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RESUMEN 

 

Los rizobios son bacterias Gram negativas que establecen relaciones simbióticas con 

plantas leguminosas en la cual fijan nitrógeno atmosférico y se lo proporcionan a la 

planta. El fríjol común (Phaseolus vulgaris) se asocia con cepas de varias especies de 

Rhizobium. Entre los simbiontes del frijol, Rhizobium tropici CIAT899 es muy 

interesante por su resistencia a diferentes tipos de estreses medioambientales y porque 

puede ser usada como inoculante para frijol bajo condiciones de suelos ácidos donde 

otros rizobios no prosperan. Los polisacáridos de superficie de los rizobios son 

determinantes moleculares necesarios para el establecimiento de una simbiosis exitosa. 

Entre ellos, los lipopolisacáridos (LPS) son considerados cruciales para las simbiosis 

entre los rizobios y aquellas leguminosas como el frijol que forman nódulos de tipo 

determinado. Las investigaciones sobre la genética de la biosíntesis de LPS en los 

rizobios del frijol se han enfocado en una sola cepa, R. etli CFN42. En este trabajo 

presentamos la caracterización de tres loci involucrados en la biosíntesis de LPS en R. 

tropici CIAT899. Los loci fueron identificados a través del análisis de mutantes obtenidas 

por inserción de un transposón. Los genes identificados codifican para los siguientes 

productos probables: el componente con actividad ATPasa de un transportador ABC de 

antígeno O (wzt), una deshidratasa de nucleótido azúcar (lpsβ2), y una enzima que 

produce GDP-D-manosa (noeJ). Corriente arriba de wzt se encontró el componente 

transmembranal del transportador (wzm). Los genes wzt y wzm genes presentaron baja 

similitud con sus homólogos en R. etli CFN42 y no se observó complementación 

funcional entre ellos. El gen lpsβ2 presentó inesperadamente una alta similitud con el 

homólogo de R. etli CFN42 y los experimentos de complementación demostraron que se 

trata de ortólogos. Por otro lado, se observó complementación funcional entre lpsβ2 de R. 

tropici y el gen wbpM de P. aeruginosa lo que indicó que lpsβ2 esta implicado en la 

biosíntesis de D-acetilquinovosamina. Las mutaciones en wzt y lpsβ2 provocaron la 

producción de moléculas de LPS sin el dominio distal conocido como antígeno O. En la 

mutante noeJ se observó una banda de LPS rugoso con migración electroforética 

diferente a la de la cepa parental lo que sugirió que el dominio del LPS conocido como 

oligosacárido núcleo estaba truncado. Como se esperaba, la simbiosis con frijol se vio 
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afectaba, produciéndose solo pseudonódulos Fix- con las mutantes wzt y lpsβ2, y ningún 

nódulo con la mutante noeJ. Además de asociarse con frijol, R. tropici CIAT899 es capaz 

de proliferar en la rizósfera y el interior de la raíz de maíz por lo que también 

investigamos el efecto de estas mutaciones sobre su habilidad de colonizar a esta planta. 

Observamos que las mutaciones afectaron negativamente la colonización. Al considerar 

tanto los efectos pleiotrópicos como los directos de las mutaciones encontramos 

evidencias que los LPS juegan un rol protector frente a los compuestos antimicrobianos 

producidos por el maíz. Finalmente, al secuenciar las zonas aledañas al locus wzt 

descubrimos un grupo de genes para la biosíntesis de LPS. Algunos de estos genes 

codifican para productos probables aún no descritos en rizobios como la transferasa 

inicial requerida para la biosíntesis del antígeno O, y la ligasa que realiza la reacción final 

en el procesamiento del antígeno O.  
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ABSTRACT 

 

The Gram negative bacteria known as rhizobia establish symbiotic relationships with 

legumes where the bacteria fix atmospheric nitrogen and supply it to the plant. Common 

beans (Phaseolus vulgaris) associate with strains belonging to several species within the 

Rhizobium genus. Among the bean symbionts, Rhizobium tropici CIAT899 is particularly 

interesting because it is resistant to environmental stresses and because it can be used as 

inoculant for beans grown in acid soils where other rhizobia fail to induce nodulation. 

The rhizobial surface polysaccharides are molecular determinants required for the 

establishment of a successful symbiosis. In particular, the lipopolysaccharides (LPS) are 

considered crucial for symbioses between rhizobia and those legumes like beans which 

form determinate-type nodules. The studies on the genetics and biosynthesis of LPS of 

bean rhizobia have focused on only one strain, R. etli CFN42. In this work, we present 

the characterization of three loci involved in LPS biosynthesis in R. tropici CIAT899. 

The loci were discovered by the analysis of transposon mutants. The identified genes 

coded for the following putative products: the ATPase component of an ABC type O 

antigen transporter (wzt), a nucleotide sugar dehydratase (lpsβ2), and an enzyme 

producing GDP-D-mannose (noeJ). The transmembrane component of the O antigen 

transporter (wzm) was found upstream of wzt. Both, wzm and wzt, showed low similarity 

with their R. etli CFN42 homologs, and no functional complementation was observed 

between them. Unexpectedly, the lpsβ2 gene showed high similarity to the R. etli CFN42 

homolog and was complemented by it. Additionally, the functional complementation of 

lpsβ2 by the P. aeruginosa wbpM gene suggested that the R. tropici lpsβ2 gene product is 

involved in D-acetylquinovosamine biosynthesis. Mutations in wzt and lpsβ2 resulted in 

an O antigen minus phenotype. The noeJ mutant showed a rough LPS band with a 

different electrophoretic migration behavior in comparison to the one produced by the 

parental strain suggesting a truncated LPS core. As expected, the symbiosis of the 

mutants with beans was severely compromised. The wzt and lpsβ2 mutants elicited the 

formation of pseudonodules, while the noeJ showed a Nod- phenotype. The LPS 

mutations were also found to impair the maize rhizosphere and root colonization abilities 

of R. tropici. By analyzing this phenotype we found evidence that the LPS play a 
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protecting role against maize antimicrobials during colonization. Finally, a LPS gene 

cluster was found around the wzt gene. Some of the genes of this cluster code for 

predicted products not yet described in rhizobia, such as an initial transferase for O 

antigen biosynthesis and the ligase catalyzing the last step in O antigen processing. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Rizobio es el nombre común con el que se conocen a aquellas bacterias Gram 

negativas de la división Proteobacteria que pueden establecer simbiosis mutualistas con 

plantas leguminosas. Los rizobios invaden las raíces (en algunos casos los tallos), 

inducen la formación de hipertrofias denominadas nódulos y colonizan el interior de las 

células de estos nódulos. Las bacterias sufren un proceso de diferenciación y, entre otros, 

expresan los genes necesarios para sintetizar la enzima nitrogenasa gracias a la cual 

pueden fijar nitrógeno atmosférico para proporcionárselo a su planta hospedera. La 

asociación rizobio-leguminosa es estudiada principalmente debido a la aplicación 

agronómica que se le puede dar para reducir o eliminar la necesidad de fertilización 

química nitrogenada durante el cultivo de leguminosas. 

