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RESUMEN

Los rizobios son bacterias Gram negativas que establecen relaciones simbidticas con
plantas leguminosas en la cual fijan nitrogeno atmosférico y se lo proporcionan a la
planta. El frijol comun (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 acidos donde
otros rizobios no prosperan. Los polisacaridos de superficie de los rizobios son
determinantes moleculares necesarios para el establecimiento de una simbiosis exitosa.
Entre ellos, los lipopolisacaridos (LPS) son considerados cruciales para las simbiosis
entre los rizobios y aquellas leguminosas como el frijol que forman nddulos de tipo
determinado. Las investigaciones sobre la genética de la biosintesis de LPS en los
rizobios del frijol se han enfocado en una sola cepa, R. et/i CFN42. En este trabajo
presentamos la caracterizacion de tres loci involucrados en la biosintesis de LPS en R.
tropici CIAT899. Los loci fueron identificados a través del analisis de mutantes obtenidas
por inserciéon de un transposon. Los genes identificados codifican para los siguientes
productos probables: el componente con actividad ATPasa de un transportador ABC de
antigeno O (wzf), una deshidratasa de nucleotido azucar (/psf2), y una enzima que
produce GDP-D-manosa (noeJ). Corriente arriba de wzt se encontré6 el componente
transmembranal del transportador (wzm). Los genes wzt y wzm genes presentaron baja
similitud con sus homoélogos en R. etli CFN42 y no se observd complementacion
funcional entre ellos. El gen /psf2 presentd inesperadamente una alta similitud con el
homologo de R. etli CFN42 y los experimentos de complementacion demostraron que se
trata de ortdlogos. Por otro lado, se observd complementacion funcional entre /ps/2 de R.
tropici y el gen wbpM de P. aeruginosa lo que indicd que Ipsf2 esta implicado en la
biosintesis de D-acetilquinovosamina. Las mutaciones en wzt y Ipsf2 provocaron la
produccion de moléculas de LPS sin el dominio distal conocido como antigeno O. En la
mutante noeJ se observd una banda de LPS rugoso con migracion electroforética
diferente a la de la cepa parental lo que sugirié que el dominio del LPS conocido como

oligosacarido ntucleo estaba truncado. Como se esperaba, la simbiosis con frijol se vio



afectaba, produciéndose solo pseudonoddulos Fix™ con las mutantes wzt y Ipsf2, y ningiin
nddulo con la mutante noeJ. Ademas de asociarse con frijol, R. tropici CIAT899 es capaz
de proliferar en la rizosfera y el interior de la raiz de maiz 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 colonizacion. Al considerar
tanto los efectos pleiotropicos como los directos de las mutaciones encontramos
evidencias que los LPS juegan un rol protector frente a los compuestos antimicrobianos
producidos por el maiz. Finalmente, al secuenciar las zonas aledafias al locus wzt
descubrimos un grupo de genes para la biosintesis de LPS. Algunos de estos genes
codifican para productos probables ain no descritos en rizobios como la transferasa
inicial requerida para la biosintesis del antigeno O, y la ligasa que realiza la reaccion final

en el procesamiento del antigeno O.



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. et/i 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 (wzf), a nucleotide sugar dehydratase (/psf2), 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 Ipsf2 gene showed high similarity to the R. etli CFN42
homolog and was complemented by it. Additionally, the functional complementation of
Ips B2 by the P. aeruginosa wbpM gene suggested that the R. tropici Ips32 gene product is
involved in D-acetylquinovosamine biosynthesis. Mutations in wz¢ and /psf2 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 /psf2 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



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.



INTRODUCCION

Rizobio es el nombre comin con el que se conocen a aquellas bacterias Gram
negativas de la division Proteobacteria que pueden establecer simbiosis mutualistas con
plantas leguminosas. Los rizobios invaden las raices (en algunos casos los tallos),
inducen la formacion de hipertrofias denominadas nédulos y colonizan el interior de las
células de estos nodulos. Las bacterias sufren un proceso de diferenciacion y, entre otros,
expresan los genes necesarios para sintetizar la enzima nitrogenasa gracias a la cual
pueden fijar nitrogeno atmosférico para proporciondrselo a su planta hospedera. La
asociacion rizobio-leguminosa es estudiada principalmente debido a la aplicacion
agronomica que se le puede dar para reducir o eliminar la necesidad de fertilizacién

quimica 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; Ormeno-Orrillo et al., 2006). Esta preferencia
por Bradyrhizobium parece ser la caracteristica ancestral del género Phaseolus, y es
compartida con muchas leguminosas de origen tropical o subtropical (Parker, 2002;
Ormefio-Orrillo et al., en preparacion). Por el contrario, del frijol comin (P. vulgaris) y
del ayocote (P. coccineus) se obtienen principalmente cepas de crecimiento rapido del
género Rhizobium. Cuando el frijol comun 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 4cidos tropicales, otra
especie, R. tropici, se convierte en el simbionte mayoritario (Martinez-Romero, 2003). R.
tropici CIAT899 es la cepa tipo de esta ultima especie (Martinez-Romero et al., 1991).
Esta cepa tiene muchas caracteristicas interesantes como el ser tolerante a acidez, altas
temperaturas, salinidad y altas concentraciones de metales pesados (Graham et al., 1994;

Martinez-Romero et al., 1991; Riccillo et al., 2000; Nogales et al., 2002).



Los lipopolisacaridos (LPS) son glucolipidos que constituyen el componente
mayoritario de la monocapa expuesta de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas. Dada su localizacion, los LPS intervienen en la interaccion con el
medioambiente y posibles hospederos eucariontes. Los LPS son importantes factores de
virulencia de las bacterias patogenas 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 interaccion 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 varian desde la completa ausencia de nodulacion en la
planta o la formacion de nodulos con morfologias 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 diferenciacion del rizobio dentro de la célula hospedera
y menores tasas de fijaciéon de nitrogeno como se ha reportado para Sinorhizobium
meliloti en asociacion con alfalfa (Medicago sativa) (Campbell et al., 2002; Campbell et
al., 2003). Los fenotipos simbidticos varian de acuerdo a la pareja de simbiontes, asi que
es muy probable que los LPS cumplan diferentes funciones segliin 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 sefial de comunicacién 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 algin rol especifico. La evidencia con mayor peso ha sido
presentada recientemente en el caso de S. meliloti cuyos LPS pueden suprimir la
expresion de genes relacionados a respuestas de defensa en Medicago truncatula

(Tellstroem et al., 2007).



Si bien no se han establecido roles especificos para los LPS en la mayoria de las
simbiosis analizadas, ain se considera que el estudio de la genética y biosintesis 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 sélo en la cepa
R. etli CFN42. Es posible que se puedan lograr avances en el entendimiento de la funcion
de los LPS al comparar la informacion disponible sobre R. et/i 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 biosintesis de LPS en R. tropici CIAT899.

