Tamp P crecer en medio minimo con trigonelina, un
d pr on las semillas de leguminosas (Romero. dasos sin publicar).
Como se €] pCFN42d lleva los genes necesarios para inducir la
formacién de n6dulos y pars la y reg ion de 1a nitrog Obvi u i
g alas para nodular y fijar nitrogs
El pCFN42d es auto-transferible a muy bejs frecuencia (10-8), pero con 1a ayuds del pCFN42a,
su fy ia de e ia se i hasta 100 veces. Ademés de estas
£ti lap in de ias i das en la is de lani! (un pi
P 1aci do con la elimi ion de fenol oxi producid la fase de
de los néd ver Hawk y I 1988) ha sido sugerida, ya que en cepas
PCFN42d- crecidas en un medio de cultivo con tirosina y CuSO4 no se ha podido inducir Ia
is de dicho pig (Tabia 1).

Las cepas que carocen del pCFN42d, tiencn una tasa de crecimiento 25% menor que la cepa

silvestre cuando son cultivadas en medio minimo.
El pCFN42e tiene un de aproxi A 510 kb. Cepas sin este plésmido no han
podido ser aisiadas. Las posibles fi codificadas en el pPCFN42¢ fucron estudiadas en

una cepa derivada la cual sufrié una gran dek de 240 kb. Esta cepa solo

conserva cerca de 270 kb del pCFN42e, las les se ha p do que pud ser
indispensabies para la viabilidad celular, razén por 1a cual no han podido ser eliminadas, adn
d dos han sido




Aunque esta cepe ¢s capaz ds i

drdaticomante disminuida (Tabla 1).

Al igusl que en otros piiamidos, secusacias de pCFN42e son ring para un

Gpti on de L Latasa de i es 25% on mwdio rico y 60%
menor en madi <On reag a la cepa silvestre. La capacidad para utilizar melibiosa
como dnica fuente de carbono en medio bién p estar codificada en el

PCFN4A2e, ya que la cepa con pCFN42:A s incapsz de crocer en este medio (Cervantes 1997).

Para ¢l pCFN42S s¢ ha estimado un tamafio de 630 kb. Resp a sus fu
gt de las ias del do son ias para un opti

nitrégeno. Como se puede obesrvar en la Tabla 1, cepas pCFN42f- solo tieasn un 35% de
actividad especifica de nitrogenasa respecto a la cepa silvestre. Adici la idad

competitiva de las cepas curadas es inferior a la de la cepa silvestre.
ilar al de la cepa silvestre, en medio

nivel de fijacion de

Por otro lado, su i en rico es si
son incap de crecer.

DERIVADAS DE R. eoli CFN42 CURADAS DE MULTIPLES PLASMIDOS.

Adicionalmente a las cepas curadas arriba descritas, las cuales de un sélo plssmido, se
han obtenido otras cepas con disti i i de p y una

multiple. en 1a cual s6lo ests p el yun del pCFN42¢ (Fig 1). El
efecto que tiene la pérdida de varios plésmidos en sus fe pi wanto en

simbiosis como en vida libre también fué evaluado (Brom, datos sin publicar). Este estudio

demostré que entre més plésmidos pierde la b rin, mis C son sus defich ias en
simbioeis y vida libre. Como P a Ia cepa CFNX216. la cual
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dio de los cual iene la idad para

conserva e} pCFN42b y el pCFN42d, por
asf como el pCFN42eA (Fig.1). Su fenctipo simbidtico mds

dular y fijar nitsg
1 do es Ia P por pacion de jos. Adn do Ia cepa fue
ds en una ion de cél 1000 veces mayor que la cepa silvestre, ¢! 100% de
los nédul pados por la cepa silvestre.

La curada muiltiple. I1a cual solo conserva pCFN42eA. es una cepa muy afectada en sus

funciones saprofiticas, io cual se refleja en su poca viabilidad en cultivos de leborstorio.
Los datos aquf i dos o Ia rel ia Que tienen los plismidos de R. erli

CFN42, no soloen iosis, sino bien para el Sptimo fi

CARACTERIZACION DE SECUENCIAS AISLADAS DE PLASMIDOS DE
K. otk CFN42.

das estf do a ser P do por

El andlisis fenotipico de 1as cepas
t i ¢ticas de los pifsmidos se han

trabajos mucho més detallados, en los

ag L do y izado 8 nivel de secuencia de ADN.
En el pCFN42bD se identificS la p ia de un gen i ible por dados de frijot (G
1996). La i ion del p TnSB30 en dicho gen, p una di ion en el
» de néduk al 25%. El andlisis de secuencia de ADN de la region préxima a Ia
i6n llevé a la identi ion de dos g rmrA y rmrB. Se sugiere gue ambos genes
confieren resissencia a R. eili CFN42 |} ) # P en el
exudado de raices de frijol.

Otra insercion de TnS en pCFN42b ha sido reponada (Miranda 1993). Esta mutacién ests
de un gen homologo a thiC de E. coli, involucrado en la

lizacia on la reg P
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is de ina. La tions un i onia pcidn ds) op SINOQP, o)
cual codifica para Ia ek il cbb s, asf como una aks et
de! gen rAiC. Estas alieracionss fenotipicas traen como is wn en la
P d para fijar nitrdg ya que pl con la cepa tionen 23% meyor

de genc que las ¢ ladas con la cepa silvestre. Corriente abajo del gene
. . dos en

thiC, reciemermante se identificaron los genes OGE p

1a simesis de tiamina (J. Miranda, comunicacidn personal).

En el plésmido pCFN42e fut Ji una del gen cemC mediame hibridacion de
i 1, el proda de estos genes podria formar parte

8

ADN. Aungue no exisie i e

del af de ! o do de ferir el grupo hemo a los citocromos tipo ¢
(Aguilar y Soberon, 1996)

Se han aisiado de! pCFN42f ias posibk ] das con una fijacién de
nitrégeno 6ptima (Girard, datos sin publicar). Entre ellas se de los
genes fixK ( ). SixNOQP (biogénesis de oxid imbidtica) y fixGHIS
P tr b les cuya funcién es ida). Copia de estos genes han sido
deteciadas en el pCFN42d. También en el pCFN42f se ha localizado una rei iSn del operd
cycJILK (biogé is de ci ¢ y fijacién de ni ). la otra copia se encuentra
I i en el Una ia homSloga al gen fixL (parte del sistema de dos
componentes que activan la de los op Six NOQP y fixGHIS y del gen
nifA) de R. legiominosarum bv. viciae (Patschkowski eral. 1996) ha sido localizad.
en el pCFN42f.

En el pCFN42b y como se 6 i se localiza Ia i6n lpsp, ia para
sinsesis del LPS y la simbi Lap ia de esta regidn sc d di p

de hibridacion de DNA y g ion gent de 1a derivad, da del pCFN42b con Is

clona pDEL27 ( Brom 7 al. 1992).



El pDEL27, se aisl6 de un banco gendmico de R. erli CFN42, o de

conm i i de TS, alteradas en la sintesis de LPS y simbiosis (Cava ¢ ol.
1989).
Dentro del pDEL27 se 3 do un frag Ecoll de 7.3 kb, en el cual se localiza
1a regitn ipsf. Aunque esta region 1 i6n genética indisp bic pars 1a
de LPS, hasta antes de esta tesis, no se habia llevado a cabo su andlisis genético y molecular.
Consideramos que dicho anflisis, rep una bucitn, tasto pars ’
1 estudio de funciones codificadas en idos no simbidti como para sl avance de Is
genética de Ips.
A i i6 d lidades en a y
del LPS y otros poli dos producidos por Rhizobi Un andlisis mis detallado acerca de
1a genética de LPS en Rhizobium etli CFNA42 serd isado en la i d: ion del
anexado.

ESTRUCTURA DE LA SUPERFICIE CELULAR BACTERIANA.

La célula iana se deada por tipos de sup ies (Fig.2). La més
interna de cllas es la 1a cual como en cualquier otra céluls, esté
por una bicapa de fosfolipidos y p La sigui es una capa de
peptidoglicano, 1a cual puede ser muy gr en Gram-positi C el
istal violeta), o muy enb Gram-negativas ( por lo cual 1a tincién con ¢} mismo
)| es ible). Mi en bacterias Gram-positivas 1a dltima superficic estd
por un polisacério capsular unido al peptidoglicano, en bacterias Gram-negativas
después del pepti i se una regié ricaen p ida como
perip La envol final de las ias Gram-negativas es una
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js llamad A dife de 1a bicapa de Ia on

la membrana externa, solo la caps estd da por f La capa sup
esta constituids por el lipido A del lipopolisacdrido (LPS). Unido covalentemnente al Hpido A se
un ol i o inado “core™ y un polisachrido d PR » o.

POLISACARIDOS PRODUCIDOS POR Rbizebinm.

Lipepelissciride (LPS).