 

Las culturas precolombinas domesticaron cuatro especies de leguminosas del género 

Phaseolus. Entre ellas, P. lunatus (frijol Lima, ibe o pallar) y P. acutifolius (escomite) 

son noduladas mayoritariamente por rizobios de crecimiento lento del género 

Bradyrhizobium (Anderson et al., 2002; Ormeño-Orrillo et al., 2006). Esta preferencia 

por Bradyrhizobium parece ser la característica ancestral del género Phaseolus, y es 

compartida con muchas leguminosas de origen tropical o subtropical (Parker, 2002; 

Ormeño-Orrillo et al., en preparación). Por el contrario, del frijol común (P. vulgaris) y 

del ayocote (P. coccineus) se obtienen principalmente cepas de crecimiento rápido del 

género Rhizobium. Cuando el frijol común se cultiva en suelos neutros o alcalinos, sus 

principales simbiontes resultan ser cepas de las especies R. etli y R. gallicum (Segovia et 

al., 1993; Silva et al., 2003) pero cuando se cultiva en suelos ácidos tropicales, otra 

especie, R. tropici, se convierte en el simbionte mayoritario (Martínez-Romero, 2003). R. 

tropici CIAT899 es la cepa tipo de esta última especie (Martínez-Romero et al., 1991). 

Esta cepa tiene muchas características interesantes como el ser tolerante a acidez, altas 

temperaturas, salinidad y altas concentraciones de metales pesados (Graham et al., 1994; 

Martínez-Romero et al., 1991; Riccillo et al., 2000; Nogales et al., 2002). 
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Los lipopolisacáridos (LPS) son glucolípidos que constituyen el componente 

mayoritario de la monocapa expuesta de la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas. Dada su localización, los LPS intervienen en la interacción con el 

medioambiente y posibles hospederos eucariontes. Los LPS son importantes factores de 

virulencia de las bacterias patógenas de animales o de plantas (Newman et al., 2001; 

Lerouge y Vanderleyden, 2002). En los rizobios, varios estudios han demostrado que los 

LPS son necesarios para la interacción con las leguminosas (Kannenberg et al., 1998; 

Noel y Duelli, 2000; Fraysse et al., 2003; Becker et al., 2005). Las mutantes de rizobios 

con alteraciones estructurales en sus LPS muestran interacciones defectuosas con sus 

hospederos. Esas deficiencias varían desde la completa ausencia de nodulación en la 

planta o la formación de nódulos con morfologías aberrantes que no son colonizados por 

el rizobio, como ocurren en la pareja R. etli-frijol (Noel y Duelli, 2000); hasta menor 

competitividad, deficiencias en la diferenciación del rizobio dentro de la célula hospedera 

y menores tasas de fijación de nitrógeno como se ha reportado para Sinorhizobium 

meliloti en asociación con alfalfa (Medicago sativa) (Campbell et al., 2002; Campbell et 

al., 2003). Los fenotipos simbióticos varían de acuerdo a la pareja de simbiontes, así que 

es muy probable que los LPS cumplan diferentes funciones según el rizobio y planta 

hospedera. 

 

Se han propuesto varias funciones para los LPS durante la simbiosis: suprimir 

respuestas de defensa de la planta, actuar como señal de comunicación entre los 

simbiontes, ocultar otros componentes superficiales que puedan afectar negativamente a 

la simbiosis, contribuir a adaptar la superficie celular para un mejor contacto con la 

membrana de la célula hospedera, o actuar como barrera protectora frente a los 

compuestos antimicrobianos de la planta (Noel y Duelli, 2000; Lerouge y Vanderleyden, 

2002; Becker et al., 2005). Sin embargo, hasta el momento solo escasa o ninguna 

evidencia existe para asignar algún rol específico. La evidencia con mayor peso ha sido 

presentada recientemente en el caso de S. meliloti cuyos LPS pueden suprimir la 

expresión de genes relacionados a respuestas de defensa en Medicago truncatula 

(Tellstroem et al., 2007).  
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Si bien no se han establecido roles específicos para los LPS en la mayoría de las 

simbiosis analizadas, aún se considera que el estudio de la genética y biosíntesis de LPS 

es la mejor herramienta con el fin de comprender el papel de estas moléculas. En el caso 

de los rizobios aislados del frijol, los estudios al respecto se han enfocado sólo en la cepa 

R. etli CFN42. Es posible que se puedan lograr avances en el entendimiento de la función 

de los LPS al comparar la información disponible sobre R. etli CFN42 con la obtenida de 

un modelo de estudio alternativo de simbionte de frijol. Por este motivo iniciamos este 

estudio exploratorio sobre la genética de biosíntesis de LPS en R. tropici CIAT899. 

 

Los rizobios no sólo interactúan con leguminosas sino que pueden proliferar en la 

rizósfera y rizoplano de otras plantas promoviendo su crecimiento, e incluso comportarse 

como endófitos, es decir colonizadores del interior de la planta. Esta faceta de los 

rizobios ha sido muy poco estudiada en comparación a su interacción con leguminosas y 

no se conocen los mecanismos moleculares que participan en ella. Recientemente se 

demostró en nuestro laboratorio que R. tropici CIAT899 es un endófito competitivo de 

maíz (Rosenblueth y Martínez-Romero, 2004). En otras bacterias se ha observado que los 

LPS son importantes para la colonización de la rizósfera y del interior de la raíz, sin 

embargo no se ha establecido el rol de los LPS en este tipo de interacción  (Dekkers et al., 

1998). Así, vislumbramos la posibilidad de estudiar no solo la genética de biosíntesis de 

LPS en CIAT899 sino también explorar el papel de los LPS de este rizobio durante la 

colonización de maíz. 
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ANTECEDENTES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo de revisión: 

 

“Lipopolisacáridos de Rhizobiaceae: estructura y biosíntesis” 
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OBJETIVOS 

 

Los objetivos planteados en este estudio fueron los siguientes: 

 

• Identificar loci involucrados en la biosíntesis de lipopolisacáridos en R. tropici 

CIAT899. 