Los rizobios no sélo interactiian con leguminosas sino que pueden proliferar en la
rizosfera y rizoplano de otras plantas promoviendo su crecimiento, € incluso comportarse
como endofitos, es decir colonizadores del interior de la planta. Esta faceta de los
rizobios ha sido muy poco estudiada en comparacion a su interaccion con leguminosas y
no se conocen los mecanismos moleculares que participan en ella. Recientemente se
demostré en nuestro laboratorio que R. tropici CIAT899 es un endofito competitivo de
maiz (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2004). En otras bacterias se ha observado que los
LPS son importantes para la colonizacion de la rizosfera y del interior de la raiz, sin
embargo no se ha establecido el rol de los LPS en este tipo de interaccion (Dekkers et al.,
1998). Asi, vislumbramos la posibilidad de estudiar no solo la genética de biosintesis de
LPS en CIAT899 sino también explorar el papel de los LPS de este rizobio durante la

colonizacion de maiz.
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Articulo de revision:

“Lipopolisacaridos de Rhizobiaceae: estructura y biosintesis”
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RESUMEN. Los lipopolisacdridos (LPS) son componentes mayori-
tarios de la membrana externa de las eélulas Gram negativas y, por
su ubicaeion, son importantes mediadores de las interaceiones entre
estas bacterias con su medio ambiente v otros organismos. La fami-
lia Rhizobiaceae de las c-Proteobacterias incluye a los rhizobia y
agrobacterias, microorganismos que establecen relaciones simbioti-
cas o parasiticas con plantas. Mutantes deficientes en la biosintesis
de LPS muestran interacciones andémalas con sus hospederos. La
importaneia agrondmica de la interaccidn entre los rhizobia y agro-
bacterias con las plantas ha promovido un gran nimero de estudios
sobre los LPS de estas bacterias. En los ultimos afios se han deter-
minado las estructuras completas de uno o varios de los dominios
de los LPS de Rhizobiaceae. Asimismo, se han realizado importan-
tes avances en la determinacién de pasos metabolicos para la biosin-
tesis de los LPS en estas bacterias. En esta revisién se proporciona
un panorama general sobre la estructura y biosintesis de los LPS en
Rhizobium, Sinorhizebium y Agrobacterium, enfatizando los avan-
ces mds recientes en el drea.

Palabras clave: Lipopolisacdridos, Rhizobiaceae, biosintesis, mi-
croorganismos.

INTRODUCCION

Todas las células poseen una membrana citoplasmatica
compuesta de una bicapa de fosfolipidos que delimita el
interior celular. Adicionalmente a esta “frontera”, un grupo
de bacterias, denominadas Gram negativas, evolucionaron
desarrollando una segunda membrana exterior a la cito-
plasmatica (Fig. 1). Esta membrana externa tiene una con-

ABREVIATURAS IManNAc, acetimanosamina
GalA, acido galacturdnico
Glc, glucosa GleA, acido glucurénico
Gal, galactosa Kdo, acido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octu-
Ram, ramnosa losonice
Fuc, fucosa DHA, acido 3-desox-2-heptulosanico
Ara, arabinosa LPS, lipopolisacando
Man, manosa SDS-PAGE, electroforesis en geles de poliac-

nlamida con dodecilsulfato de sodio
ACP, proteina acarmeadora de grupos acilos
27-0H C28:0, acido 27 hidroxioctacosanoico
ON, oligosacando nicleo
ORF, marco abierto de lectura

idTal, 6-desoxi-talosa

GlcN, glucosamina

GIcNAC, acefilglucosamina
GlcNato, GleNato

QuiNAc, acefilquinovosamina

* Cenfro de Ciencias Gendmicas, Universidad Macional Autonoma de México.
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Lipopolisacaridos de Rhizobiaceae:
estructura y biosintesis

ABSTRACT. The lipopolysaccharides (LPS) are major components
of the outer membrane of Gram negative bacteria and. because of
their location, are important mediators in the interaction between
these bacteria and their environment and other organisms. The
a-Proteobacterial family Rhizobiaceae includes the rhizobia and
agrobacteria, microorganisms which establish symbiotic or parasitic
relationships with plants. Mutants deficient in LPS biosynthesis
show anomalous interactions with their hosts. The agronomical
relevance of the relationship between rhizobia and agrobacteria
with plants has promoted a large number of studies on the LPS
from these bacteria. The complete structures of one or several
domains of LPS from Rhizobiaceae have been determined in the
last years. Additionally, several metabolic steps in the biosynthesis of
these molecules have been elucidated. This review aims at the deserip-
tion of the more recent findings on the structure and biosynthesis of
LPS in Rhizobium, Sinorhizobium and Agrobacterium.

Key words: Lipopolysaccharides, Rhizobiaceae, biosynthesis, mi-
croorganisms.

figuracion asimétrica: la cara interna estd compuesta de
fosfolipidos, mientras que la externa esta compuesta ma-
voritariamente de unas moléculas unicas en la naturaleza
denominadas lipopolisacaridos (LPS).

Los LPS son glucolipidos anfipaticos complejos. Consti-
tuyen el 3.5% del peso seco total de una célula promedio de
Escherichia coli y el 75% de la superficie de la membrana
externa.’?7 Estructuralmente pueden dividirse en tres domi-
nios: lipido A, oligosacarido micleo (ON) y antigeno O (Fig. 2).
El lipido A esté constituido de un disacarido al que estan
unidos acidos grasos, los cuales anclan las moléculas de LPS
a la membrana externa. Una cadena corta de monosacaridos
unida al lipido A constituye el ON. El antigeno O es un poli-
sacarido constituido por unidades de monosacaridos u oligo-
sacaridos repetidos muy variables, esta unido al ON y es el
dominio distal de la molécula de LPS.*¢

El antigeno O puede no estar presente en algunas espe-
cies ¢ incluso en algunas cepas de una misma especie.
Cuando esto sucede, generalmente las colonias presentan
una apariencia rugosa v el LPS producido se denomina
LPS rugoso o LPS II, ya que migra mas rapido en geles de
SDS-PAGE que las moléculas con antigeno O que son lla-
madas LPS liso o LPS 1.4

Gracias a los LPS la membrana externa tiene la capaci-
dad de excluir compuestos hidrofobicos, siendo asi una
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Lipopolisacaridos de Rhizobiaceae

Lipopolisacéridos
(LPS)
Membrana
externa gg .&gg gm!!m
Periplasma Porina Proteinas Fosfolipidos
\ 4
Membrana ij n ii ii ﬁmij ii hﬁ?ﬁsﬁ.ﬁm
interna

in

Lipido A

Oligosacarido Antigeno O

nucleo

Figura 2. Esquema de una molécula de lipopolisacarido mostrando sus
tres dominios estructurales. En el lipido A, las lineas zigzagueantes repre-
sentan &cidos grasos y los hexagonos representan el disacarido. Los éva-
los en gris oscuro representan los azticares componentes del oligosacéri-
do nucleo y los évalos en gris claro, los azicares del antigeno O. Los
dvalos entre corchetes representan la unidad repetida del antigeno O.

barrera de permeabilidad protectora contra muchos anti-
bidticos y xenobidticos.!®3! Por este motivo no sorprende
que los LPS sean esenciales para la viabilidad de la mayo-
ria de bacterias Gram negativas. siendo la unidad minima
necesaria el lipido A y los Kdo del ON.*7

RHOIZOBIA Y AGROBACTERIAS

La familia Rhizobiaceae de las a-Proteobacterias inclu-
ye a los géneros Rhizobium, Sinorhizobium y Agrobacte-
rium.>® Estas bacterias Gram negativas habitan el suelo y
muchas especies son capaces de inducir la formacién de
hipertrofias en las raices de ciertas plantas. En el caso de
Rhizobium y Sinorhizobium. estas hipertrofias son llama-
das nddulos v se desarrollan solo en plantas leguminosas.

mmo £

@Y
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Figura 1. Representacion esquematica
de la envoltura celular de una bacteria
Gram negativa.