La yorfa de la infe ion acerca de la composicion quimica del LPS, proviene de los
di lizados en R. L i y R. etii CFN42, g b i 1]

datos acerca de la composicion del LPS de R. meliloti, B. japonicum y S. fredii (Noel. 1992).
Estructuralmente, el LPS estd constitufdo por el Mpido A y un poli d b id
covalentemente. El lipido A, forma la regidn hidrofébica de 1a capa superior de la b

Una ristica p del lipido A de Rhizob eslap ia del &cido 27-
hydroxyoctacosanoico, el cual no ha sido encontrado en ¢l lipido A de enterobaceerias (Brozek
et al. 1996) ( Fig.3).
El polisacérido se proyecta hacia Ia parte exterior de la bacteria. Este polisacfrido ests formado

por dos componentes el “‘core” y el antigeno-O. El “core™ esté itufdo por dos i de
. de

&cido 3-deoxi-D-mano-2-aoctulosonico (Kdo), una una g y tres
&cido galacturénico (Kadrmas ¢z al. 1996) (Fig.3). La estructura quimica del “core’™ ests muy

conservada entre cepas de R. etli y R. I um bv. trifolii y viciae (Carison, 1984).
Aunque la posicion quimica precisa del O no se ha determinado, se sabe que
g de sus principal P son d iy did ih tales como 2-O-
- 3.0 o 2-amino-2,6-didesoxih y (Brink et al. 1990,




Carzlson ¢t al. 1987) (Fig.3)

En 1odes las b ias Gi gativas, el lipido A y ¢l Kdo son les para Ia

lular, ! que al 1a de estos dos np son letal

(Kadrmas ef al. 1996).

En R. etli CFN42, se han aislad i Que el “core” o €] antigeno-~

O. Exas wn po Ndv- - ped i ). en el cual, las

. P Sdulos que no = 1, ). debido a que dentro del hifo

de inf cesael p de i i6n. Por 1o tanto los nédulos son p L ¥ sin

actividad de nitrogenasa (Noel, 1992).

Como se i mas adk (ver ar 1o), por iode la np ion de estas
se han do tres regi genéticas (dos localizadas en y ors en

P do) invol das en la isde LPS.

La produccién de LPS es indisp para la f ion de nédulos efecti enesp de

RAizobium que nodulan las raices de frijol, k il ich trédbol, y si pero no para la

nodulacion de raices de alfalfa (Noel 1992).

La funcién del LPS en la simbiosis se & Se ha esp lado al P pero sin
base experi ! (Noel 1992) que €l LPS o parte de éste, al ser degradado por
de la pl pude fi i como L scfial do la i del

P dei También se ha i que ¢l LPS podrfa ser importante durante ¢l

P de las al ior de 1a célula vegetal por itosis. Asimi se ha

coatemplado la posibilidad de que pudiera i como p i6 P

16xicos producidos por la planta en resp alai ion. Sin embargo, el hacho de que R.

eeli CFN42 y su CE320 afe en is de LPS, muestren igual nivel de

inhibicién de i freme a dos de raices de frijol (Eisenschenk er al. 1994),

hace poco p esta Gltima hip




Polisaciride extracelular (EPS).

La mayor(a de 1as copas ds Rhizobiww, producen ds bund ; polisack

108 cuales se acumulan en la supstficie de Ia bacweria © se liberan al medio ambiente. La
sstructura quimica del EPS, asf como los genes que p

pan en su is y idn, se

han e on lacepa ds R. meliloti 1021 (Leigh and Walker, 1994). Esta
cepa produce dos tipos de EPS, el primero de ellos ha recibido varios nombres:
polisacérido scido o EPS]. La unidad bésica de este p ido estd

por siete ght idas a una gel El EPSl se por sy idad

pera i con calcofluor. Su &cida proviene de sus sustituyentes piruvato y
Ademss de los residuos kcidos, ién p un grupo acetilo.

De los 22 genes que participan en 1a sfimesis del EPSI (genes ex0), 19 estan localizados en el

megapliamido b y €l resto en el cromosoma.

El segundo tipo de EPS se conoce como EPSIL, su q ica es muy dife del
i su unidad bésica es un residuo de galactosa unido a un residuo de glucosa. El
iduo de gal Neva ituci de pi ylagl et dificada por un grupo
acetilo. El EPSII no se tifie con 1 y b para su is de al acis genes
exp, Jizad bien en ¢l megap ido b, asf como del producto del gen exoB necesario
enla is de i (G et al. 1992).
M fe das en la is de inogl an un f ipo Ndv-, prod
Gdulos peqy las solo liega a nivel de hilo de infeccion, y no idad
de nitrogenasa (Noel 1992).
El fenotipo Ndv-, se puede sup ir por i en cl gen cromosomal ¢xpR, €l cual
' primida la sinesis de EPSIL
Lacepade R. meliloti AK631 iderada como si en al lab ios, no e
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succinoglucano ni EPSII por tener una mutacida en el gen exol. La deficiencia en ambos

polisacéridos cs 4 ek da por un pol ap rico en Kdo. En su
sintesis intervienen los siguientes loci: {psX, lpsY. psZ y fix-23 (Petrovics et al. 1993).

En di ¥ de Rhizobium la is de EPS es indisp ble para In &
efectiva de alfalfa, L trébol, chich yh ja, pero no para la nodutacidn de frijol. La
funcién de los EPS tampoco ha sido determinada exp Las esp lach e
atribuyen fi ilares a las prop pars LPS.

f-glucanes.

El més diado de ellos es
20 residuos de

Rhizobiuwm y Agrobacterium producen varios tipos de S—gl

el p-1,2 un oligosacdrido cfcli por ap
] i inci en el

B--2l
se Pr P P

glucosa con enlace §-1,2. Los B
ip o se al bi (Noel, 1992).

Mutaciones en los genes chvA y cAvE de A. tumefaciens , dejan de sintetizar los B-glucanos y
bhomdl se han localizados en la cepa de R.

se vuelven avir Genes fi 1
melilosi 102F34 y han sido denominados ndvA y sdvB. Los nédulos inducidos por

€n estos genes, ti un d ) 1 de b ides y por lo tamto, no fijan
nitrégeno (Dylan er al. 1986). Alg p que este poli i icipa en
la adaptacion de la célula b ri a bi i del medio ambiemte ( Dylan er al.
1990) pero no se sabe si dicha funcién se relaci con el fi ipo simbvicei

Owo tipo de poli idos poco dos, son los gl licos con enlace $-1,3 y B-
1,6 descritos en Bradyrhizobium spp, y los largos gi 1i con '] B8-1.4
(fibrillas de losa) dosen la rficie de R. / i (Noel. 1992).
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OBJETIVOS
Como se iond en la i duccidn, la imp iadelai ion gené da en
los pd. idos de Rhizobi ha sido pl ok d. d el di deupu
curadas. Sin embargo este andlisis representa una vision muy gencral de las funciones
Creemos que ¢l siguientie nivel de i igacion en el po, fi QUi de un
andlisis ético y decular de las ias de ADN i 1 das con algdn fe po de
interés. De hecho algunas mutaciones dentro del pCFN42b ya han sido caracterizadas (ver
introduccion).
Con 1a finalidad de contribuir al anélisis estructural y funcional del pCFN42b de R. erli
CFN42, Ik cabo ¢l p yo de tesis.
Los objeti del p baj
3. Lievar acabo Ia izacion genética y lecular de la idn lpsp, | i en
€l pCFN42b de R. etli CFN42, la cual es indisp ble para sintesis de LPS y

simbiosis.

2. Anal si la regién Ipsp estd
de otros miembros de 1a familia Rhizobiaceae.

dios de i ibilidad e hibridacién de ADN la

y funci conservada en el

3. Determinar
ibh lacion entre los pl

. o

que van el locus lpsf.
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In Ritrobinm et CFNA2,
and plesmid b (ph) are required for effuctive bean

3,995.bp the
tonn! unn Inu‘r-hd by Q:sv open "‘Il 'rn-n (psB A

ion sobre Fija de 3

tion, and functional role (Schultze et al. 1994 ).
Plasmids other than lh= pSym may also mﬂuence the sym-

biotic process, by i such as Y of

i i and ni-

surface

trogen fixstion (see Garcfa-de los Santos et al. [1996] for a
review). However, very few scquences from these plasmids
have been isolated and characterized at the molecular fevel.

The best-studicd from a
(hose loca!ed on the exo mellpllsrmd of R. mehloll which
(EPS) (Leigh

and {p3s32)
The psP1 encodes a pul-uro 193 -lmneu
with 1

that shows stroag
-.vl-ll’ transferases. The lcduced amino scid nqm
emceded by [ps32 was very similar to that of

-nd ‘Walker 1994) and C,-dicarboxylate transport (Watson
1990), and the nfe genes, which are located on a self-
transmissible plasmid of R. mclllou GR4 and are involved in

{Soto et al. 1993). R.

nodule i and
etti CFN32 (formerly Rhizobium phaseoli [Scgovia <t al.

surfece
3 por-
. DNA se-
otli CFNE2

such as

tussiz BDPIL, and Yerzinin enserecolidica

q-.tu Wn.o?s l.dl’lBl and ipsp2 of
onn

-IO of &. otli, R. leguminosarum bv. viciae, and R. legu-
arifolii sirains, but not in K. meliloti, R. iosl,
and

1993]) conwins six piasmids (pa to pf). ranging in size from

180 to 600 kb (Quinto ct al. 1982). Analysis of derivatives

cured of each individual plasmid has shown that in addi

the symbiotic plasmid pd, a second plasmid, pb. is also indis-

pelulblc ror nodule formation, due to the presence on this
for lipopol (LPS)

(Brom et al. 1992).

R. trepici, R.
'%’:n though amd

rimmy shere ipsl sequences, their presence is re-

quired for cw lumor induction by l. otli iranscom-

Jugants carrying the Ti plasmid.

Additional keywords: nitrogen fixation.