 

• Caracterizar genéticamente los loci identificados. 

 

• Establecer el efecto de mutaciones que produzcan defectos estructurales en 

lipopolisacáridos en la colonización de la rizósfera y raíz de maíz por R. tropici 

CIAT899. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo: 

 

“Mutations in lipopolysaccharide biosynthetic genes impair maize rhizosphere and 

root colonization of Rhizobium tropici CIAT899” 
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Fig. S1. Autoagglutination phenotypes of the R. tropici LPS mutants. 

 
The strains were grown in PY medium under agitation to an OD600 = 1 and left unshaken for 24h.

Parental    CIAT899-E3   CIAT899-E1  CIAT899-E2  
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Fig. S2. Gum production (A) and Calcofluor fluorescence (B) shown by the R. tropici 

parental strain and LPS mutants in PY, YEM and MM media. 

 
The numbers indicated for the PY plate correspond to: 1, Parental; 2, CIAT899-E1; 3, CIAT899-E2; 4, 

CIAT899-E3. The strains are in the same positions in YEM and MM. 
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Table S1. Effect of the sonication treatment on viability. 

 

 Viable counts (Log10 UFC ml-1)a  

Strain Before sonication After sonication Difference 

CIAT899 5.12 ± 0.05 5.19 ± 0.04 nsb 

CIAT899-E1 5.04 ± 0.04 5.03  ± 0.09 ns 

CIAT899-E2 5.18  ± 0.02 5.13 ± 0.03 ns 

CIAT899-E3 5.27 ± 0.05 5.28 ± 0.05 ns 

 
a. Mid log cultures were suspended in sterile water to 105 UFC ml-1 and sonicated in an ice bath for 15 min 

using a Bransonic 1510 (Branson) ultrasonic cleaner. Plate counts were determined before and after the 

sonication treatment. 

b. ns, no significant difference in the viable counts before and after sonication at P = 0.01 according to 

paired t tests. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

 

Análisis de un grupo de genes para biosíntesis de LPS de R. tropici CIAT899 

 

Durante el estudio del loci afectado en la mutante CIAT899-E1 secuenciamos las 

regiones ubicadas inmediatamente corriente arriba del gen wzm y corriente abajo del gen 

wzt. Al analizar estas secuencias descubrimos que codificaban para ORFs cuyas 

funciones probables se relacionaban con biosíntesis de LPS. Muchas veces los genes que 

codifican para transportadores de antígeno O se encuentran agrupados con otros que 

también intervienen en la biosíntesis de este dominio del LPS (Samuel y Reeves, 2003). 

Por este motivo, decidimos seguir secuenciando el cósmido pCOS-E1 que complementó 

a la mutante CIAT899-E1 con la perspectiva de encontrar nuevos genes involucrados en 

la biosíntesis del antígeno O de R. tropici CIAT899. Para este fin diseñamos 

oligonucleótidos cebadores a partir de las secuencias que se iban obteniendo y así fuimos 

avanzando en la secuenciación (estrategia conocida en inglés como “primer-walking”). El 

programa GeneMark (Besemer y Borodovsky, 2005) se utilizó para predecir ORFs en la 

región secuenciada. BLASTX y BLASTP fueron utilizados para buscar secuencias 

similares en las bases de datos. Se identificaron dominios conservados mediante el 

servidor web InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/). El programa ClustalW 

v1.8 fue utilizado para alinear secuencias (Thompson et al., 1994). La localización 

subcelular se predijo mediante el programa PSORTb v.2.0.4 (Gardy et al., 2005) y los 

segmentos transmembranales se predijeron mediante el servidor web TMHMM v.2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk:80/services/TMHMM/). Se asignaron funciones probables a los 

ORFs en base a la similitud con proteínas de las bases de datos y a la presencia de 

dominios conservados. 

 

Se determinó la secuencia de un fragmento de 10,334 nucleótidos centrados en el gen 

wzt. Se identificaron 10 ORFs con funciones probables relacionadas con biosíntesis de 

polisacáridos de superficie, y dos remanentes de genes (Figura 1). Los elementos 

identificados se agruparon de acuerdo a su función y se describen a continuación. 

Neevia docConverter 5.1



 41

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1. Organización genética y probables funciones del grupo de genes para biosíntesis 
de LPS identificado en R. tropici CIAT899. 

 

Productos probables:  
orf1, acetiltransferasa (secuencia parcial) orf 5, glucosiltransferasa 
orf2, metiltransferasa orf 6, glucosiltransferasa 
orf3, epimerasa/deshidratasa de nucleotido azucar IS*, remanente de secuencia de inserción 
orf4, glucosiltransferasa tragG*, remanente de traG  
wzm, componente transmembranal de transportador ABC de antígeno O orfL, ligasa de antígeno O 
wzt, componente ATPasa de transportador ABC de antígeno O orf7, transferasa inicial para biosíntesis de antígeno O 

orf1 orf2 orf3 orf4 wzm wzt orf5                    orf6                      IS* traG* orfL                          orf7

1 kb

orf1 orf2 orf3 orf4 wzm wzt orf5                    orf6                      IS* traG* orfL                          orf7

1 kb
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Gen para la biosíntesis de un nucleótido-azúcar 

 

La secuencia de aminoácidos deducida del orf3 mostró similitudes con varios genes 

anotados como probables epimerasas o reductasas de nucleótido-azúcar (Tabla 1). Los 

nucleótido-azúcares actúan como donadores de los monosacáridos necesarios para la 

biosíntesis de polisacáridos. Para la síntesis de la unidad repetida del antígeno O de R. 

tropici CIAT899 se requieren los nucleótido-azúcares GDP-L-fucosa y GDP-6d-D-talosa 

(Gil-Serrano et al., 1995). El ORF3 no presentó similitudes significativas con las enzimas 

Gmer/Fcl y Gts/Tld requeridas para la síntesis de GDP-L-fucosa y GDP-6d-D-talosa, 

respectivamente (datos no mostrados), por lo que este ORF debe participar en la 

producción de otro azúcar activado requerido para la producción del antígeno O de R. 

tropici CIAT899. 