Las bacterias colonizan estos nodulos y establecen una
simbiosis mutualista fijando nitrégeno atmosférico para la
planta.®? Por el contrario. las especies de Agrobacterium
que inducen hipertrofias son patdégenas que modifican el
metabolismo de las células de estos tumores para utilizar-
las como fuentes de nutrientes.’>3¢

Los polisacéridos de superficie, incluyendo los LPS, in-
tervienen en la interaccidn entre las plantas y las bacterias
simbiontes o patégenas.!” En Rhizobium los LPS son esen-
ciales para que las bacterias colonicen las células del inte-
rior de los nédulos de tipo determinado.?” La funcion de
los LPS en Sinorhizobium no fue clara durante muchos
afios, sin embargo ahora se reconoce que son determinan-
tes de la competitividad y efectividad simbiéticas.”® En
Agrobacterium los LPS son factores de virulencia que in-
tervienen en la adhesion de las células a las raices de la
planta hospedera.’®

La mayor parte del conocimiento sobre los LPS se ha
derivado de estudios sobre las especies patogenas de la fa-
milia Enterobacteriaceae.’® Sin embargo. la importancia
agronémica de la interaccién entre los rthizobia y agrobac-
terias con las plantas ha promovido un gran numero de es-
tudios sobre los LPS de estas bacterias. En los ultimos
aflos el analisis de los LPS en Rhizobiaceae se ha enfoca-
do no sdlo en la descripcion de la composicion lipidica y
de monosacaridos, sino también en la determinacion de la
estructura completa de uno o varios de sus dominios. Asi-
mismo, se han realizado avances en la determinacion de
algunos pasos metabolicos para la biosintesis de los LPS
en estas bacterias. El objetivo de la presente revision es
proporcionar un panorama general sobre la estructura y
biosintesis de los LPS en los tres géneros mencionados de
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la familia Rhizobiaceae enfatizando los avances mas re-
cientes en el area. Se discutiran brevemente algunas de las
relaciones entre estructura-biosintesis vy la funcion de estas
moléculas cuando sea relevante. Al lector interesado se le
sugiere consultar las excelentes revisiones publicadas re-
cientemente sobre la funcion de los LPS en rhizobia.!”3!

ESTRUCTURA DE LOS LIPOPOLISACARIDOS EN
RHIZOBIACEAE

Lipido A

Como se menciond anteriormente, los LPS de entero-
bacterias han sido extensamente estudiados y por este mo-
tivo constituyen el arquetipo contra el que se comparan
todos los demas. En estas bacterias, el lipido A es un disa-
carido compuesto de unidades de GleN unidas por un en-
lace B(1' -6), fosforilado en las posiciones 1 y 4' | y acilado
en las posiciones 2. 3, 2", 3' (Fig. 3A). Los grupos acilo en
las posiciones 2' y 3' tienen una acilacién secundaria for-
mando derivados aciloxi-acil (Fig. 3A). Pueden presentar-
se variaciones en el largo de los grupos acilo y en las acila-
ciones secundarias entre cepas y especies.*®

El primer lipido A descrito con detalle en rhizobia fue el
de la cepa CE3% de R. effi.* A diferencia de la molécula
sintetizada por enterobacterias, carece de grupos fosfato,
esta sustituido con un residuo de GalA en la posicidn 4° y
un residuo de GlcNato reemplaza a la GleN proximal (Fig.
3B). Ademas. posee un inusualmente largo acido graso hi-
droxilado de 28 carbonos (27-OH C28:0) en la posicion 2'
formando un derivado aciloxi-acil. Este dcido graso a su
vez esta acilado con un residuo de f-hidroxibutirato (Fig.
3B). Estudios mas recientes utilizando mejores técnicas de
purificacién y de andlisis han demostrado que el lipido A de
R. etli CE3 es mas heterogéneo de lo que se pensaba.*'#? Se
han caracterizado cuatro moléculas diferentes pero relacio-
nadas. Dos de ellas no presentan el residuo de GlcNato por
lo que el disacarido es igual al de enterobacterias (Fig. 3C),
y dos no estan aciladas en la posicién 3. En todas ellas el
dcido graso de 28 carbonos esta esterificado al grupo acilo
en la posicion 2' pero no siempre esta acilado con el resi-
duo de 3-hidroxibutirato (Figs. 3B y 3C).

El lipido A de R. leguminosarum parece ser igual al de
R. etli ya que en ambas especies se han identificado varias
de las enzimas que modifican el precursor Kdo,-Lipido
IV, hasta el lipido A descrito en R. e#/i (ver mas adelante).

Recientemente se ha caracterizado el lipido A de Rhi-
zobium sp. Sin-1, una cepa relacionada a R. galegae vy por

% La cepa CE3 es una derivada resistente a estreptomicina de la cepa tipo
de R. etli CFN42.
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lo tanto filogenéticamente distante de R. etli v R. leguimi-
nosarum.”! A semejanza de R. etli. se aislaron varias molé-
culas relacionadas que difieren en el patréon de acilacion
(Fig. 3D). Todas carecen de grupos fosfato y poseen el
mismo acido graso de cadena extra larga que R. etli v R. le-
guminosarum, pero éste no presenta una sustitucion con /-
hidroxibutirato. A diferencia del lipido A sintetizado en
las otras especies de Rhizobium, todas las moléculas de
Rhizobium sp. Sin-1 presentan el residuo de GleNato reem-
plazando a la GleN proximal, ninguna posee GalA y dos
de las moléculas determinadas no presentan acilacion en
la posicion 3' .

Urbanik-Sypniewska et al. (1989) caracterizaron el lipi-
do A de S. meliloti como un disacéarido de GleN bifosfori-
lado como en enterobacterias, y tetra-acilado. Uno de estos
grupos acilo correspondié al acido graso 27-OH C28:0 ha-
llado también en Rhizobium, sin embargo éste fue asigna-
do como grupo primario esterificado a la GleN proximal.
Estudios mas recientes sugieren que esta estructura debe
ser reevaluada (comparar con el parrafo siguiente).”

La estructura del lipido A del LPS rugoso de Sinorhizo-
bium sp. NGR234 ha sido recientemente determinada.’’
Como en Rhizobium, se detectaron diferentes moléculas
relacionadas. El 94% de las moléculas presentaron un di-
sacarido de GIcN bifosforilado v tetra- o penta-acilado
(Fig. 3F). Si bien no fue caracterizado muy detalladamen-
te. el lipido A del LPS liso presentd ademas moléculas tri-
aciladas. El dcido graso extra largo fue asignado como
grupo secundario en la misma posicion que en las molé-
culas de lipido A de Rhizobium. Se determind que 30% de
estos acidos grasos extra largos son de 30 carbonos (29-
OH C30:0).

Completando el panorama dentro de la familia Rhizo-
biaceae, el afio pasado se determind la estructura del lipi-
do A de A. fumefaciencs C58.°° Como se esperaba. el ana-
lisis reveld una mezcla de moléculas que variaban en el
patrén de acilacion. Las moléculas méas abundantes cons-
tan de un disacarido de GlcN, bifosfoforilado, penta-acila-
do, con el mismo acido graso extra largo y en la misma po-
sicion que en los otros géneros de la familia (Fig. 3E).