LPS is the major of g 8
bacteria outer and plays an role in bacte-
ria-host interactions. Although its precise function in the sym-
buom: process is stifl unclear, it has been suggested that it par-

in evasion of plant defense mechamsms, or in

bacteroid release into the nodules (Nocl 1992).

Soil bacteria of the genus Rhiizobium are able to induce the
formation of nitrogen-fixing nodules on roots of leguminous
plants. This symbiotic interaction requires the cxpression of
many bacterial and plant genes.

‘The genetic i in izobi ls istri among

lnrge

of the nome hu been focused
mainly on the symuil: plum-d (psym). where most of the
fixation are locetsd

genes
Many of these m have been isolsted and significant ad-
vances have boen made in the study of their structure, reguls-

Mutants of R. et/i CFNA2 defective in LPS biosynthesis
have been isolated through TS insertion. Such mutants are
less glossy than the wild type. clump in liquid culture, are
nonmotile on swarm plales. tack O-antigen in the LPS. and
induce the ped (Ndv- Fix™)
nodules (Cava et al. 1989) “Three distinct .eneuc ips regions
have been identified. Two separate regions. named o and .
have been i with the and a third onc,
named B. has been located on pb (Brom et al. 1992: Noel
1992). The ipsa is lhe b:sl characterized of these three I_Ps

regions. It groups
over l! kb of Chmlnosolru] DNA (Cava et al. 1990) Partial
of the LPSs by strain

Corresponding s Garcia-de (03 Samod: s2)
(73) 17 38 67 Fax: (SZ)(7J) 17 55 8); E-mail: alea@cifn unam. mx
Nucleoiide id sequance dess are to be found at Ces-

end/and amino
Bank as acces3ion number uson:

CFN42 and derivatives wilh mutations in the o region
(Carison ct al. 1987, 19l9) ied to the assignmemt of probable
genetic loci in this region

Vol. 10, No. @, 1987/ 1
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(Culloncll.l. 1993). H it
of i gene franetiy Inck
in.. A common /ps locus located on the chromosome of R.
rum b s. viciae and phaseoli has been rucently da-
u:dhd. Its 2-kb region containg two genes, nmly in-
volved in the of w0 the
core tetrasaccharide. The name 3-[ps has been suggested for

cocrespond

this locus since these gemes do not 10 any of the
po y regions (. y et al. 1996).

In 10 the well fpsa. title i
is avai on the bome [ps@ region. Within this re-

gion, contained in the 7.5-kb EcoR} fragment of pDEL27
(Brink ct al. 1990: Cava ct al. 1989). only onc TnS$ insertion
affecting LPS synthesis has been located (Cava ct al. 1989).
pDEL27 complements an LPS- Ndv- Fix~ plasmid-less de-
rivative of R. leguminosarum bv. viciae VF39 (Hynes and
MacGregor 1990) and a R. leguminosarum bv. trifolii
ANUB43 TnS mutant (Brm.k et al. 1990) for the (1 i

S{vll-ulll lw 3,595 w)ﬁun'ABSlo was se-
with e

mmiuﬁmll.

The DNA sequence of this fragmemt together with the de-

ﬁdmwwnmumzmym

of de DNA

ORF. ORF1, snd two ewnplew ORFs., lp.lﬂl lnd 1psp2 (Fig.

2). The deduced amino acid sequence of each coding region
with comai

NCBI (soc similar to
'Jh-pemhl encoded in ORF1, /psP1, and ipsB2 arc shown in
sble 1. The incomplete ORF1 (520 bp) constitutes the 3° re-
.mn of & hypothetical gene. The encoded by this par-
Gal ORF (173 amino acids) is 60% identical 10 the carboxy
lemum of R. leguminosarum R (Tumner and Young 1995)
and A. rhizogenes RepC (Nishiguchi et al. 1987) proteins in-
vohed in plasmid replication.

of LPS and for

nod\nanon. These dala suggest that homologous scquences

could be located on plasmids of these strains. Suppart for this

proposal would be gained by visualizing the structural homol-
ogy among them and by g that R. bvs.

viciae and trifolii LPS sequences also complement the R. etli,

as well as their own LPS/derivatives.
In contrast to R. eiti TFN42, in which, in addition to the
+ PSym, the presence of the Jpsb.region of plasmid b is

of ORF1, we located IpsPBl. which is 582 bp
im and potentially encodes a 193 amino acid protein. ORF1
lna lpi‘Bl are upantea by a noncoding 258-bp track, which

2 pu
binding sne (Fig. 2). =
The polypeptide encoded by IpsBl shows high-level se-
quence similarity with a number of proteins (Table 1). Among
them arc CapSM and CapSM. whase precisc function is un-
known, they are in the of

for nodulation, the A. frumefaciens GMI90I3 siriin harboring
only the pSym from R. etli CFN42 induces nodule formation
on bean plants (Brom et al. 1988). Such data suggest a func-
tional equivalence among surface polysaccharides from both
A. tumefaciens and R. etli.

‘To initiate the analysis of R, er/i plasmids other than me
psym. we chose the ipsB region of pb duc to its

aureus (Sau and Lee
1996). A significant homolagy over the entire length of the
protein was also found with Campylobacter hyoilei RIbP. R.
leguminosarum Pis2, R. meliloti ExoY, Salmonella enterica
Rlbl’ V‘brzo cholerae Orf7. and Anﬂh‘m Rﬂhl’. Al of them

o( M‘cﬁ polysaccharides. 'l?‘ Lplﬂl wuein nl;u showed a
with the

symbiosis. In this paper, we report its genetic analysis, as well
as the DNA scquence of (wo open reading frames (ORFs)
designated fpsBl and psP2 that ar indispensable for LPS

s0, we lhe distritu-

of 5. nphi-
murium: RIOP and Xﬂnllmmona.l campestris GumbD. the best-
studied sugar transferases. RSP is a galactosyltransferase,
which catalyzes the transfer of UDP-galactose to the CS5 lipid
carvier, OumD catalyzes the transfer of UDP-glucose to an

tion of these lpsp ORFs among Rhizobi
and

lnd
their in

-gall tumor i

RESULTS

of the ipsf reglom.

A 7.5-kb Ecoll fragment camicd by plasmid pDEL27 was
previously identificd as me Ipsp vegion of R. eili CFN42,
through LPS mutants (Brink et
al. 1990; Cava e al. 1939). The restriction map of this frag-
mend is shown in Figure 1A. Four

cafvier. Both enzymes participaie in the
ﬁm step of polysaccharide synthesis.

The alignment of the amino acid sequences of LpsPt with
Pss2 (Borthakur et al, 1988), ExoY ("llller et al. 1993),
CumD (Coplin and Cook 1990). and 5. rium R{LP
(Jiang et al. 1991) is shown in Figure 3. In addition (o the con-

residucs among all these proteins, their potential
tramsmembrane regions are also highly conserved. The Ipsp2
gene 2,052 bp and a protein of
683 amino acids (Fig. 2). The IpsB1 and /psB2 genes are sepa-
nud by a mncoam. region ol’ 123 bp in which no o™ pro-
This [psp2

were

and analyzed for complementation of the Tn5 mutant CE168

and the pb-cured derivative CFNX230. Among the clones

tested, pAGS10 was ablc to complement both mutants for
. and fixation, while pAGSIt
and pAGS13 were unable 0 compiement cither. Clome
PAGS1S complemented only the insertional mutant CE168.
The fact that the plasmid-cured rasant CFNX230 was not
complemented by pAGS1S suggests that, in addition o the
.ene inlenup(ed by TnS in strain CE168, at lcast another pne
thi

is by - Slune -Dalgarmo ribosome-binding
site.
lysis of amino acid of Ipxﬂz indn-
cates that this shows signif
d for is (Table |).
———t striking similarity was lounﬂ with the products of Pseu-
L., and

Yersinia entcrocolitica mG over their m-re tengths. More
temited homol was found among the Lpsf2 and other
smaller plueilu m 0 miio M'ﬂt ORF11, Neisseria

Yy To

t 13 -hlorobe

RMB, k. meiiloti ExoB,



and motility as well as for effective nadutation.

al. 1993),
Jonmings ot al. 1993), and N. meningitidis RTOB (Jennings et
al. 1993) with LesP2 is shown in Figure 4. As can be scen, the
of homology all these proteins increases wowasd
she C-mminal end: 2 aernginosa (61.2% identity), B. pertus-
#iz (38.9% lﬁ-nly). Y enterocolitica (S6% identity).

Despite no could be ob-
twined with a plaamid-cured of R.
bv. vicioe VIF39 as receptor.

4paP s required for tumor induction
by T

carrying dn T} plasmid are capable of
tumos et al. 1977). We tack ad-

vantage of this fact to determine if the swface polysaccharide
alteration of a R. erli CFN42 jpsfi mulamt affects the tumor
formation process. The Ti plasmid of A. mumefaciens strain
NT1 was introduced ino the wild-type R. etli sirain CFN42,
iu pb' derivative (CFNX183), and finally the pb- transconju-
with the /psBcarrying cosmid pDEL27

All the: ave
-:lo.ouu 0 those obur\ed in LpsP2 (Fig. 4).

As in other epimerases (Wyk and Reeves 1989) and dehy-
dratases (Macpherson ¢t al. 1994), a pulstive NAD-binding
domain was also located in all seven proteins between amino
acids 305 and 335 These sequcnces align very well with the
y Wicrenga et al. (1986), es-
pecially in the three glycine resldues and the acid residue at
the end of the fingerprint, wmch n= strictly required for the

T N.