 

Genes para glucosiltransferasas 

 

Tres de los ORFs identificados (orf5, orf6 y orf7) codificaron para proteínas similares a 

probables glucosiltransferasas (GTs) (Tabla 1), sin embargo el bajo nivel de similitud con 

GTs caracterizadas experimentalmente no permitió asignar actividades específicas. 

Basándose en la información parcial que se tiene sobre la estructura del antígeno O de R. 

tropici CIAT899 (ver Tabla 2 en la pgna. 15) (Gil-Serrano et al., 1995), se puede predecir 

que se requieren al menos tres GTs para su biosíntesis, dos que retengan la configuración 

anomérica  del azúcar del donador y una GT inversora. En base a la presencia de 

dominios conservados, los ORF5 y ORF6 pueden ser asignados a la familia de 

transferasas GT2 (E = 4e-20 y 5e-28), y el ORF4 a la familia GT1 (E = 1.4e-19). Los 

miembros de ambas familias actúan por un mecanismo inversor (Coutinho et al., 2003). 

En consecuencia podemos predecir que faltan por descubrir al menos dos GTs que 

retengan la configuración anomérica, y que dos de los residuos de otros subdominios no 

caracterizados del antígeno O tendrán una configuración α. 
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Tabla 1. Similitud de los ORFs de R. tropici CIAT899 con proteínas de las bases de datos según el programa BLASTP 
 
ORF 
(aa) 

Proteína similara / Organismo Tamaño 
(aa) 

Producto I/Sb (%) E Número 
de acceso 

ORF1 RHE_CH00751 / Rhizobium etli CFN 42 214 probable O-acetiltransferase 48/63 4e-23 ABC89565 
(100) WcrU / Streptococcus pneumoniae Rose 204 probable acetiltransferasa 60/73 2e-13 CAI33514 
 Vat / Staphylococcus aureus 219 acetiltransferasa 58/74 3e-9 AAA26683 

ORF2 RHE_CH00752 / R. etli CFN42 286 probable metiltransferasea dependiente de SAM  36/51 7e-30 ABC89566 
(241) CpcM / Synechococcus sp. PCC 7002 399 metiltransferasa de ficobilina  33/42 3e-3 AAC14722 
 UbiG / Escherichia coli K-12 240 3-demetilubiquinona-9 3-metiltransferasa 28/43 3e-2 AAA24714 

ORF3 RHE_CH00760 / R. etli CFN42 302 probable epimerasa de nucleótido azúcar 30/50 3e-39 ABC89574 
(290) LipDig2 / Streptomyces aureofaciens Tu117 322 probable 4,6-deshidratasa 28/44 2e-24 ABB05098 
 ORF2 / R. etli KIM5s 272 probable dTDP-glucosa 4,6-deshidratasa 33/47 1e-23 AAD47914 

ORF4 RHE_CH00757 / R. etli CFN42 394 probable glucosiltransferasa 33/52 4e-48 ABC89571 
(380) RHE_CH00756 / R. etli CFN42 389 probable α-glucosiltransferasa 32/48 5e-43 ABC89570 
 ORF3 / R. etli KIM5S 235 probable α-glucosiltransferasa  37/56 6e-27 AAD47915 
 WbdP / Citrobacter freundii M1972 404 probable glucosiltransferasa 29/49 1e-20 AAV34498 

Wzm Wzm / Burkholderia pseudomallei ATCC23344 277 probable componente  membranal de transportador ABC-2 35/58 4e-38 AAK27395 
(276) Wzm / Serratia marcescens N28b 277 probable componente  membranal de transportador ABC-2 38/59 4e-38 AAC00181 
 Wzm / Klebsiella pneumoniae  probable componente  membranal de transportador ABC-2 37/59 4e-37 AAN06492 

Wzt Wzt / Geobacillus stearothermophilus NRS2004/3a 409 ATPasa de probable transportador ABC 53/71 2e-69 AAR99607 
(452) Wzt / Raoultella terrigena ATCC 33257 442 probable ATPasa de transportador ABC 37/53 3e-67 AAQ82930 
 Wzt / Klebsiella pneumoniae 440 transportador ABC-2, proteína ATPasa 51/65 2e-66 AAN06493 

ORF5 RHE_CH00761 / R etli CFN42 286 probable β-glucosiltransferasa 45/60 4e-62 ABC89575 
(301) ORF4 / R. etli KIM5S 276 probable β-glucosiltransferasa 32/51 1e-18 AAD47916 
 WbyL / Yersinia pseudotuberculosis pa3606 247 proteína parecida a glucosiltransferasa 29/51 2e-15 CAB63303 

ORF6 WbdL / Salmonella enterica Adelaide 297 probable β-glucosiltransferasa 34/54 4e-20 AAK83018 
(287) ORF4 / R. etli KIM5S 276 probable β-glucosiltransferasa 32/47 1e-19 AAD47916 
 WbdL / E. coli Stole W 297 probable glucosiltransferasa 32/55 3e-18 AAD46731 
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Tabla 1. Continuación. 
 
ORF 
(aa) 

Proteína similara / Organismo Tamaño 
(aa) 

Producto I/Sb (%) E Número 
de acceso 

ORFL Waa* / Brucella abortus 2308 703 glucosiltransferasa 33/51 4e-51 CAD20562 
(469) WaaL / Vibrio cholerae V194 403 ligasa de antígeno O 33/48 4e-2 AAL77359 

ORF7 Lpsβ1 / R. etli CFN42 188 probable galactosil transferasa 72/84 1e-72 ABC93045 
(197) WbqP / Caulobacter crescentus CB15 186 probable galactosil transferasa 63/76 4e-58 DAA00349 
 CpsF / Streptococcus iniae 200 probable glucosiltransferasa 53/70 1e-48 AAY17298 
 Cap1N / Staphylococcus aureus M 185 proteína para síntesis de capsula tipo 8 49/70 1e-44 AAL26667 

 
a Se muestran solo las 3 o 4 proteínas más similares que han sido caracterizada experimentalmente o que forman parte de grupos de genes asignados a alguna función conocida. 
b (I)dentidad y (S)similitud entre las secuencias de aminoácidos. 
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El producto del orf7 fue similar a CpsF/Cps9F y a Cap1N de Streptococcus spp. y 