Al comparar las estructuras descritas en Rhizobiaceae se
observa una gran heterogeneidad en los patrones de acila-
ci6n (Figs. 3B-3F). Gran parte de esta heterogeneidad se en-
cuentra en la unidad proximal del disacarido. En general, el
patrén de acilacién es diferente al que presenta el arquetipi-
co lipido A de enterobacterias. En Rhizobiaceae sélo hay
un derivado aciloxi-acil, unido por un enlace amida a la
GlcN distal. Este derivado contiene un acido graso hidroxi-
lado extra largo que es tipico de toda la familia Rhizobia-
ceae y también esta presente en otras bacterias simbioticas o
patogenas, como Mesorhizobium, Bradyrhizobium. Bruce-
lia y Legionella.” Todas estas bacterias pertenecen a la sub-
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Figura 3. Estructura del lipido A en E. coli K12 (A) y de las més abundantes moléculas de lipido A preducidas por alguncs miembros de la familia Rhizobi-
aceae (B-F). Los numeros dentro de los circulos indican la longitud de los grupos acilo. En la estructura de E. coli se indica la numeracion de los carbonos

del disacarido y se sefialan en gris los grupos acilos secundarios que dan fugar a derivados aciloxi-acil. En las estructuras de Rhizobiaceae se sefialan en
gris las sustituciones que diferencian las moléculas de lipido A producidas por cada cepa.
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division ¢-2 de las Proteobacterias y tienen la capacidad de
vivir intracelularmente en hospederos eucariontes. Se ha es-
peculado sobre el papel de este dcido graso en la interac-
cion entre estas bacterias v sus hospederos proponiendo
que podria estabilizar la membrana externa, y asi proteger
ante las respuestas de defensa del hospedero o durante el es-
trés acido u osmatico que probablemente enfrenten en los
compartimientos intracelulares.*->2

Oligosacdrido nicleo

Este dominio de los LPS es el que ha sido estudiado
con menos detalle a nivel estructural. Hasta la fecha solo
se han determinado las estructuras completas de dos ON en
Rhizobiaceae.

La primera estructura resuelta completamente corres-
pondié a la cepa CE3 de R. etli (Fig. 4A).}* La molécula
consta de tres residuos de Kdo, tres de GalA, uno de Man y
uno de Gal. Esta unido al lipido A mediante uno de los
Kdo y otro de estos residuos ocupa la posicion terminal en
donde se une el antigeno O (Fig. 4A). Los ON descritos en
Enterobacteriaceae poseen grupos fosfato. Se ha propues-
to que las cargas negativas de los grupos fosfato permiten
unir las moléculas de LPS mediante cationes divalentes, y

A

Kdo

GalA

GalA
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asi estabilizar la membrana externa.'® E1 ON de R. etli no
posee grupos fosfato, sin embargo la funcién de éstos la
asumirian los grupos carboxilo de los residuos de GalA.
Asimismo. la ausencia de grupos fosfato en ¢l ON seria una
estrategia para economizar fosforo en ambientes como el
suelo donde este elemento puede ser escaso.

Cuando los LPS de R. etli se someten a una lisis acida
suave, se liberan un trisacarido y un tetrasacarido que co-
responden al ON.?7 Se han identificado productos de lisis
idénticos en varias cepas de R. leguminosarum biovar vi-
ciqe y trifolii, por lo que se presume que el ON esta con-
servado entre ambas especies.!* Apoyando esta asuncion,
se ha demostrado que anticuerpos dirigidos contra el ON
de R. leguminosarum reconocen los LPS de R. etli. Los
LPS de R. tropici. A. tumefaciens., y Sinorhizobium spp. no
fueron reconocidos por estos anticuerpos por lo que sus
ON deben ser diferentes.®*

Si bien no se ha determinado la estructura del ON de al-
euna cepa de Sinorhizobium, si se ha determinado la com-
posicion de aziicares en cepas de S. meliloti y S. firedii (Ta-
bla 1). Todas poseen Kdo, Gle, Gal. GlcA v GalA. La
mayoria tienen Man v algunas tienen DHA. A diferencia
de Rhizobium, el LPS rugoso es la forma mas abundante
producida por Sinorhizebium spp., y por este motivo el

QuiNAcil

Figura 4. Estructuras de los ON de R. etli y R. leguminosarum (A) y A. larrymaoorei (B). En la estructura de R. etli se indican las enzimas que catalizan las
adiciones de Man, Gal y del Kdo terminal. GalAN, amida de GalA; GIcAN, amida de GlcA; QuiNAcil, quinovosomanina sustituida por un derivado de dcido

piroglutémico.
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principal determinante antigénico de sus LPS corresponde
al ON.”*7 Se han identificado cuatro serogrupos entre los
LPS de Sinorhizobium spp. que parecen corresponder a di-
ferentes estructuras de ON que se diferencian por ¢l conte-
nido de acidos urénicos.*’

Recientemente se ha determinado la estructura del ON
de una cepa de Agrobacterium larrvinoorei que solo pro-
duce LPS rugoso.*® Esta especie esta relacionada con A.
fumefaciens y causa tumores aéreos en Ficus benjamina.
La estructura determinada contiene aziicares encontrados
en otros ON de Rhizobiaceae como Kdo, Gal y Glc (Fig.
4B). Por otro lado presenta algunas diferencias: contiene
Ram, los acidos urdnicos estan presentes como uronaimi-
das. por lo que no proveen cargas negativas, v el residuo

Tabla 1. Aztcares presentes en los ON de cepas de Sinorhizobium.

Ormeifio-Orrillo Lipopolisacaridos de Rhizobiaceae

distal es una quinovosamina sustituida con un derivado de
acido piroglutamico que sélo se habia descrito antes en el
ON de Campyiobacter coli.®

Antigeno O

Esta es la parte mas variable de la molécula de LPS.
Esta variabilidad surge por la naturaleza, el orden y los en-
laces de los diferentes aziicares que lo componen. Tam-
bién pueden presentarse sustituciones, como metilaciones
v acetilaciones, que afladen complejidad a la molécula.?”
Hasta hace muy poco sélo se conocian las estructuras de la
unidad repetida del antigeno O en cepas de Rhizobium, sin
embargo recientemente se¢ han descrito las estructuras de

Cepa Gle Gal Kdo DHA Man GlcA GalA Xl Referencia

S. meliloti 102F51 + + + + - + + Russa et al., 1996
S. meliloti 1021* + + + + + + Reuhs et al., 1998
S. meliloti 10217 + + + + + + + + Campbell et al., 2002
S. fredii USDAZ205 + + + + + + Reuhs et al., 1998
S. fredii USDAZ57 + + + + + + Reuhs etal., 1998
Sinorhizobium sp. NGR234 + + + + + + Reuhs et al., 1998

* Se utilizaron diferentes métodos de extraccion y purificacion del ON

Tabla 2. Estructuras de la unidad repetida del antigeno O en Rhizobiaceae.

Especie/Cepa Estructura

Referencia

R. leguminarum
bv. viciae 128C53

3)-a-L-Ram-(1-+3)-a-L-Fuc-(1-3)-c-L-Fue-(1-+

Kannenberg et al., 1998

Wang & Hollingsworth, 1994

Forsberg et al., 2000

Gil Serrano et al., 1995

De Castro et al., 2004
De Castro et al., 2002

2)
1.
a-D-Man-(1
bv. trifolii 45 3)-¢-L-Ram-(1-+3)-z-L-Ram-(1-+4)-5-D-GlcNAc-(1-+3)-¢-L-Ram-(1-+
2)
t
a-D-ManNAe-(1
R. etli
CE3 4)$-D-8-0-Me-GleA-(1-+4)-c-L-Fuc-(1-=
2)
1
@-3-0-MebdTal-(1
R. tropici
CIAT899 4)--D-Gle-(1-+3)-¢-D-2-0-Ac-D-6dTal-(1-+3)-¢-L-Fue-(1-+
A. tumefaciens
Fi 3)-a-L-Ram-(1-3)-p-D-GlcNAc-(1+
4)-a-L-Ram-(1-+3)-4-D-GlcNAc-(1-+
DS 30205 3)--D-Ara-(1-+3)-¢-L-Fue-(1-
C58 3)-¢-L-6dTal-(1-+ (acetilado al azar en C-4)

De Castro et al., 2003
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varias cepas de A. fumefaciens (Tabla 2). La unidad repeti-
da puede ser un monosacarido o un oligosacarido de hasta
5 residuos que pueden ser azucares comunes como Gle,
Ara y Man, sin embargo es muy comun la presencia de
desoxihexosas y aminoazicares. Como se menciono ante-
riormente, pocas cepas de Sinorhizobium producen molé-
culas de LPS con antigeno O, lo que explica que se haya
prestado poca atencién a su estudio.