AD. proteins.
(Fig. 4).
The pmcue site of the TnS inscction of strain CE168 was
wa p chain ion (PCR)
and and found 1o intertupt
the Ipsp2 neu- toits C-l:nmnal end (Fig. 2).
i of to R. «tli CFNe2
o3P im rhizebla.

The 7.5-kb EcoRlI fragment from pDEL27 was subcloned in
PSUP202 and used as probe in high siringency hybridizations
with blots of £ 1otal DNA of
strains (Table 2). Homology was detected in all R. efli (9
sirains), R. leguminosarum bv. viciae (3 strains), and R, legu-
minosarum bv. rrifolii (6 strains) lested. Homology was not
detected in R. swliloti (5 sirains). R. tropici (8 strains), Rhizo-
iz 3p. NGR 233, R. frudii USDA 191. R. loti NZP 2037, A.
comlinodans ORS 571, B. japonicum (3 strains), and A. lume-
Saciens (4 strains).

Plasmid profiles from the R. eri and R. leguminosarum
stmins were also hybridized with an intemal probe of JpsBl

(CFNXII!). Interestingly, plasmid a of CFN42 was atways
lost upon intraduction of the Ti plasmid. suggesting that these
plasmids are incompatible.

The apacity of the
was examined on Kalanchoe plants (Table 4). In plants in-
oculated with A. rumafaciens NT1, CFNX227 (CFN42/pTi),
or CFNX229 (CFNX188/pTi), the presence of fumors was
evident 3 weeks after in plants
with the IpsP- derivative (CFNX228). only after 6 weeks did
tumors sun to emerge. The pTi carried by strain CFNX228
was i by ion into A. GMT9023.
The resulting nrlln (GM19023-1) formed visible tumors 3
weeks after inoculation, indicating that the altered phenotype
of CFNX228 was solely due to the absence of the /psf-carry-
ing plasmid (Table 4).

DISCUSSION

In this paper, we have described the identification of two
ORFs (ipsP1 and IpsP2) located in the fpsP region of pb of R.
etli CFN42 The zeneﬂc lmlysu of lhus region Indlcale: that
both ORFs are for LPS and nodule
infection. pAGS1S has a deleuon covering 399 hp from the 5
end of lpsp{iThe of an IpsP 1
the ability of pAGSIS ta complement the CFNXZJO pb-cured
derivative, which lacks both ipsB1 and IpsB2. but did not af-
fect its capacity puaz::'rn.s mutant

to complement the /
{CE168). CFNX230 could only be complemanted by pAGS10
commmng the entire /psB1 and {psP2 genes. The presence of a

of ipsP1 (Fig. 2) and the ab-

(sme Materials and Methods) and with pAGS4 an
imomal fragment of IpsB2. In all cases, homologous se-
quences to both ORFs were prescnt in the same plasmid.
However, the size of the hybridizing plasmid varied armong
strains. Some examples arc shown in Figure 5.

Fasctions! eguivalence smong R. oddi and
L3 borne LPS

The ipsidplasmid cured derivatives of two R. erli strains
(CFN42 and TAL182) and one R. irguminosarum bv. erifolii
(ANU 843) strain were used as recepiors to cOnsinuct teans-
comjugants comaining R. eili (PCFN42b, pTAL182a,
PVikinglb). R. leguminosarum bv. viciae (pVF39c). or R. le-
gumminosarum by, srifolii (pANUE43D) IpsB-carrying plasmids.
The free-living and
goms waa determnined (Table 3). It can be seen that all the

the p! b derivatives for

sencc of a in the spacing
sequence between /psfl and {psB2 support our hypothesis that
IpsP1 and ipsP2 form a transcriptional unit. If this is true, the
lp:pz of pAGS1S, which Iacks the promoter region, is proba-

from the E: coli la as*
heX bocn reported for,other Rhizobium cloned in plas-
mids carrying the fac#® promoter (Milller et al. 1993). ipsP1as

and IpsP2 seem to be'the only genes present in lhls region or
in LPS as the

lp.rBl was found to be homologous 10 a gene involved in np

lical (EERC). and the scquence downstream of /ps2 coulde:

be delcled without aliering LPS diosynthesis.

The coee oligosaccharides of R. «ili and R. leguminosarum
LPS have boen shown to have a similar cnmpos"lcn. consti-
tuted by two Kdo, one galactose, one mannose, and three g
lacturonic acid residues (Culson et al. 1998). pDEL27 com-

Vol. 10, No. #, 1997/ 3
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plately msiores a R. leguminoiarum bv. trifolii ipsf3 wutam
a drastic in
turonic acid as well as ahasace of the O-

and Gabriel 1969). These kinds of sugars have been lacalized
in the O-polysaccharide of R. erli CFN42. Since R. e1li mutam
CE168 lacks the O-antigen. Lpsfi2 could be involved in the
symhesis of the S—ﬁonyerd.bo-y suger that links the O-
antigen 10 the core oligosaccharide.

gslaciose O
The activity of has bwen as-
cribad o the of iprA. a chromosomal gens located
the 8- ion of R. leguminosarum bv. phaseoli RUIDI

las 3
(Allaway et al. 1996) ‘l‘ht role of LpcA as & galactosyltrans-
fetase is sup of & R. legumi-
nasarum by, viciae momwm-m which the

mutant oy a
ing to R. esli CFN42 ipsf m (Alllwqy
et al. 1996). Also, the amino acid sequences of
Lpsfil show a Jow level of similarity (21% i&nﬂly. 47‘
similarity). To explain these data. we propose that LpsPi and
LpcA are different sugar transferases, one of them being re-
sponsible for the transfer of galactose and the ather for the
transfer of galaciuronic acid.

11.:

ve been shown to be linked (Bmdvgldel al. 1993; Dicbold
lnd Noel 1989). Similar to LPS, the EPS of R. «t!/i and R. le-
contain and Noel 1”9.
Camter Cremers: et al. 1990). Addxlionuly. lal-cw:e has atso
been found in and Van
Neerven 1983): m dawa hint lhu the pulative galactosyl-
encoded by 4asbis is a common link in the symthe-

sis of LPS, EPS, and CPS.
{paf32 codes for a putative polypeptide of 683 amino acids,
which showed strong homology with WpbM from P aerugi-

lnl':mm work, we have that all R. eslé
and R. bvs. viciae and erifolii strains tested
nh-e on, by genes ipsfil and
IpsP2, which are structurally homologous to those of R. etli
CFNa42. m this ughn vu always localized on &
plasmid. © hat the of an (psf
plumid is e -ndesptud feature unon. and confined 1o (see
below). leguminosarwe strains.

Here, \vc Mve fuﬂhtr shown that the native [psf plasmids
from strains of cither K. leguminosarum bv. trifolii, R. legumi-
nasarum bv. vicioe, or R. edli fully restose the phenotype of R.
@ili and R. leguminosarwm bv. wrifolii plasmid-cured deriva-
tives.
in an extensive screening. in whlch a variety of Rhizobium,

and strains were probed with
the R. etli ipsf region, no homologous sequences were found
under our hybridization conditions. These data couid be ex-
plaincd by a complete absence of, or a high divergence for.
thesc loci in these genera

Scequences homnlolous to R. rtll CFN‘Z Ipsp were not
found in the

though. as has been
GMI9023 harboring only the pSym lmm [y nll ‘CFN42 is ca-
pable of eliciti nodulc
roots. Despite the fact that these species do not share Ip.rB se-
quences. we have demonstrated that the mmce polysaccha-
rides of and

uquhmlem for symbcmn -M <crown-gall tumor mducﬂun
of ki for surface

in of R. etli and R. le-
is an future. u these organisms

nosa, BpIL from B. pertussis, and TG pmuin l'rom Y. u-
rerocolitica sesotype O:3. Although the N. pare of

LpeB2. WpbM. Bpil., -u showsd the lowest level of
homology among them (31% identity sand S6% similasity. av-

crage), Uuce

be highly ¢ in this

4). @ that N;

lheac nouinl have s similar fusction: anchoring the protein to
inner membrane.

luuluwmnupon-l for WhpM and Bpil.
Quences. the region estending from amino acid 3|owu¢c-
serminal end of zmn.u homology (21% iden-

belong ¢

1994) wllh different mrlahic.l ocigin lnd host range. We
have recently with ran-
dom clones containing scquences from pCFN42b as probes.
Our results show that R. leguminosarum plasmids pANUS43b
and pVF39 sharc other sequences besides the ipsP genes (A
Garcfa-de los Santos. unpublished). Furthermore, we have
found that pCFN42b and pANUBS43b belong to the same in-
compatibility group (A. Gerclia-de los Santos, unpublished).
‘l'hnz results suggest a broader relationship among these

not to the ipsp region.

tity, 46% similarity) 10 prokaryoti and
s, inchuding the Exol nﬁ—-k -wldlau -ﬂcncan-

8 AND METHODS

lyzes the epimerization of uor-.lucon

reports have that R. meliloti -u Rhizobium

-p (Acacia) exoll mutants have multiple defects,
biosymhseis (Leigh and Lee 1988: Lopez-Lana

.l al. 1995)We obtained derivatives of mutane CELSS har-

boring the plasmid pMIP2603 thet contains the «x08 geas of

R. inguminosarum (Cester-Cramars et u;’:):; honnt.:.

straine, and grewth
The different strains and plnmldl used in this work are
listed in Table 2. Rk

biwn surains were grown on PY (Noel et al. 1984) at 30°C. E.
coli and Agrobacterium strains were grown on LB (Mitler

|971) - 31 and 30°C, respectively. Antibiotics were added at
acid, 20 ug mI-% ri-
fuwscu\. 100 and SO Mg mi”! for Agrobacierium and Rhlzn-
Siwm, Tespectively: neomycin, 60 ug mi~': kanamycin, 30 jg
mi-'; spectinomycin, 73 ug mi~'; tetracycline. 10 and 7.5 ug
i 100

T T e apec
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ug wni-; chiy icol 20 ug mi™'. Sucrose was added a1 8

final concentration of 12.5% (wt/vol).
and

TaS-sac-mob inssrtions in

(Hymes et ol.