Staphylococcus aureus, respectivamente (Table 1). Estas enzimas realizan la reacción 

inicial durante la síntesis de polisacáridos capsulares (CPS). Esta reacción ocurre en el 

lado citoplasmático de la membrana interna y consiste en la transferencia de un azúcar 

fosfato desde un donador nucleótido-azúcar hacia un acarreador lipídico de tipo 

poliisoprenoide (Bentley et al., 2006). Posteriormente, la cadena de polisacárido va 

siendo ensamblada sobre este residuo glucosídico inicial. CpsF, Cps9F, Cap1N y el 

ORF7 contienen el dominio conservado WcaJ que esta presente en una familia de 

proteínas cuyos miembros llevan a cabo las reacciones iniciales durante la biosíntesis de 

CPS, exopolisacáridos y del antígeno O del LPS (Raetz y Whitfield, 2002; Valvano, 

2003). Se predice que el ORF7 es una proteína de membrana interna (PSORTb score = 

9.82) con un segmento transmembranal cerca al extremo amino (aminoácidos 15-35) lo 

que concuerda con las características de las proteínas de la familia WcaJ (Valvano, 2003). 

En vista de esto, proponemos que el ORF7 podría actuar como la transferasa inicial 

durante la biosíntesis del antígeno O de R. tropici CIAT899. Previamente hemos sugerido 

que la acetilquinovosamina sintetizada por Lpsβ2 podría ser este residuo inicial (Ormeño-

Orrillo et al., 2008). La secuencia del ORF7 presenta una alta identidad con Lpsβ1 de R. 

etli CFN42 (Tabla 1) lo que podría sugerir que ambas cepas comparten la reacción inicial 

durante la biosíntesis de antígeno O. 

 

Genes para otras clases de transferasas 

 

Dos de los ORFs identificados pueden estar involucrados en añadir grupos alifáticos al 

LPS de R. tropici CIAT899. El producto del orf2 presenta el dominio conservado 

Methyltransf_11 (PF08241) (E = 6e-18), y mostró similitud baja con varias probables 

metiltranferasas (Tabla 1). Entre esas metiltranferasas, la proteína RHE_CH00752 de R. 

etli CFN42 es necesaria para la biosíntesis del antígeno O (Lerouge et al., 2003). No se 

han descrito metilaciones en la unidad repetida del antígeno O de R. tropici CIAT899 

pero estas decoraciones podrían estar presentes en algún otro de los probables 

subdominios no caracterizados del antígeno O. 
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El primer ORF del grupo fue parcialmente secuenciado pero en él se logró identificar el 

dominio conservado Hexapep (PF00132) (E = 8e-5). Este dominio esta presente en una 

gran diversidad de transferasas de grupos acilo (Raetz y Roderick, 1995). El producto 

deducido del orf1 fue similar a probables acetiltransferasas descritas en varios grupos de 

genes para la biosíntesis de polisacáridos de superficie (Tabla 1), incluyendo 

RHE_CH00751 de R. etli CFN42 que es indispensable para la producción del antígeno O 

de esta cepa (Lerouge et al., 2003). El producto del orf1 podría ser el gen responsable de 

las acetilaciones en los residuos de 6d-D-talosa reportadas para el antígeno O de R. 

tropici CIAT899 (Gil-Serrano et al., 1995). 

 

Genes para el procesamiento del antígeno O 

 

Como hemos mencionado, el locus que estamos describiendo se descubrió en la vecindad 

del gen wzt. Una mutación en este gen causó un fenotipo de LPS sin antígeno O lo que 

concuerda con su probable función como el componente con actividad ATPasa de un 

transportador ABC de antígeno O (Ormeño-Orrillo et al., 2008). Corriente arriba de wzt 

encontramos a wzm, el probable componente transmembranal del transportador (Tabla 1). 

Esta clase de genes también se han descrito en R. etli CFN42 (Lerouge et al., 2001) por lo 

que nos preguntamos si podría darse una complementación funcional con el transportador 

de R. tropici CIAT899. Con este fin clonamos los genes wzm-wzt de R. tropici CIAT899 

bajo el control de un promotor constitutivo en el plásmido pFAJ1708. Los genes wzm-wzt 

de R. etli CFN42 clonados en el mismo vector y la mutante FAJ1200 (wzm::mTn5) 

fueron proporcionados por Jos Vanderleyden (Lerouge et al., 2001). Introdujimos los 

plásmidos en las mutantes FAJ1200 y CIAT899-E1 (wzt::mTn5) mediante cruzas 

triparentales, y verificamos la complementación mediante la perdida del fenotipo de 

autoaglutinación (Ormeño-Orrillo et al., 2008). Los genes de CIAT899 y CFN42 

complementaron a las respectivas mutantes, sin embargo no se observó complementación 

heteróloga. Estos resultados indican que los transportadores son específicos para la 

estructura del antígeno O. 
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En la región ubicada corriente abajo del orf7 se predijo un orf que codifica para una 

probable proteína hidrofóbica localizada en la membrana interna (PSORTb score = 10). 

La secuencia de aminoácidos predicha fue similar a un grupo de proteínas de Brucella  

spp. (Tabla 1). El homólogo de B. abortus 2308 ha sido anotado como una GT debido a 

que una mutante en ese gen produjo un oligosacárido núcleo (ON) alterado y a que la 

secuencia presentó el dominio conservado Glycosyl_transf_25 (Monreal et al., 2003). El 

gen de B. abortus es de 2112 nt y parece corresponder a una fusión entre un gen que 

codifica para un GT y otro no caracterizado. La región de homología entre el orf de R. 

tropici y el de Brucella comprende la región no caracterizada del gen de Brucella, por lo 

que no podemos establecer una relación directa entre las funciones de ambos. 