Adicionalmente a la unidad repetida, el antigeno O de
R. etli CE3 contiene el trisacarido no repetido —-3)-a-L-
Fue-(1-+3)--D-Man-(1-3)--QuiNAc.!® Este trisacarido
une el antigeno O al ON y, algunas veces, se le denomina
ON externo. Asimismo. el antigeno O de esta cepa termina
en un residuo de fucosa trimetilada (TOMFuc).!® Se presu-
me que los antigenos O de otros Rhizobiaceae pueden te-
ner estas estructuras adicionales a la unidad repetida, sin
embargo hasta la fecha no se han descrito.

BIOSINTESIS
Lipido A

En vista de que el lipido A es esencial para casi to-
das las bacterias Gram negativas, no es sorprendente
que el proceso de su biosintesis esté muy conserva-
do.#4% En un elegante trabajo de bioquimica, Price ef
al. (1994) demostraron que R. leguminosarum v R. etli
poseen las actividades enziméticas que en E. coli se re-
quieren para sintetizar el precursor Kdo,-Lipido IV . Si
bien no se han descrito estas actividades en otras Rhizo-
biaceae. los genomas de S. meliloti 1021 v A. tumefa-
ciens C58 contienen los posibles ortélogos que codifi-
can para estas enzimas (http://www.genome.jp/kegg/
pathway.html). Los pasos metabélicos posteriores pre-
sentes en Rhizobiaceae modifican el Kdo,-Lipido IV,
hasta el lipido A maduro tipico de estas bacterias. Va-
rios de estos pasos han sido descritos recientemente en
R. leguminosarum y R. etli.

Como se menciond anteriormente, una gran parte de
la heterogeneidad en las acilaciones del lipido A en
Rhizobiaceae se centra en la unidad proximal del disa-
carido. En todas las especies analizadas, una propor-
cion de las moléculas carecen del grupo acilo en la po-
sicién 3 (Figs. 3B-F). Se ha identificado la actividad
enzimatica responsable de esta deacilacion en R. /egu-
minosarum.! Esta actividad esta asociada a membrana y
al parecer actiia sobre el lipido A antes de que se forme
el derivado aciloxi-acil. No se detectd esta actividad en
extractos de S. meliloti, sin embargo esta especie debe
poseer una actividad similar.

El segundo paso especifico de Rhizobiaceae parece ser
la acilacion del precursor con el dcido graso extra largo.
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La enzima que cataliza esta reaccion, LpxXL. esta asocia-
da a la membrana interna y utiliza como donador de grupo
acilo a una ACP especifica codificada por el gen acpXL.20
Las dos proteinas estan codificadas por genes cercanos
pero no contiguos. Entre ambos genes se encuentran 4
ORFs, tres de los cuales codifican para proteinas que pro-
bablemente estan involucradas en la biosintesis del acido
graso de cadena extra larga. Los genomas de S. meliloti y
A. tumefaciens poseen ortélogos a todos estos genes, lo
que concuerda con la presencia en estas especies del acido
graso extra largo.

Recientemente se han obtenido mutantes de S. meliloti
en los genes acpXL*1? y [pxXL.13 Estas mutantes no in-
corporan el dcido graso extra largo en el lipido A, son mds
sensibles in vitro a estrés osmoético. acido y a detergentes,
presentan una menor competitividad y un retardo en la in-
duccién de la nodulacién en comparacion a las cepas sil-
vestres. Sin embargo. los nédulos tienen una morfologia
normal y fijan nitrégeno. Estos resultados sugeririan que
si bien el acido graso extra largo es importante, no es in-
dispensable para establecer una simbiosis efectiva. Resul-
tados similares se han obtenido en R. leguminosarum con
el gen acpXL.>? sin embargo en este caso se determiné que
un pequeio porcentaje de moléculas de lipido A portaban
el acido graso extra largo. En R. leguminosarum bv. viciae
se ha demostrado que la concentracion del acido graso ex-
tra largo aumenta durante la simbiosis.?®*? Estos resulta-
dos podrian indicar que existe otra u otras ACP que no se
expresan considerablemente en vida libre pero si durante
la simbiosis y que podrian sustituir la funcion de la ACP
mutada. Por este motivo seria interesante determinar el
porcentaje de moléculas de lipido A que porta el acido
graso extra largo en los bacteroides de R. leguminosarum.
Otro punto a analizar en estas mutantes es si el ON y el an-
tigeno O estan alterados, ya que podria suceder que las en-
zimas que sintetizan estos componentes no reconozcan de
la misma forma a moléculas que no porten el acido graso
extra largo.

Una caracteristica tipica del lipido A en Rhizobium es
que no esta fosforilado. En los extractos celulares de R.
leguminosarum y R. etli se han identificado actividades
enzimaticas que desfosforilan los extremos 1 y 4' del
precursor Kdo,-Lipido IV,.>3® El gen de R. legumino-
sarum que codifica para la fosfatasa que actia sobre la
posicién 1 ha sido clonado y caracterizado.”® La enzima.
denominada LpxE. actiia normalmente luego de que se
ha afiadido el acido graso extra largo. En base a la se-
cuencia de aminoacidos se predice que LpxE posee seis
hélices transmembranales v que su probable sitio activo
se orienta hacia el lado periplasmatico de la membrana
interna. Los homologos més similares a LpxE se encuen-
tran en los genomas de 5. meliloti y A. tumefaciens.”® En
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estas especies sélo una proporcion de las moléculas de li-
pido A no poseen grupos fosfatos en el extremo 1 por lo
que sera interesante determinar en qué etapa biosintética
actuian estas fosfatasas. y si su expresion o actividad es
inducida bajo alguna condicion especial.

Otra caracteristica del lipido A en Rhizobium es la pre-
sencia de un residuo de GlcNato en lugar de la GleN proxi-
mal (Figs. 3B v 3D). Recientemente se ha clonado y carac-
terizado el gen de R. leguminosarum que codifica para una
oxidasa que da origen a este residuo.*** La proteina. de-
nominada LpxQ. se¢ localiza en la membrana externa. No se
han detectado homdélogos a esta proteina en S. meliloti, lo
que concuerda con la ausencia de GlcNato en esta especie.
Por el contrario. el genoma de A. fumefaciens C58 codifica
para una proteina 59% idéntica y 77% similar a LpxQ que
puede oxidar el lipido A in vifro. Este ortologo podria es-
tar activo sélo bajo ciertas condiciones ya que no se ha de-
tectado GlcNato en 4. tumefaciens cultivado en condicio-
nes de laboratorio.

Oligosacdrido niicleo

Los dos primeros residuos del ON, que casi siempre son
dos moléculas de Kdo, se anaden durante la biosintesis del
precursor Kdo,-Lipido IVA_‘45 La presencia de estos resi-
duos es necesaria para completar las acilaciones del lipido
A y también uno de ellos actiia como el aceptor sobre el
que se afiaden secuencialmente el resto de azucares del
ON. Las enzimas que sintetizan los nucleotido azicares
precursores y las glucosiltransferasas que los ensamblan
son proteinas membranales o asociadas a la membrana in-
terna.'® Cuando se ha completado el ensamblaje del lipido
A - ON, el transportador de tipo ABC MsbA, transloca la
molécula al lado periplasmatico de la membrana interna.*¢
En varias cepas de Enterobacteriaceae se han identificado
todas las enzimas necesarias para la biosintesis del ON,
mientras que en Rhizobiaceae se han descrito todos los pa-
sos metabolicos solo en R. leguminosarum.