1989). The Tnj-mcmmb—lahehd derivatives were used (o

theough of su-

as (Brom et al. 1992),

nmalwudononm

[¢
“The strains constructed in this work are listed in Table 2.

m'uu and

A was i with Ecoll, electro-
phomwd in 1% agarosc gels. blotted omo nitrocellulose
membrancs.

and hybridized under:. su'h\':—g conditions as

were cloned imto 1 SK(-)

(Swsiagens. ulolgcA)—lmlu—dI-o&thHsu
(Sambrook ¢t al. 1989). An imernal fragment of HuPl was
“nmmmu—.ﬁnmu as:o

vector
mmmAuwmummﬁmp

bson. WD
primers with
Kit and
A Soquencing System (Applied Biosys-
temas. Fomer City, CA). DNA was sequenced st least iwice on
both seresde.

Cycll

md-“ﬁ-‘—.m

nfO'-FI.
_ino snd
bic regions (Kyw and Doolittle Iolz.-rnh--hdmvofll
ammino acids) were performed with the GeneWorks package
(release  2.4: ImelliGenetics, Mountain View. CA). The

PSOR‘I‘ m also used to detect
described =ll¢\~hn= (Flores et at. 1987), bbad regions was from .n.mns
were y the CEx lm) w i for Neural -
blotted oMo nylon and The mmma.l 1996)) res bo pm

s were puriﬁcd by the alkaline lysis
€t al. 1989) and labeled with a [MPIOCTP
by nick translation (Ri.by et at. 1976) The lpsfl intemnal

y PCR of

plasmids used as
method (

ragmemnt used as probe was prep
pAGSIO with primers S GTATCOGGCOTI’I‘CMYC 3 and

'CCOTCAGAAACAGGATGC 3°. Reactions were camied
oul with the GeneAmp PCR reagent kit (Perkin Elmer,
Branchburg. NJ).

and assays.

For pllnl tests, surface-stetilized P vaigaris cv. Negro
mapa secds were .znninmed on soft agar plue- (L3 .IIn-).
Two-day-old 0 250-m!
llnnk.l with Fahraeus u-r meﬂum (Fm- 1957). MM

w

scored at day 18, and i as pre-
viously deurih:d (Martinez et al. 1987). Fa R mfolu plam
tests,

on slams of
(23 m 200 mm). Planis we
racks in aluminum foil to shade the roots and plant
dry weigit was then used (10 estimate nitrogen fixation activ-
ity. \In both cases.\ hacteria were isolmted from surface-
nudmﬂule'cmmedm"plw Single colonics were
tested for and

pattemn. For tu-
or Rk strains carvying
m'npumu Mwmmﬂm"m
0.1 mM scetosyringone and 10 mM glucose. Inoculstion was
ow by puncturing the siems of Xalenchos plants with
n—(h_ﬂaﬂwﬂywmwu“u.m-
Plasws H st 28°C, and scored

were woekly
for the presence or absence of tumors st cach wound site. All
plamt asssys were repeated three times.

DINA seguencing.
Five DNA mesmtriction fragmemss from pAGS10 (Fig. §).

obtained from -mmhuNclld-ubuuwuhme
BLAST program (Akschul et al. 1990). Figure 2 was obtained
Mumﬂm;mdi&mw“simw-
hymwvucmbymmﬂl

peogram and displayed with mc Puny m
grama are (rom the Wisconsin Package version 8. (Otnldcn
Compueer Group. Madison, WT).

of the Tas im strain CEIGA.
The ISSO spucific primer S —OCACGAWMOAOCAGA
ACTT-¥ (lower) designed from bases 118 10 98, the 5°-
OGCGGATUTTCAGTTOTCTCGG-3” covering bases 2!0‘ to

the LIPS mstant 168 were to cheain the FCR) pvoducl.
from which the DNA of the come-
ing right TwaS-/psP DNA junction. The same ISSO spe-

which we DNA the
et Tas-ipsf A junction. Both
with the GemeAmp PCR reagem kit (Perkin Elmer, Branch-

Val. 10.M0. 0, 1907/ 8
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“Tubte 1. doatity and similarity of ORFL, Lpafil, and Lyafl2 with bemelogous prosmins®

[ Similer
oRF1 (173) Aeiabinm isguavincearam RepC
& SBri e A, riisngenes Ri
Lenlil (193) x -:i-hylxccc-‘-\alumu CapM
P ourens Caph)
DTapyiTaaL Cangyiokacter hyoilei RSP
R, legwmincsarum Pus2
R mlidon
Salowmslia ensrica RILP
Vibrie cholerae OT7
sp. LIS
Copionsrium REOP
Compe11ria GumD
Lpap2 (683) Premdomonas oeruginosa WopM

N. maningiridis RbB dTD|
R. meliion ExoB UDP-.Iu:uu 4-epime: P26503
jono rrioeae RIGB dTDP-glucose 4.4 S—dghydnlau P37761

® Valucs are in X Is and

* Amineo acids.
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Taite 3. Strsine and plasmids uscdin this sedy
Botevant
or A
() CING2 e Tas, Lys-. Nav~
Q) SmasmddgTNG
+)

TAL 182-3

Viking 1

Viking I-1
Agrobacterium tumefaciens

NT-1

®v. viciar

an
R tropici IA
CPN 299

BR 829
Bk 10037
R. sropici LB
CIAT 899

R 843
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M1 &3 hastwaring FDEL Y

FMNX 183 haroring . erli a2 plasmid pCPNAZ: Yo Smab
PR LIRD RiF

s NT-1 pu-a 3 52, Knv

- Tw$47-32, Km'

ot with pAGS 10
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STAL {&2u:Tasmor- sac
cwred of plasmid pTALIS2
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with R, PVFI9c:Ta Smob-
PV ikingth:: Ta Sewb-scc
A~ i -Inarboring plasmid pTiCI8Tra‘:Tas ! 7-52, Kin®
A, semefaciens P hartoring plasmid pTICSETr ©:: TS/ 7.52
Vir + wild-type lmn
C-38 cusnd of its. -mcf
b v¥ial
Vir + wild type

Wild type
PANUBAI®: Tasmob
PANUBA3L Rif*
i brlcs il compicmented with R. erli plaamid pCFNA2Db::Tn
ANUS4S-2 Rif complemented with R. el plasmid pTAL 182a: 'rnsau,b...u
Plasmid

This srudy

Pifero ct al. 1988
This scudy

Beck von Bodman ct al. 1989

This scudy

Roscnbers and Hughet 1984
Rosenberg and Hughet 1981

Cams e 2

Hood et ai

B. G. Roife
Stepkowski et al. 1993
Stepkowski et al. 1993
This study
This study

This srudy

8. Q. Rolfe
Ko'llﬂuk eta), 1981

1986

Hyl.s and MacGregor1 990
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Nym and M. 1990

Hy acGregos

C.A. Wijtfelman

Cassé at al. 1979

Meade ot al. 1982

CIFN

cien

cN

Maninez ct al. 1987

CNPBS

Geaham ot of. 1902
CNPRs
CHPES
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B ton
7 - Wild typs Comw ar k. VOBY
- Wild typs usDA
- Wikd typs 9. G. Rals
-} Wikom UsDA
) Wikdope USDA
(3] Wild type usDa
- Wid type K Coasgiale
i Ecﬂ R! fragmens conmining @ ip3P region clomed in pLAFR 1 Tc* Cava et ab 1989
RS- BomH ¢ of clonsd in pRKTRIS, Te® Thia stady
FE ey et fragraant of pAGS 10 cloned in pRiluescript 11 K-, O This smady
3.2.40 EcoR1-Hinalil tragwent of pAGS 10 clomed in pRICTS13 This smedy
AGSIO delcmd of XAol-XAct 0.713.ab fragmens This semdy
4.3.kb Sall-Safl fragmend of pDEL27 clomed in pMMB206, Cm* This snedy
Broad-host-range plasmid vector, IacQ). Praciac locZ a, Cm' Morales o1 o1 1991
pRK7813 Broed-host-raage comid vector, Mob. IncP. Ter Jomen and Gosmvecn 1987
* Saurces: B. G. Ralfe, P1 i aionat University. Canberrs; USDA. Beltunville Raioobium Cultass Coliection,
Center. Hy-s sou Science Section, Agticulture Canade Reswarch Section. Lrdaridge. Alberu
Canada: W. Lot Insutuws fur i 3. D-8520 Estangen. 2 C.
of Plant -.olm Leiden Umv:mly. Nc-'_rutee' 3. 2311 V] Leiden. The Netwriands: Conaro dalrvestipe:
cidn sobre Fu..: t xico, . México; CNPRIS.Cento Necionsl o Biologia
4o Solo. sempea.e- 23851 Rio dc Janciro. Brazit e, Gant

= Total DNA
_ presemed yon&unu. s\.-u: ).

lin: Cm. chioramphenicol.

ass givm.
peobed against R. Mll lr:ﬂ Rglnn. 3trains in which homologous sequences to R. #:f {p3f) were found (o). l.llnl m:x
Nav, 5. xm, Te, Rif, in: Sp. ? o».