 

La siguiente proteína caracterizada más similar al ORF de R. tropici fue la ligasa de 

antígeno O de Vibrio cholerae V194 (Tabla 1) (Schild et al., 2005). Las ligasas de 

antígeno O, codificadas por genes denominados waaL, son proteínas de membrana que 

realizan el ultimo paso en el procesamiento del antígeno O, su unión al lípido A - ON 

para completar la molécula de LPS (Whitfield et al., 1997). Estas proteínas presentan baja 

similitud en sus secuencias pero conservan una topología similar con 8-12 segmentos 

transmembranales y una asa periplasmática relativamente larga (Heinrichs et al., 1998; 

Abeyrathne et al., 2005). La secuencia del ORF de R. tropici presento muy baja identidad 

global con ligasas de antígeno O (rango = 8-11%) pero observamos una gran similitud al 

comparar su perfil de hidrofobicidad con el de WaaL de V. cholerae V194 (Fig. 2) lo que 

sugiere una topología similar. La topología predicha para el ORF de R. tropici fue 

consistente con la esperada para una ligasa de antígeno O revelando 12 segmentos 

transmembranales, extremos amino y carboxilo ubicados en el citoplasma y una asa 

periplasmática de 100 aminoácidos de largo ubicada entre los segmentos 

transmembranales 9 y 10 (Fig. 3A). Así mismo, se identificaron el dominio conservado 

PF04932 y el motivo HX10G, ambos relacionados con ligasas de antígeno O (Fig. 3B) 

(Schild et al., 2005). Nombramos provisionalmente a este orf como orfL. Su 

caracterización está en progreso.  
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Fig. 2. Comparación ente los perfiles de hidrofobicidad del OrfL de R. tropici CIAT899 

y WaaL de V. cholerae V194 
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Fig. 3. Representación esquemática del OrfL de R. tropici CIAT899 indicando los 
probables segmentos transmembranales en gris oscuro y la posición del dominio 

conservado PF04932 (A). Alineamiento del dominio conservado entre el OrfL y varias 
ligasas de antígeno O señalando el motivo conservado HX10G (B). 
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Remanentes de genes 

 

Se encontraron remanentes de genes en la región intergénica (IGS) de 913 pb entre el 

orf6 y orfL. La búsqueda con el programa BLASTX en la base de datos de secuencia de 

inserción (IS) (http://www-is.biotoul.fr/) reveló similitudes con fragmentos de las 

transposasas de las ISRm10-1 e ISRm10 de S. meliloti 2011 y S. meliloti BE31CC, 

respectivamente (Fig 1). Las regiones de homología se encontraron en los tres marcos de 

lectura lo que indicó la presencia de mutaciones y, por lo tanto, de una transposasa no 

funcional. Adicionalmente, se identificó una región similar a un fragmento interno de 

traG luego de los remanentes de la transposasa (Fig. 1). La presencia de ISs completas o 

inactivas, y de remanentes de genes, es común en los grupos de genes para biosíntesis de 

polisacáridos (Bentley et al., 2006). Se ha especulado que esto refleja la dinámica 

evolución de estos loci que está en parte mediada por elementos genéticos móviles 

(Aanensen et al., 2007). 

 

Se ha observado en muchas bacterias que el contenido de G+C de los regiones genéticas 

para biosíntesis de LPS y de otros polisacáridos es comúnmente menor que el contenido 

global del genoma. Esta diferencia es interpretada frecuentemente como evidencia de un 

origen externo a través de fenómenos de transferencia lateral (Raetz y Whitfield, 2002). 

Fue interesante observar que los contenidos de G+C de los genes de R. tropici ubicados 

corriente arriba del remanente de la transposasa fueron mas bajos que el promedio de 

59% en CIAT899, mientras que los genes corriente abajo tuvieron valores más cercanos 

al promedio. 
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CONCLUSIONES 
 

 

Identificamos tres loci involucrados en la biosíntesis de lipopolisacáridos (LPS). Los tres 

loci son requeridos para la síntesis del antígeno O, y al parecer uno de ellos es necesario 

además para la síntesis del oligosacárido nucleo. Este es el primer reporte sobre genes 

para biosíntesis de LPS en R. tropici CIAT899. 

 

En uno de los locus identificamos dos ORFs homólogos a los genes wzm y wzt que 

codifican para los componentes de un transportador ABC de antígeno O. Este es el 

segundo reporte en rizobios de este tipo de transportador después del descrito en R. etli 

CFN42 (Lerouge et al., 2001). En enterobacterias se ha reportado otro sistema de 

transporte para el movimiento del antígeno O de la cara interna a la externa de la 

membrana citoplasmática que depende de una flipasa codificada por el gen wzx (Raetz y 

Whitfield, 2002). En la secuencia del genoma de R. leguminosarum 3841 hemos 

identificado un homólogo a wzx entre un grupo de genes que se presume es necesario 

para la biosíntesis del antígeno O. Por lo tanto el sistema de transporte dependiente de 

wzm-wzt parece no ser el único presente en el género Rhizobium. 

 

Los experimentos de complementación heteróloga que realizamos entre los genes wzm-

wzt de R. tropici CIAT899 y R. etli CFN42 sugieren que los transportadores son 

específicos para la estructura del antígeno O, y que ambos componentes contribuyen a 

esta especificidad. La primera observación concuerda con lo reportado para este tipo de 

transportadores, sin embargo en E. coli O8 y 09 se ha demostrado que Wzt es el 

componente que brinda la especificidad al transporte (Cuthbertson et al., 2005). Más 

experimentos serán necesarios para comprobar esta diferencia entre los transportadores 

de Rhizobium y E. coli. 

 

El análisis del segundo locus de R. tropici CIAT899 reveló inesperadamente un 

homólogo del gen lpsβ2 de R. etli CFN42. El locus lpsβ, compuesto por los genes lpsβ1 y 

lpsβ2, no había sido detectado en R. tropici en experimentos de hibridación realizadas 
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bajo condiciones estrictas (García-de los Santos y Brom, 1997). Sin embargo, aquí 

observamos que el nivel de identidad entre los genes lpsβ2 de R. etli CFN42 y R. tropici 

CIAT899 es suficientemente alto como para que sus productos puedan realizar la misma 

función como lo indicó la complementación de una mutación en el gen de R. tropici por 

el homólogo de R. etli. Además, determinamos que la mutante de R. tropici también fue 

complementada por el gen wbpM de P. aeruginosa PAO1, lo que indica que el producto 

de lpsβ2 esta involucrado en la biosíntesis de UDP-D-acetilquinovosamina (Creuzenet y 

Lam, 2001). Este es la primera evidencia de una posible función específica de lpsβ2. Es 

probable que D-acetilquinovosamina sea es un monosacárido común en los LPS de R. etli 

y R. leguminosarum dado que el locus lpsβ ha sido detectado en muchas cepas de esas 

especies (García-de los Santos y Brom, 1997). 