El primer paso especifico en la biosintesis del ON en R.
leguminosarum es catalizado por LpcC. Esta proteina es
una manosiltransferasa que utiliza GDP-manosa como do-
nador del azucar y el Kdo interno del Kdo,-Lipido A
como aceptor (Fig. 4A).> Posteriormente actian las enzi-
mas LpcA y LpcB que presentan actividad de galactosil- y
Kdo-transferasa. respectivamente (Fig. 4A).”% Los genes
[pcA v IpcB estan contiguos en el genoma de R. legumino-
sarum bv. viciae 3841 mientras que el gen /pcC esta sepa-
rado por aproximadamente 10 kb.

Recientemente se ha descrito la identificacion de una
region del genoma de R. leguminosarum que dirige la sin-
tesis de tres actividades enzimaticas capaces de afadir re-
siduos hidrofilicos a las moléculas Kdo,-Lipido TV, y ma-
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nosa- Kdo,-Lipido TV .° La secuencia de dicha region re-
velo tres ORFs similares al gen arnT de E. coli, que codifi-
ca para una enzima involucrada en la transferencia de ami-
noarabinosa al lipido A. El andlisis de los productos
obtenidos indica que estos ORFs codifican las glucosil-
transferasas requeridas para afadir los tres residuos de
GalA presentes en el ON de R. leguminosaruin (Fig. 4A).

En S. meliloti se ha identificado un gen homdlogo a
IpeC de R. leguminosarum.?® Este gen. denominado IpsB,
codifica para una proteina que puede manosilar moléculas
de Kdo,-Lipido IV . Sin embargo, a diferencia de /pcC
también puede afadir otros azucares. Es interesante notar
que /psB puede complementar a mutantes en /pcC pero no
ocurre lo contrario.?* Estos datos sugieren que en S. meli-
loti, LpsB no anade Man al Kdo del lipido A sino otro
azucar. Sera interesante determinar la estructura del ON en
S. meliloti para determinar qué residuo es afiadido in vivo
por LpsB. Otros tres genes ([psCDE) que codifican para
posibles glucosiltransferasas estan contiguos a {psB pero
se transcriben divergentemente.?® No se han determinado
las especificidades de estas probables glucosiltransferasas.
Sin embargo, parece ser que estan involucradas en la bio-
sintesis del ON, ya que el LPS rugoso de mutantes en estos
genes migra mas rapido que el de la cepa silvestre. Esto se
ha interpretado como la produccién de un ON truncado.

No existen reportes sobre genes involucrados en la bio-
sintesis del ON en agrobacterias. Sin embargo. 4. rumefa-
ciens C58 posee un homdlogo muy similar a /pcC v [psB
que esta anotado como una posible manosiltransferasa del
ON. Este gen esta precedido de gred y esta cercano a /rp.
Esta misma organizacion genética estd conservada en R.
leguminosarum y S. meliloti, lo que podria sugerir que se
trata de un ortélogo con funcién similar.?®

Antigeno O

La biosintesis del antigeno O ocurre en el lado citoplas-
mético de la membrana interna.*® Como sucede durante la
biosintesis del ON, se requieren enzimas que sinteticen los
nucledtidos azicares precursores y glucosiltransferasas que
los ensamblen. La cadena del antigeno O crece unida al aca-
rreador undecaprenil fosfato que esta unido a la membrana.
Al finalizar la sintesis de una unidad de antigeno O o del
antigeno O completo. un transportador transloca esta molé-
cula al lado periplasmatico de la membrana interna. Si se
han transportado unidades. éstas son polimerizadas por la
enzima Wzy. Finalmente. una ligasa se encarga de unir el
antigeno O al lipido A - ON para completar una molécula de
LPS.%6

Se han identificado varios genes o grupos de genes que
estan involucrados en la biosintesis del antigeno O en va-
rias cepas de Rhizobium. La mayoria de estos genes solo es-



tan anotados como probables enzimas que sintetizan nu-
cledtido azicares o probables glucosiltransferasas ya que es
dificil inferir funciones especificas en base a sus secuencias.
Tomando ventaja de que se conoce la estructura completa
del LPS de R. etli CE3, recientemente se han caracterizado
algunas proteinas cuyas funciones estan directamente rela-
cionadas con la biosintesis de su antigeno 0.1%1630-32

Como se menciond anteriormente, un trisacérido no
repetido es parte del antigeno O de R. efli CE3.1% El resi-
duo de QuiNAc proximal de este trisacarido une el anti-
geno O al ON. En la mutante CE166 sélo una parte de las
moléculas de LPS poseen antigeno O.'° Estas moléculas
completas de LPS se diferencian de las producidas por la
cepa silvestre en que el residuo de QuiNAc estd reempla-
zado por 2-acetomida-2,6-dideoxihexosil-4-ulosa. Este
residuo es un intermediario en la biosintesis de QuiNAc.
El gen mutado en CE166 fue denominado /psQ vy las evi-
dencias indican que codifica para la reductasa que trans-
forma el intermediario en QuiNAc. Se presume que la
glucosiltransferasa que afiade QuiNAc también puede re-
conocer y anadir el intermediario pero con menos eficien-
cia. Esto explicaria porqué solo una porcion de los LPS en
la mutante tienen antigeno O.

En Enterobacteriaceae se han descrito dos mecanismos
para el transporte del antigeno O al lazo periplasmatico de
la membrana interna.*® Uno de ellos involucra a la flipasa
Wzx v el otro a un transportador de tipo ABC codificado
por los genes wzm y wzt. Lerouge et al. (2001) identificaron
en R. efli CE3 genes homodlogos a los que codifican el
transportador ABC. Los LPS de una mutante en el gen ho-
mologo a wzm mostraron s6lo la banda de LPS rugoso. no
reaccionaron con anticuerpos que reconocen el antigeno O
de la cepa silvestre y solo presentaron los azucares compo-
nentes del ON. Recientemente hemos identificado en nues-
tro laboratorio genes homdlogos a wzm y wzf en R. fropici
CIATS899.%0 Una mutante en wzf produce sé6lo LPS rugoso y
es sensible a varios antibidticos, xenobidticos y estreses
abioticos como se ha descrito en mutantes deficientes en an-
tigeno O. No hemos podido identificar homologos claros de
wzm-wzt en los genomas de R. leguminosarum (http://
www.sanger.ac.uk/Projects/R_leguminosarum/) v de A. fu-
mefaciens C38 lo que podria indicar que el mecanismo del
transportador ABC no es comun a todas las Rhizobiaceae.

El antigeno O de R. effi CE3 presenta metilaciones en los
residuos de GleA y 6dTal (Tabla 1) v en el residuo terminal
TOMFuc.!® Recientemente se ha descrito una probable metil-
transferasa que parece estar involucrada en la modificacion
de alguno de los residuos de la unidad repetida.’? El gen esta
ubicado corriente arriba de los genes wzm-wzf. La mutante
deficiente en este gen soélo produce LPS rugoso con un ON
intacto. Esto sugiere que la metilacion se produce a nivel del
nucleodtido azicar precursor y que €sta es necesaria para el en-
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samblaje del antigeno O. Duelli et al. (2001) han descrito el
gen Iped que codifica para una probable metiltransferasa que
afecta al residuo terminal TOMFue. Corriente abajo de [ped
se 1dentificaron ofros dos ORFs con similitudes a metiltrans-
ferasas. Las evidencias indican que las proteinas codificadas
por estos genes participan en las metilaciones del residuo de
Fuc terminal y que estas modificaciones son necesarias para
su incorporacion al antigeno O, ya que mutantes en estos ge-
nes producen LPS sin este residuo terminal.