“Table 3. Free-living and symbiotic phenotypes of Khicobium et and R.
strains

Fenctypes
Wiec. Ma- Ned- N,
cule- Gl wle- fxs-
Serain Relevawt gonstype  tien®  Uy*  tea  tiem
R atti .
CPNa2 Wild eype - - - R
CFNX230 = - - - -
CFNX13) " RiF/pTALIE2R - - - -
CFNX232 pb" Rif/pViking® - - ps -
CFNX333 o RIFPANUSAL - - pe P
- - - -
- - - -
- - - Ze
- - - -
- - > -
type - - - -
ANUSMI.2 " RiF - - - .
1 .- - - - o
- Ll - . e
- > > R
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Fig. 1. Physical map and complementaiion analysis of CFNS2 oif). A
f cosmid pDE! L27. Sub-
- v

Resusicti
clones inroduced by a-vucdo- ino
strains sre shown below fetriction map. In pAGS13, a n-lmon of the
715-bp Xhol-xhal fragment is indicated by a dotred line. Transconju-
re checked for of i
gen fixation Sudclones used for DNA sequenc.

uu ntlh- 3.595-bp Ecoki-i Bamssl rrav-m. C, Deduced ORFIL, LpsBI,
Lpefiz the

are indicasd the pAGSIO subcloms. Location of
'S insertion in strain CE168 in 3
E EcoRl; P, Pul: S, Sall, X. Xhol; B. Bami); H, Hindlll. Symbols: +.
subcions.
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RESULTADOS ADICIONALES.
INFORMACION ADICIONAL SOBRE EL ORFi INCOMPLETO.

Itados del lo, el andlisis de secuencis de ADN del
ia de un

Como se ioné en los
fragmento EcoRl-BamHI (3595 pb) enel p PAGS1O, 36 Ia p
ORF i jeto (ORFI), iente seriba del gene lpspt .
La comparacién de 1a ia de idos del ORF1, con Ia base de datos de proteinas
contenida en el NCBI, indic6 que los 173 aminoscidos del ORF1 tienen un alto nivel de
similited con el rboxilo de pr RepC de diferemtes bacterias. Como se puede
observar cn Ia Tabla 2, ¢l yor p de identidad y similitud fue con ¢l extremo
de las p RepC de los plésmidos pCFN42d (pSim) de R.esli, pRLSII de R.

leguminosarem y pRiAdb de A. rhizogenes .
En las esp de Rhizob y Agrob iwm donde se ha diado esta p

J se dificada en una region genéti idas como repli

RepC

"

formando el operon repABC. El producto de los tres genes interviene en el proceso de

P de los idos (Tabeta ef al. 1989)
En lafig. 4, 8¢ el ali b de la iap de ami e del ORF1, con el
ilo de las dife proteinas RepC das en Ia Tabia 2.

La mayor di ia entre los rboxilos de 1as siete p RepC paradas se
ida entre los idon 23 y 48 (ver fig. 4). En esa zona, ¢! ORF1 de R. erli

y 1a proseina RepC de R. meliloei 25 ami dos de los cuales Gnicamente seis estfn

conservados entre b. i Las p RepC de R.etli (pSim). R.

'/ s wm, A. rii; YA i dec enta ia de dcidk




OTRAS SECUENCIAS DEL pCFN42d CONSERVADAS EN EL GENOMA DR
R.legumincsaram bv. trifaith ANUSSS Y R. logumincsaram bv. vicias VFW.

Como se iond en los tados del

1a region ipsp, estd conservada en los

pliamidos de R. etli y R. leguminosaram bv. vicise y trifolii (Fig 4, articulo). Asimismo, I1a

» 2 P

o i de esta region s & 6 pars 10s pl idos pCFNA42b, pANUS43b y
PVF3% (Tabla 2, anticuio).
Con 1a finalidad de conocer si emre estos tres pl o demis de Ia region Ipsp,
otras secuencias de DNA adas. | a cabo hibrid: tipo South utilizando

como sonda ¢l pPCFN42b complsto.

Al igual que en hid i (ver estas ién fu lizadas en
i de alta ridad, con lo cual solo i \ homdlogas pueden ser

detectadas.

En este experimento patrones de genoma total de las cepas sil y sus P

derivad. se hidbrid: oonmduecm.ﬁnlaﬁ;.!up\udcwi-cluﬁncnw

miltiples jes de hibri en losp sil ¥y no en los de las derivadas curadas.

Consid do las bandas de hibridacién como frag ini se estimé ireded

que de
63 kb de DNA del pANUS43b mostraron homologfa con pCFN42b, es decir ¢l 43% del
PCFN42b. Para el caso de pVFI9c, ¢l chlculo indi

que aproximad: 112 kb de DNA,
del pCFN42D. 1o cual representa cl 74% de €ste dltimo.
Con la finalidad de hacer mfs especifico el andlisis de las secuencias compartidas entre 10s tres.
p! idos, utili; como das de hibridacién, dos
caracserizadas.

de pCFNA42b clonadas y
Uns de estas sondas fué el plismido pA31, el cual contiene un fragmento de 5.6 kb de DNA
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provenieme de pCFN42b. Dentro de esie frag E J idos los genes rmrA y
rmrl los U £ i ia a R. etli CFN42 d ) comyp

presentes en el exudado de raices de frijol (Gonzglsz, 1996).

Perfiles de plésmidos de las cepas silvestres de R. esli CFN42, R. legminosanen bv. trifolii
ANUB43 y R. leguminosarsm bv. viciae VF39, asf como de sus respecti T
(PCFN42b-, pANUS43b- y pVF39c-), se hibridaron atilizando como sonda €l pA31L. Como se

puede observar en ia fig. 6, Jes de hibridacidn se d en los p
silvestres, o cual indica que existen sacuencias homGlogas a este fragmento conservadas en los
pléamidos pANUS43b y pVF3I9c.

La siguiente sonda utilizads fué el plésmido pJMRO!. Ese plésmido porta un fragmento EcolRl
de 2.7 kb del pCFN42b dentro del cual esté contenido parte del gen sAiC, necesario para la
sfntesis de tiamina en R. etli CFN42 (Miranda, 1995).

Como era de esperarse, cn el caso de R. etli CFN42, 1a sefial de hibridacion ap

en ¢l patrén silvestre (fig. 7). Sin b , en R. L bv. trifolii ANUB43, se
observaron secuencias homdlogas tanto en Ia cepa silvestre (dos bandas de hibridacién) como
en la derivada curada (una sola banda), lo que indica que las secuencias homélogas estan

distribuidas en dos p idos: pANUE43a y pANUS43D.

Como se pucde observar en la misms figura, en R. legwoninosarum bv. viciae VF39, la sefial de
hibridaci p i€én en bos p (silvestre y pVF39c-). Las secuencias
h no se en el pVF39c, en cste caso, la h logia provi de
localizadas en el pVF39d.

Los datos anteriores indican que en R. Jeguminosarum bv. trifolii ANUS43 y R.
leguminosarum bv. viciae VF39, secuencias homélogas a pCFN42b, no solo estan
conservadas en pANUS43b y pVF39c, sino #en en otros rep

Lo iov se di otro expeti de hibridacion, en el cual se wtilizé como




sonde o} cGamido IM1121. Este clemido aisiado a partir de un benco de genomae ol de A. e2li
CFN42 por J. Mirands, llsva ua fragw de aproxi 23 kb (fig. 3b), denwro del

cual estan comenidos los genes COGE .
Eniafig. 8 se [’ de hibridacion sobre perfiles de plfsmidos y genoma total
digerido con EcoRl, utilizando ¢l céemido M1 121 como sonda. Como se puede observar,
K. erli CFN42 cstas secuencias 36l eatén presentes en pCFN42b, ya que la derivada curada
[ ] de hi idn (fig 8a).
En R. L bv. trifolii ANUS43, secuencias homdlogas se localizaron no solo en el
PANUBA3D, sino tambidn en pANUS4A3a, pANUSB4Y3e, ¢ pudi isti i
logas en el & jo fuerse de las de hi
Soa carviles (fig. 8a). En las hibrid: sobre total, se P
se puede observar en la fig. 8b, con P de tres bandas que p ser esp
PANUSBA3D, todas 1as demss bandas de h logfa estan p enel g tanto de la
cepa silvestre como de la derivada curada.
Para el caso de R. leguminosarnm bv. vicise VF39, se observa algo similar, 1as secuencias con

dacién en Ia da de
lo ior. Como
ificas de

mayor homologia al césmido SM 1121, se ) li f \! en pVF3%9¢ y cromosomas,

sin embargo al, ias pudi tener con pVF39%, y pVIF39d (fig 8a). En

las hibridaci sobre g total, se obaerva que, tanto la cepa silvestre como 1a derivada
on de b (fig. 8b). Las de este c6smid

p casi e} mi P
con excepcidn de una sofa banda parecen estar conservadas en replicones diferentes a pVF39c.

EXPERIMENTOS DE INCOMPATIBILIDAD DE PLASMIDOS.