 

El tercer locus correspondió al gen noeJ. Debido a la similitud entre la secuencia del 

producto de este gen y las enzimas conocidas como fosfomanosa isomerasas de tipo II, y 

a la complementación funcional de una mutante por el gen algA de P. aeruginosa 

concluimos que noeJ de R. tropici esta implicado en la biosíntesis de GDP-D-manosa. El 

perfil de LPS sugirió que la mutante noeJ produce un oligosacárido núcleo incompleto 

por lo que manosa o algún monosacárido derivado de manosa deber ser un componente 

del oligosacárido núcleo de R. tropici CIAT899. Se ha reportado que manosa es muy 

común en los oligosacáridos núcleo de rizobios (Kannenberg et al., 1998). Las moléculas 

de LPS producidas por la mutante noeJ tampoco presentaron antígeno O. La mutación en 

noeJ impediría la producción de antígeno O ya que GDP-D-manosa es el precursor para 

la síntesis de GDP-L-fucosa y GDP-6d-D-talosa que actúan como donadores de la L-

fucosa y 6d-D-talosa reportadas como componentes del antígeno O de R. tropici 

CIAT899 (Gil-Serrano et al., 1995; Maki y Renkonen, 2004). Aun cuando esta mutante 

fuera capaz de sintetizar antígeno O, es probable que el oligosacárido núcleo alterado no 

pueda actuar como aceptor del antígeno O. 

 

Descubrimos un grupo de genes para biosíntesis de LPS al secuenciar la vecindad del 

locus wzm-wzt. Hemos determinado la secuencia de una región de 10.3 kb pero al parecer 

el grupo de genes se extiende aun más. Al analizar la secuencia de los productos de estos 
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genes, encontramos algunos con funciones probables que no habían sido descritas en 

rizobios como una transferasa inicial para la biosíntesis de antígeno O, y una ligasa de 

antígeno O. 

 

El gen para la probable transferasa inicial es un homólogo a lpsβ1 de R. etli CFN42 

(García-de los Santos y Brom, 1997). Este último gen no ha sido caracterizado 

experimentalmente mediante mutación pero las evidencias reportadas indican que es 

necesario para la biosíntesis de LPS. La alta similitud entre Lpsβ1 de CIAT899 y CFN42 

sugiere que ambos genes catalizan la misma reacción inicial durante la biosíntesis del 

antígeno O. Esta reacción podría ser muy general en algunas especies de Rhizobium en 

vista de que el locus lpsβ está conservado en varias cepas de R. etli y R. leguminosarum 

(García-de los Santos y Brom, 1997; Vinuesa et al., 1999). 

 

En R. etli CFN42 los genes lpsβ1 y lpsβ2 son contiguos. Esta organización parece estar 

conservada en varias cepas de R. etli y R. leguminosarum (García-de los Santos y Brom, 

1997). Por el contrario, en R. tropici CIAT899 estos genes no son contiguos, y lo mismo 

ha sido reportado para la cepa KIM5s de R. etli (Vinuesa et al., 1999). Aun cuando los 

genes lpsβ1 y lpsβ2 no siempre son contiguos, creemos que si están ligados 

funcionalmente. Nuestra hipótesis es que Lpsβ2 participa en la biosíntesis de la UDP-D-

acetilquinovosamina que luego es usada por Lpsβ1 como donador para transferir la D-

acetilquinovosamina a un acarreador lipídico en el primer paso de la biosíntesis del 

antígeno O. 

 

Al estudiar los genes para biosíntesis de LPS en Rhizobium se revelan diferencias en la 

organización genética en comparación a los grupos de genes descritos en 

Enterobacteriaceae. En E. coli, Salmonella, Klebsiella y géneros relacionados, los genes 

para biosíntesis de antígeno O casi siempre se encuentran asociados en un grupo único, y 

lo mismo sucede con los genes para el ensamblaje del oligosacárido núcleo (Raetz y 

Whitfield, 2002; Samuel y Reeves, 2003). Por el contrario, en R. etli CFN42 se han 

descrito cuatro diferentes loci, α, β, ε y lps166, involucrados en la síntesis del antígeno O 

(García-de los Santos y Brom, 1997; Noel y Duelli, 2000). En R. tropici observamos una 
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situación similar, con dos regiones distintas para la biosíntesis del antígeno O, la 

correspondiente al locus wzm-wzt y otra conteniendo el gen lpsβ2. En R. leguminosarum 

y R. etli, al menos dos regiones, denominadas ε y γ, contienen genes para la biosíntesis 

del ON (Noel y Duelli, 2000). En consecuencia, la organización parece ser más laxa en 

Rhizobium, con varios genes individuales o grupo de genes distribuidos en el genoma. 

Aun así, existe al menos una región relativamente grande en el genoma de Rhizobium que 

contiene varios genes para la biosíntesis de antígeno O. Esta región corresponde al locus 

lpsα descrito en R. etli CFN42, a otra región aún no caracterizada en el cromosoma de R. 

leguminosarum 3841 (Young et al., 2006), y, presumiblemente, al locus que hemos 

identificado en la vecindad de wzm-wzt en R. tropici CIAT899. 

 

Las mutantes LPS de R. tropici CIAT899 presentaron fenotipos simbióticos similares a 

los descritos para mutantes equivalentes de R. etli CFN42 (Noel y Duelli, 2000). La 

estructura del antígeno O de R. tropici CIAT899 es diferente a la de R. etli CFN42, y 

existe evidencia serológica de que el oligosacárido núcleo también es diferente (Lucas et 

al., 1996; Ormeño-Orrillo, 2005). En conjunto estos datos indican que, en el caso de la 

asociación con frijol, el antígeno O y quizás el oligosacárido núcleo cumplen funciones 

que no dependen de una estructura particular. Estas funciones podrían ser enmascarar 

otros componentes que afecten negativamente la simbiosis o actuar como barrera 

protectora frente a las fitoalexinas u otros compuestos antimicrobianos del frijol. 