CONCLUSIONES

Varios estudios han identificado genes que probable-
mente estén involucrados en la biosintesis de LPS en Rhi-
zobiaceae. Sin embargo. no se han asignado funciones es-
pecificas a la mayoria de estos genes. Idealmente, se
requieren ensayos bioquimicos para determinar la funcion
de muchas de las enzimas involucradas. No obstante, tam-
bién se pueden realizar inferencias solidas sobre la fun-
cién en base a los defectos estiucturales presentados por
las mutantes en estos genes. Los avances recientes en la
determinacion de las estructuras completas de varios do-
minios de los LPS en varias cepas de Rhizobiaceae abren
muchas posibilidades para determinar las funciones de los
genes identificados hasta la fecha y los que se identifica-
ran en el futuro. Asimismo, pronto se liberaran las secuen-
cias de los genomas de R. efli CFN42 y R. leguminosarum
3841, cuyos LPS han sido extensamente estudiados. Indu-
dablemente. las comparaciones entre estos genomas y los
ya secuenciados de Rhizobiaceae y de otras bacterias, con-
tribuiran al avance en esta interesante area.
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OBJETIVOS

Los objetivos planteados en este estudio fueron los siguientes:

e Identificar loci involucrados en la biosintesis de lipopolisacaridos en R. tropici

CIAT899.

e (Caracterizar genéticamente los loci identificados.

e [Establecer el efecto de mutaciones que produzcan defectos estructurales en
lipopolisacaridos en la colonizacion de la rizosfera y raiz de maiz por R. tropici

CIAT899.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Articulo:

“Mutations in lipopolysaccharide biosynthetic genes impair maize rhizosphere and

root colonization of Rhizobium tropici CIAT899”
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Summary

Three transposon mutants of Rhizobium tropici
CIAT899 affected in lipopolysaccharide (LPS) bio-
synthesis were characterized and their maize
rhizosphere and endophytic root colonization abili-
ties were evaluated. The disrupted genes coded for
the following putative products: the ATPase compo-
nent of an O antigen ABC-2 type transporter (wzt), a
nucleotide-sugar dehydratase (/psp2) and a bifunc-
tional enzyme producing GDP-mannose (noedJ). Elec-
trophoretic analysis of affinity purified LPS showed
that all mutants lacked the smooth LPS bands indi-
cating an O antigen minus phenotype. In the noeJ
mutant, the rough LPS band migrated faster than the
parental band, suggesting a truncated LPS core.
When inoculated individually, the wzt and noeJ
mutants colonize the rhizosphere and root to a lower
extent than the parental strain while no differences
were observed between the Ipsf2 mutant and the
parental strain. All mutants were impaired in competi-
tive rhizosphere and root colonization. Pleiotropic
effects of the mutations on known colonization traits
such as motility and growth rate were observed, but
they were not sufficient to explain the colonization
behaviours. It was found that the LPS mutants were
sensitive to the maize antimicrobial 6-methoxy-2-
benzoxazolinone (MBOA). Only the combined effects
of altered growth rate and susceptibility to maize
antimicrobials could account for all the observed
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colonization phenotypes. The results suggest an
involvement of the LPS in protecting R. tropici
against maize defence response during rhizosphere
and root colonization.

Introduction

Rhizobia are best known as the nodule-inducing bacterial
symbionts of legume plants. However, an increasing
number of studies are uncovering their lifestyles as rhizo-
sphere inhabitants and as endophytes of several plant
families. Various rhizobial species and strains are able to
colonize the rhizosphere or the interior of wheat (Sabry
et al., 1997), cultivated and wild rice (Yanni etal., 1997;
Chaintreuil et al.,, 2000), barley and cancla (Lupwayi
etal, 2004), maize (Chabot etal, 1996; Gutierrez-
Zamora and Martinez-Romero, 2001), Arabidopsis (Stone
et al., 2001) and poplar (Doty et al., 2005). Plant growth
promotion has been reported in several cases opening
the possibility to use rhizobia as inoculants for non-
legume plants. Rhizobia have the advantage in that they
have been safely used as plant inoculants in agriculture
over a period of more than 100 years (Gutierrez-Zamora
and Martinez-Romero, 2001).

Rhizobium tropici CIAT899 was isclated from a
common bean nodule but has a broad legume host range
(Martinez-Romero et al., 1991; Hernandez-Lucas et al.,
1995; Acosta-Duran and Martinez-Romero, 2002).
Recently, we have found that CIAT899 is a good maize
rhizosphere and root endophytic colonizer, promoting
growth and being as competitive as Rhizobium etli Ch24—
10, one of the best maize endophytes (Rosenblueth and
Martinez-Romero, 2004). It appears that R. tropici strains
are well adapted to endophytic colonization as they have
been isolated inside poplar trees as well (Doty etal,
2005). CIAT899 is highly resistant to acid soil conditions
and to aluminum (Graham etal, 1994; Vinuesa et al.,
2003), and it is tolerant to salinity, high temperatures and
heavy metals (Martinez-Romero et al, 1991; Riccillo
et al., 2000). These characteristics make it a useful strain
to be used as inoculant under environmental stress con-
ditions (Bemal et al., 2004). Rhizobium tropici strains are
successfully used as bean inoculants in Brazil (Hungria
etal, 2000). As bean and maize are intercropped
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by small farmers in Brazil (M. Hungria, pers. comm.) A.
tropici could be used as inoculant for both crops.

The potential environmental benefits of using plant
growth promoting (PGP} bacteria to reduce the use of
agrochemicals have encouraged research directed to
identify traits required for a successiul rhizosphere or
endophytic root colonization (Lugtenberg et al, 2001).
Several molecular determinants involved in this process
have been identified by the analysis of colonization
impaired mutants. Most studies on this topic have focused
on fluorescent pseudomaonads, with work reported also on
Enterobacter cloacae (Lohrke et al. 2002; Roberts et al.,
2006), Azospirilium brasilense (Jofre etal., 2004), AZoar-
cus (Dorr ef al, 1998; Reinhold-Hurek ef al, 2006), and
recently on Burkholderia vieinamensis (O'Sullivan ef al.
2007). On the contrary, nothing is known about rhizobial
factors required for rhizosphere or root colonization of
non-legume plants.

The lipopolysaccharides (LPS) are complex glycolipids,
which are the major components of the external leaflet of
the outer membrane (OM) of Gram-negative bacteria.
They can be divided in three structural regions: the lipid A
that anchors the LPS to the OM, the core which is a short
oligosaccharide attached to the lipid A, and a distal
polysaccharide known as the O antigen (Rastz and Whit-
field, 2002). Given its location, the LPS are important for
the interaction with the environment and eukaryotic hosts.
In microbe—plant interactions, several roles have been
proposed for the LPS. In the rhizobia—legume association,
they may act as communication signals, they can mask
bacterial cell surface components that can be detrimental
to the symbiosis, contribute to cell surface adaptation for
optimal cell-cell contact within the symbiosome, or be a
protective barrier against plant antimicrobials (Lerouge
and Vanderleyden, 2002; Becker efal,, 2005). The latter
has been suggested as well as a function of LPS during
plant—pathogen interactions (Newman et al, 2001). In the
highly specialized symbiosis between Sinorhizobium
melfilofi and Medicago, the LPS are involved in the sup-
pression of plant defence responses (Scheidle etal,
2005; Tellstroem ef al,, 2007).