PCFN42b, pANUBS43b y pVF39c se analizé mediante

Otra de los pl
estudios de incompatibilidad. Para ello, los pltsmidos pANUS43b::TaSmob (Kiv) y
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o ion a la cepa silvestre de R. o2li

PVEF39c:: TnSmob (Spr) i ducidos por njag:
CFNA2 (fig.9). Las j se selecci porel ds ds cada
lésmido. Las hidbridaci de los petfiles de pi dos de las j

utilizando como detector la regién IpsS (pAGS10), se mucsiras en la fig.9. Como sc puede
observar en el carvil 7, la transconjugante que lleva ¢! plésmido pANUSE3b (¢l cusl migra a la

misma altura que PCFN42c) perdi6 su propio pCFN42b. La hibridacioa con e} &

PAGSIO. aprucba que la solo b el pANUS43b. Por lo tanto ambos.

1kamicdos 20N i sea R

El perfil de idos de Ia con el pVF3I%:, mussira Ia presencia del pCFN42b,
19). La i

as{ como e) plismido pVF39¢, ¢l cual migra junto con ¢l pCFN42d
de b 1 ji e por Ia doble sefial de hibridacion (carril 10), lo cual significa

que pCFN42b y pVF39¢c 300 plismidos compatibles.




El andlisis gené y b lar de los pl dos b i, ha ch do en busas
panc ¢n laa fr de replicacit gregacion, estabilidad y Sin on
a ria de los p - 1 una idad de i 6n gendti dici 1l ala
involucrada con cstas funcionss. ia cual ha sido poco disda. Como sjemplo pod
i1 el imi que se tiene de las i codificadas en
plismidos. que han alas i i su medio o d
Las b iss que b con un delo i para el dio de
s infe i6n genéftica i 1| da en la izacion de su habi El dio del pSim de
Rhizobium y €l pTi de Agrobs , han itick der a nivel mok \] de los
Que participan en Ia relacion planta-b
Adsmés del pSim, ¢l estudio del resto de 1os p - de Rhizobii ha ampliado €1
que normalmense se tiene acerca de la imp ia de la infc N g 5 ida en estos
pli Por definicién los p idos se han i dos como ek genéri
al cuys infe 6 3640 se wtiliza ocasionalmene.
Sin 80, los pl&ésmidos de Rhizobi: § algo mis qus un reservorio de material
ico imp perala 6N y adaptacion al suelo y a las raices de leguminosss. La

P de i on genéti ia para 1a utili i6n efici de pearala
sfntesis de tiamina y de LPS, asf como las i

P observadas en las cepas
curadas de multiples plésmidos, nos hacen pensar en un fuerte compromiso de dichos

pli con ¢l 6pti lular tanto en simbiosis como en vida libre.

Los datos i dos en ¢l p baj e que el li de RRizobium no
solo depends de Ia expresion de genes sino i€n de la infc F
contenida en plésmidos.

si



de diches 20 a8 ha llevado a

Ya que la curacién de plismidos, y el andlisis I
cabo de dsica en atros grupos de b "o e fécil conocer si an plamidos ds
otras by i i funci Qui a las obesrvadas en Riizobism.

A este resp dni b queenp dos de Salmaneli . Shigeiln sonei
y Shigella dy ric bi€n se han ok de DNA que participen an la
de Ips. (X ] ide et al. 1994). T en un de la Dy
Anady liae se ha localizado une homdioga sl gen exol de R. meliloss , el ceal
codifica para una g fe i clave en la primera stape de sfmessis de

polisactrido (Plarinaki ef al. 1990).
En K. etli CFN42, la Y de sus & i a una fijacidn simbidtica de
itr gy fic La induccion e ion de nédul P de la infe oti
on el plédamido simbittico (PCFN42d) y de la region ipsf presents on o pCFNA2D.
Enelp ajo lie a cabo el andlisis g y decular de Ia regida [psA ¢! cual
sobre Ia is de LS. Pri poeg

contribuye de manera significstiva al
se demostré que de las 7.5 kb (pDel27) inicialmente utilizadas para compiementar matantes

i en una i6n de 2.6 kb son indispensables para

Ipsp-, dnicamense dos ORFs

sintesis de LPS, y segundo porgue son jos p datos gue se ap e alap
funcion de las p difi en Ia region lpsp. Ia bdsqueda de togia con
oras p i datos indi lap ia de dos posi i ! en ls
sintesis de LPS. -
Los datos acerca de Ia composicidn quimica del LPS de R. etli CFN42, y ds una mutante de R.
srifolii afectada en 1a region lpsfl, dek disminuida en sus niveles de galactosa y #cido
galacturdnico, sugicren que el gen Ipsfl! pudiera codificar para una supuesia transferasa,
h da enecl P de g o ficido gal al olig que g el
“cote”,
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La actividad enzimética codificada en ¢! gen ipsfi2 se asume a partir de 1a funcidn asignada a

protcinas homdiogas. y a Ia p i0m del antip O. Esta  prods sor Una
deshi que p pe en Ia is de de los & i o did que se
o parwe ds? O. Ya qus mutanies en esie gene carecen de amtigeno-
o, Que ¢l azd do por la p Lpsp2 pudi unir el “cove™ com el
atigeno-O.
Pasa laf isa de las codifh en la regidn ipsf. este dio debers
P un andlisis de la composicién quimica del LPS de 1a mutame CE 168
afectada en el gen ipsp2 y de la cepa pCFN4E2b- 1a cual de ambos genes. Igual
" serd 1a & inacion de las sup ividad imsicas prop parael
producto de ambos genes.
Mediame €] anglisis y fenotipico del p do pDel27, se & Que 1a infe 6
dti d. abajo det gen lpsf2 no es indi pora sii de LPS. Sin
embargo cabe la posibitidad que al, funcidn imp laci da © no con la sineesis de
LPS, no d o di el andlisis f ipi e ad di estar codificada en esa
region. Por Jo tanto sers 3 on esa di
Desde el punto de vistade la. izacién de dificadas en plésmidos, ¢l anflisis
del frag de 3.6 kb clonado en ¢l pAGS 10, nos permitd i i de los ORFs
necesarios para sintesis de LPS, 520 pb de 1a regidn 3° del posible gen repC (ORF)), el cual
pudicra formar parte de las p i con 1a repli de este pl, .
En A. fe RepC ser [a principal p de iniciacién de la replicacién del
plésmido Ti, ya quc mutaciones en ¢l gen repC. pi la pérdida de Ia funcién de

licacion de) pléamido. Por otro lado mutaciones en en los genes repA © repB provocan uns
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ilidad det p do (Tabata 7 al. 1989).
ia de aminodcidos dat rboxilo de les diferentss

dor de 23 écidos, muy poco conssrvads

ligoen &
Ba el al E de la
proteinas RepC, resalta una region de al
ontre las seis proseinas analizades (ver fig. 4). Tumer ¢r al. sugivren qus Ia divergencis smre

ilidad. Esta hipdessis se

wquenciss repl pudicra estar da con grupos de i g

P de un io en ¢l cual fragmenios de genes repC de diferontes mismbros de la

familia Rhizobiaceae. se amplificason por FCR, se y e P on base al

de divergenciaen la ia de L S0s (Turmer er al. 1996). Dos plésmidos

apatibh ap de ir en @) mi fondo g como pTIB6S3 de A.

mownafociens y pRIAAD de A. rh se ubi en grupos MUy a su aio

nivel de diverg P . el nivel de divergencia detectado €3 lo que ha permitido a

ol 4 s ibilidad. Esta hip is debe ser reforzada analizando la

ia de ias repC d& un mayor de pié d tanto . como
incompatibles.

La i ion del del p ble gen repC del pCFN42b facilitard el aislamiento y

iGn de su region repli Estos datos p P * ser dos, janto

con nusstros datos de ibilidad (ver adel ) para i igar si existe una conrelacion

entre di ia de repC de pCFN42b, pANUS43b y pVF3I9¢ ¢ incompatibilidad.

Por otro lado. tomando en cuenta que a Ia fecha dni tres regi replicad de
[ idos de RAizob se han p [ Blanco y Olivares 1993; Tumer y Young

199S; Ramfrez-Romero er al. 1997), y que por lo no se ha logrado llevar a cabo una
clasificacion en base s i wpatibilidad de pl ik de gran i "

datos acerca de la region replicadora de) pCFN42b.
Medi i de hibridacion de DNA, se demostrs que un gran ndmero de secuencias

. del pCFNA42b de R. es1li CFNA2, estén conservadas en el g de R. L bv.

Se



widolii ANUSSS y R. isguminssarnen by. vicias VIFYS. Muchas de slias, incluyendo s los ganss
ipefl y ipasf2, estém localizadas en los pliamidos PANUS43S y pVIFISc. Misntras ¢l daso

o i

amterior sugiere un cieno grado de Y ) entre los tres
pidamidos, Ia iads del pCIFN42b conssrvadas en otros replicones distintws a
PANUSE3D y pVF3ISc, indican wa cierso grado de divergencia estructural entre los tres
pldemidos. Esta divergeacia s¢ ve ap por la dife ia de entre los tres plismidos
(PCIFN42b. 130 kb; pANUS43b, 250 kb; pVIFISc, 400 kb).