 

Las mutaciones en los genes de biosíntesis de LPS afectaron negativamente la capacidad 

de R. tropici CIAT899 de colonizar la rizósfera-rizoplano y el interior de la raíz de maíz. 

Nuestros resultados representan el primer reporte de algún determinante molecular 

necesario para la interacción de un rizobio con una planta no leguminosa. Si bien ya 

existían reportes acerca de la influencia negativa de defectos en los LPS sobre la 

habilidad de colonización rizosférica y endofítica de otras bacterias, en ninguno de dichos 

estudios se obtuvieron evidencias sobre la función de los LPS en esta clase de 

interacción. Ello debido probablemente a la complicación de que las mutaciones en genes 

para biosíntesis de LPS producen efectos pleiotrópicos que pueden afectar negativamente 

la colonización (Lugtenberg et al., 2001). En nuestro caso, tomamos ventaja de que las 
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mutantes mostraron diferencias en dichos efectos pleiotrópicos y diferencias en su 

habilidad de colonización, y así pudimos concluir que los efectos pleiotrópicos no 

explicaban por completo los fenotipos de colonización. Sin embargo, los fenotipos de 

colonización fueron congruentes cuando consideramos además un rol directo de los LPS 

como barrera protectora frente a compuestos antimicrobianos lipofílicos producidos por 

el maíz. 

 

Es importante resaltar que, aun cuando presentaron menor competitividad y colonización 

que la silvestre, las mutantes con defectos en los LPS fueron capaces de colonizar la 

rizósfera-rizoplano y el interior de la raíz en números altos. Resulta evidente que una 

colonización exitosa de la rizósfera y de la raíz depende del efecto aditivo de muchos 

factores de la bacteria (Latour et al., 2004), siendo los LPS sólo uno más de ellos. 
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PERSPECTIVAS 

 

 

Realizar un análisis funcional del gen que codifica para la probable ligasa de antígeno O 

identificado en R. tropici CIAT899 mediante la evaluación del efecto de una mutación 

dirigida sobre la síntesis de moléculas de LPS con antígeno O. 

 

Completar la secuencia del grupo de genes para biosíntesis de LPS identificado en R. 

tropici CIAT899 para compararlo con regiones presumiblemente similares identificadas 

en R. etli CFN42, R. leguminosarum 3841 y otras bacterias. 
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Apéndice. Lista de cepas bacterianas y plásmidos utilizados en este estudio. 
 
 

Cepas o plásmidos Características relevantesa Referencia 

Cepas   

Rhizobium tropici 
CIAT899 

Cepa silvestre, Nalr, sLPS+, Nod+ Fix+ en frijol común Martínez-Romero et al., 
1991 

R. tropici CIAT899cp Derivada Captanr de CIAT899, sLPS+, Nod+ Fix+ en frijol común Este estudio 
R. tropici CIAT899-E1 Mutante wzt::mTn5 de CIAT899cp, sLPS-, Ndv-, Fix- en frijol común Este estudio 
R. tropici CIAT899-E2 Mutante lpsβ2::mTn5 de CIAT899cp, sLPS-, Ndv-, Fix- en frijol común Este estudio 
R. tropici CIAT899-E3 Mutante noeJ::mTn5 de CIAT899cp, sLPS-, Nod- en frijol común Este estudio 
R. etli CFN42 Cepa silvestre, Nalr, sLPS+, Nod+ Fix+ en frijol común Segovia et al., 1993 
R. etli FAJ1200 Mutante wzt::mTn5 de CFN42, sLPS-, Ndv-, Fix- en frijol común Lerouge et al., 2001 
Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 
Cepa silvestre, serotipo O5 Creuzenet y Lam, 2001 

Escherichia coli Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139 Δ(araleu) 
7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

Invitrogen 

Plásmidos   

pCR4-TOPO Vector para clonación TA, Kmr, Cbr, usado aquí como vector 
intermediario 

Invitrogen 

pRK2013 Plásmido helper para cruzas triparentales Ditta et al., 1980 
pBBRMCS-5 Vector de amplio rango de hospederos, Gmr Kovach et al., 1995 
pFAJ1708 Vector de amplio rango de hospederos, Tcr Dombrecht et al., 2001 
pAGS10 lpsβ1- lpsβ2 de R. etli CFN42 en pRK7813 García-de los Santos y 

Brom, 1997 
pFAJ1248 wzm-wzt de R. etli CFN42 en pFAJ1708 Lerouge et al., 2001 
pERN-E1 Fragmento 5’ de wzt y región corriente arriba, obtenido de CIAT899-

E1 mediante rescate de replicón  
Este estudio 

pERN-E2 Fragmento 5’ de lpsβ2 y región corriente arriba, obtenido de CIAT899-
E2 mediante rescate de replicón 

Este estudio 

pERN-E3 Fragmento 3’ de noeJ y región corriente abajo, obtenido de CIAT899-
E3 mediante rescate de replicón 

Este estudio 

pCOS899-E1 Cósmido que complementa a la mutante CIAT899-E1, Tcr Este estudio 
pCOS899-E2 Cósmido que complementa a la mutante CIAT899-E2, Tcr Este estudio 
pCOS899-E3 Cósmido que complementa a la mutante CIAT899-E3, Tcr Este estudio 
pERN-T2 wzm-wzt de CIAT899 en pCR4-TOPO Este estudio 
pERN-T4 wzt de CIAT899 en pCR4-TOPO Este estudio 
pERN-T5 lpsβ2 de R. etli CFN42 en pCR4-TOPO Este estudio 
pERN-T6 algA de P. aeruginosa PAO1 en pCR4-TOPO Este estudio 
pERN-T7 wbpM de P. aeruginosa PAO1 en pCR4-TOPO Este estudio 
pERN-F5 wzm-wzt de CIAT899 en pFAJ1708 Este estudio 
pERN-B5 wzt de CIAT899 en pBBRMCS-5 Este estudio 
pERN-B2 lpsβ2 de R. etli CFN42 en pBBRMCS-5 Este estudio 
pERN-B3 algA de P. aeruginosa PAO1 en pBBRMCS-5 Este estudio 
pERN-B9 wbpM de P. aeruginosa PAO1 en pBBRMCS-5 Este estudio 

 
a. sLPS, LPS liso; rLPS, LPS rugoso 
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