La diferente organizacion estructural entre pCFN42b y pVF39¢c también se refuerza por ¢l
hocho de que en ¢l pVF39c, se localiza un operdn fisNOQP as{ como los genes fixK-fixL
(Patschkowski ef al. 1996), los cuales no existen en ¢! pCFN42b. Secucncias reiteradas de los
genes fisK y fixNOQP, asi como una sscusncia homdioga al gen Mixl contenido en ¢l pVF39¢c,
han sido localizadas en ¢l pCFN42S, ¢! plfsmido mis grande en A. etli CFN42 (Girard, datos

sin publicar).
La divergencia observada en los tres plésmidos podria estar relaci da con ia p
Que guard, b P (Fig. 10), R. etli v R. L f
doa linaj disting: en base al andlisis de Ia secuencia del gen 16S ribosomal
(N R 1994) . Adici i a esto, el logico de b P es
di di i R. erli nodula legumi picales, R.L bv.
trifolii y viciae nods i de zonas 1
A pesar de Ia diverg i iva y dgica observada, una gran parte de la informacion
genética del pCFN42b se ha ido en €l g de R. / i a lo largo de 1a
. que no siemp i en el mi pli El seguir conservando dichas
i podria ser indicio de la importancia funcional que tienen para Ia vida de estas
baceerias.
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Deade €] punio de vista cvolutivo, pareciers existir una relacion miis estrecha entre pPCFN42b y

PANUS43b, ya que ambos p p al mi grepo de i ilidad.
Misntras que pVF39¢c partenece a un grupo de i apatibilided Sin g0 deb a
ia - (s utilizada ( fe ia de idos por gacidn), no poc ds la
posibilidad que ¢! pVF39¢c p eatar f« pos Ia coil i6n de dos repliconss. De wl
que el plésmi b un si de repi ion similar 8 pCFN42b y

PANUS43ID, el resultado de la compatibilidad cbessrvada se debe a la funcionalided del segundo
sisterna de replicacién. Un banco de regi de ropli ién de pl dos de dife srup
de incompatibilidad se ha utilizado en para d lap ia de Itiph

o de N 6n, independ de s = idad en dif dos g h
(Couturier ef al. 1988).
Pasa finali in i que el dio de las fu das en pl& de
Rhizobium, no solo es importante desde el punto de vista de la simbiosis RAhizobium-
legn sino ye & ampl il acerca de la estructura y la
funcicn del de esta b
Asimismo, penumo-quafummunvewwmeeutipomwmunm-w
en el dio de la tog b a nivel b Iacual p d Ia
expresion de genes en resp adi i fisi fmi y biologi
los cuales pane del idgico de las b




CONCLUSIONKS

La regidn gondtica jpef localizade en el pCFN42b de A. ¢rli CFN42 contiene dos genes (psf1

y lps2) indisp les para la is de LPS cn esta ia, posi organizados en
un opsrée.

El andlisis ds similitud de la ia de dos ds las p LpsB! y Lpap2, asf
eomduo-hblmmal. q! ica del LPS, sugi qQue la p fna LpsP1l
puede sor una ime que gl o &cido a la pane del LPS conocida
como “core”. La p Lpef2 podria ser una Sridd 1 icip en la is de
g de los desoxi o didk i que el“con"conel-ﬂ.mo-o

Las secusnciaz homdiogss a los genes lpsfl y ipsfS2 e en pl d

de R. leguminosarum Bv. wifolii y R. leguminosarim bv. vncinynoenelgenocn-dem
mismnbeos de la familia Rhizobiaceae.

Py

Las proteinas Lpsfl y Lpsf2 de R. etliy R. U i son i equi
Gm.cummblﬁN‘ZbcmlummAymrD- i iaa 6 )]
¥y thiC ( de ) én estan conservdas en p idos de R. le

Ademés de estos genes, un gran ndmero de secuencias del pCI-NCZb de R. etli se encuentran
bv trifolii ANUS43 y R. leguminosarum bv.

adas en el de R. L
vicise VF39 que no npre localizadas en ¢l lico
Conienle arriba del gen /pspl se i i un fi del gen repC posiblemente
d do en la scacién del pCFN42b.
Lai in g localizad. ' abajo del gen IpsB2 no es indispensable para

is de lipopol #rido cn csta b
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Tabla 1 Caracterisicas eaotipicas de Ricoobiem exi CFNAZ y de sus devivades
curades e plisaidos, !
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Tabla 2. identidad y similitud entre ¢f ORF1 incompleto ded pCFNAZD de Rhizobiam eii CFNA?

mdcmmmxnh&mmleﬂdedmm

e R W e
R, efli RepC (pCPNA2Y) 149 623 ns Unezs
R. leguminosarem RepC (PRLSNT) 151 08 " XBu7
A. rhizogenes RepC (pRIA4D) 150 605 74 X04833
Paracoccus versutus RepC {pTAV1) 153 23 61.7 U60s2
A. tumefaciens RegC {gTiB6S3) 185 4 62 Nuss
R meliloti RepC (pRmeGRA) 169 6 el X905




Fig. 1, Pertl do plismidos de las capas derivadas de R o CFNA2 curadas de miltiples pismidos.,
Camiles: 1, CFNX218: {ped); 2, CFNX217 {pd, ped); 3, CFNX216 {pb, pd, pas); 4, CFNX215 (pa, pb, pd,

ped); 5, CFNX220 (pd, pea, pi); 6, CFNX214 (pa, pb, pd, ped, pl), 7, CFNX185 (pa, pb, pe. pd, pea);
8, copa parentsl CFNA2 con todos sus phismidas. En ka perie baja de la figura ae indica la capacidad
{+) 0 incapacidad (-} para formas nddulos sobwe las raices de feijol.
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Fig. 4. Alineamientn de la secuencia de aminokeidos de) ORF) incompleto de K. cﬂ:CFNlZwaclemmmolﬂoMlﬂnh
RepC homdlogas mostradas en [a tabla 2. La parte con merior homologia enire Las siete secuencias esti sealads

aminodcidos idénticos en fas siele secuencias estan marcados en negritas.

l»summ&ldosldemmelmﬂyeahmhlqﬂ

de R tli CFN42 (pCN42d), R. leguminosarum (pRLEIL) y A. rhizogenes (pRiA4b) estan marcados con un askerisco en el consenso.
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Fig. 5. Genoma total de A. et CFNA2, R. leguminosarum by. trilolii ANUSA3 y A. leguminosanum by, vicies VF
digeridos con EcoRl e hibridedos con el pldsmido pCFNA2D completo. Carries 1, 3, 5, comesponden a las cepas
suvms.mmz.ms,mmmmmmmmm,mypm
respectivamente.
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Fig. . Locakizacion de secuencias homdlogas al plésmido pA3t, en R. et§ CFNA2, R. leguminosarum by,
trifoll ANUB43 y by vicias VF39. Padfiles de plésimidos (carmiles A), de las copas sivesires (wi) y derivadas
curades de los plismidos pCFNAZD, m&ypw&(pb b, pc°) fueron hibridados con of pA31. La
presencia de secuencias homalogas tué delectada mediante hibridaciones ipo Southem (carriles B).



Fig. 7. Locakzacin de secuencias homdlogas alpldamido pMROY. Parles de plkamidos (caries A) de R ol

CFNA2, A isgumincsarum by, rok ANUBA3y v, iiae VP39 capes sivaskes (w0 y derivades curades de os

uumpcrma PANUBAZ y pVFSC (b, b, '), ron hridedos con of ANRO1, Le preeencia de
maogu medianie hibridaciones tipo Southemn se obeerva en los carriles B.
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Fig. 8. Localizacion de secuencias homdlogas al cosmido JM1121, en cepas de R. il CFNA2, R. leguminosarum bv.
frilolii ANUBA3 y bw. viciae VF39. Perfiles de pidsmidos (A) y genorna total digerido con EcoRll (B) de cepas sivestres (wl)
y derivadas curadas de los plismidos pCFN42b, pANUB43b y pVF39c (pb-, b, pc), fueron hibridados con el cosmido
JM1121. Hibridaciones tipo Southem (cartiles S) revelan la presencia de secuencias homdlogas. En fa Fig. B también
6 muesira &l peso molecular de los fragmentos de DNA def casmido JM1121 digerido con EcoRl.
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Fig. 9. Estudio de incompatibiidad enlre los pidsmidos pCFNAZD, pANUBA3D y pVF3Sc. En los carrles 1 y 3 se mussira
¢l pertil de plasmidos de las cepas sivestres R. leguminosarum by. triloli ANUB43 yR. lsguminosarum bv.vicise VF39
uikzadas como donadoras de 105 prismidos pANUB43b y pVF33c respectivamente. E) camil 5 conesponds a A. o
CFNA2 siivestre, utiizada como receplora de conjugaciin. Los carriles 2, 4 y 6 son sefiales de hibridacion que permiten
ver la posicidn de los plismidos pANUB43D, pVF39c y pCFN42D. E1 patrn de plésmidos de la transconjuganis de R, off
CFNA2 evando el pANUB43 (carril 7), muesira una sola sehal de hibridacion con la sonda pAGS10 {genes ips),
cormespondiente al pANUS43b (carrl 8). EY pertil de plésmidos de la transconugante Sevando ol pVF30c (carrid 9),
muestra dos sefiales de hibridacion con el mismo detector (caril 10), indicando que en esta cosxisien

transconjuganks
kos phismidos pCFNAZD y pVF39c. La banda de menor peso molecular en ef carmil 9, comesponds al plismido RP4-4
utiizado para maviizar el pVF3dc,
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Fig. 10. Filogenia de la familia Rt y otras b ias afines,
basada en el andlisis de secuencia de los genes que codifican para e!
ARNr 16S. (Tomado de Marntinez-Romero 1994).
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