A role for the LPS during rhizosphere and endophytic
reot colonization of different crops by PGP bacteria has
been suggested by studies performed on Pseudomonas
fluorescens and A. brasiiense. O antigen minus mutants
of several biocontrol strains of P fluorescens showed
reduced colonization and the same was reported for an
A. brasfflense mutant with an altered LPS core (Simons
etal., 1996; Duijif et al, 1997; Dekkers efal., 1998; Jofre
etal, 2004). However, these mutants showed pleictropic
effects that could account for their impaired colonization.
While the Pseudomonas mutants had reduced growth
rates, the A brasilense mutant was affected in
exopolysaccharide (EPS) production. Mevertheless, a

Fseudomonas mutant with a shortened O antigen did not
have pleictropic effects but still showed reduced competi-
tiveness, pointing to a direct role of LPS in colonization
(Dekkers etal, 1998). The defective phenctype was
observed on tomato, radish and wheat suggesting a non-
host-specific function of the LPS.

We identified three A. fropici mutants with LPS defects
and found that they were affected in maize rhizosphere
and root endophytic colonization. By analysing the
gengtic nature of the mutations and considering pleiotro-
pic effects but also possible direct roles of the LPS we
aimed at understanding the involvement of LPS in maize
colonization by R. tropici CIATE99.

Results
Identificaion of LPS defective mutanis

Auto-agglutination in unshaken liquid medium is a
common phenotype displayed by rhizobia with LPS
defects (de Maagd ef al, 1989; Priefer, 1989; Garcia-de
los Santos and Brom, 1997). Three RA. frapici mutants,
designated CIATS99-E1, CIATE99-E2 and CIAT299-E3,
showing this phenotype, were identified by screening a
transpason mutant library (Fig. S1).

The LPS from the parental and mutant strains were
extracted with the proteinase K and hot phencl-water
methods, resolved by polyacrylamide gel electrophoresis
[PAGE) in the presence of SDS, and silver stained. The
extract obtained from the parental strain by the proteinase
K method produced a LPS profile showing a low molecu-
lar weight (LMW) band and a series of high molecular
weight (HMW) bands in a ladder-lke pattern (Fig. 1A).
Comparisons with known LPS profiles from rhizobia and
other bacteria suggested that the LMW band corre-
sponded to the rough LPS (lipid A plus core) and the HMW
bands to the smoocth LPS (complete LPS malecules with
different number of attached O antigen units) (Carlson,
1984; Vinuesa efal., 1999). The mutants did not produce
the smooth LPS bands and showed an accumulation of
a rough LPS band with the same (CIATE99-E1 and
CIAT899-E2) or higher (CIATE9S-E3) electrophoretic
mability than the parental band (Fig. 1A).

When the LPS were extracted with the hot phencl-water
procedure, the parental rough LPS band was recovered in
the water phase while the smooth LPS bands appeared
mainly in the phenol phase (Fig. 1B), consistent with the
use of this latter phase as the starting material for the
isolation and structural characterization of the A. frapici
CIATB99 O antigen by Gil-Serrano and colleagues (1995).
The phenol phase of all mutants lacked any stainable
material in concordance with an O antigen minus pheno-
type (Fig. 1B). The rough LPS bands from mutants
CIAT899-E1 and CIAT899-E2 showed the same partition-
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Fig. 1. Silver-stained PAGE profiles of the LPS present in the proteinase K (&), hot phenolwater extracts (B) or affinity purified material (C) of
tha R. tropici parantal strain, its LPS mutants or complementad mutants. In B, extracts from the phanal [P) or water (W) phase are indicated
above lanes together with a proteinase K extract (K) for comparigon. sLPS, smocth LPS; rLPS, rough LPS.

ing behaviour as the parental band (Fig. 1B). In contrast,
the corresponding band from mutant CIATS899-E3 parti-
tioned in both phases (Fig. 1B). The higher electro-
phoretic mobility and different partitioning behaviour of the
CIAT289-E3 rough band, together with the genetic evi-
dence (see below), suggest that it represents arough LPS
with a truncated core.

To confirm that the bands detected by silver staining
correspond to LPS molecules, affinity purification was
performed as described by Valverde and colleagues
{1997). This method uses the specific interaction between
polymyxin B and the lipid A portion of the LPS. When the
affinity-purified material was visualized by silver staining,
the same bands previously observed were detected for
the parental and mutant strains, confirming that they rep-
resent LPS molecules (Fig. 1C).

R. tropic! CIAT899 EPS mutants are known to produce
nen-gummy colonies (Milner ef af, 1992). In contrast, the
mutants identified here were as gummy as those pro-
duced by the parental strain in PY, YEM and minimal
media (MM) (Fig. S2A). Additionally, the mutants and
parental strain showed similar flucrescent intensities
under UV when grown on PY containing calcoflucr (Fig.
S2B) indicating normal production of succinoglycan-like
EPS (Gil-Serrano efal, 1990; Andrade ef al, 2002). Gel
fixation with Alcian Blue prior to silver staining, a method
used to visualize acidic capsular polysaccharides (Corzo
et al, 1991), did not reveal any difference between the
mutants and parental strain (data not shown).

The R. fropicl derivatives were symbiotically defective
when incculated on common bean plants. CIAT899-E3
did not induce nodulation, while CIATE99-E1  and
CIATE99-E2 induced the formation of scattered, small,
Fix~ pseudonodules. These phenctypes are similar to
those reported for A. eflf LPS mutants in common bean
{Moel et al, 1984; Garcia-de los Santos and Brom, 1997;
Lerouge etal, 2001). In contrast, EPS mutants of
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CIATE99 are known to induce the formation of normal and
Fix" nodules (Milner et al,, 1992).

Geanefic characterzation of the LPS mutants

Blots of restricted total DNA hybridized with a labelled
gusA probe showed single transposon insertions in all
mutants {data not shown). A fragment of the transposon
along with A. fropicl DNA flanking the gusA border was
cloned from each mutant and partially sequenced.

In CIAT899-E1, the transposon disrupted a gene similar
to wzt from several bacteria (Table 1). These genes code
for the ATPase component of ABC-2 type transporters
which translocate the O antigen from the cytoplasmic face
of the inner membrane to the periplasmic face where it is
ligated to the lipid A-core (Rastz and Whitfield, 2002). A
cosmid restoring normal nodulation of common bean was
isclated and shown by polymerase chain reaction (PCR)
to contain the same genetic region cloned from mutant
CIATE98-E1 (data not shown). Partial sequencing of this
cosmid revealed the complete wzt gene (1359 nt) and an
831 nt-leng ORF upstream of waf with an 11 nt overlap
{Fig. 2). The i silico translated product of the second
ORF was similar to proteins known as Wzm which corre-
spond to the transmembrane components of the O
antigen ABC transporters (data not shown). A partially
sequenced ORF (402 nt) was identified downstream
of wzt (Fig. 2). The putative product was similar to
B-glycosyltransferases present in O antigen gene clusters
of other bacteria (data not shown).

Sequencing of the region flanking the transposon in
CIAT899-E2 revealed that the fransposon disrupted an
ORF whose in silico translated product was highly similar
(= 84%) to LpsB from Rhizobium leguminosarum 3841
and to Lpsf2 from A.etf CFMN42, both implicated in
0O antigen biosynthesis (Table 1, Fig. 2) (Garcia-de los
Santos and Brom, 1997, Young ef al, 2006). The ORF
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Table 1. Similarity of the products of the genes disruptad in the 8. fopicl mutarts with homologous proteing as determined with the sLasTx

progranm.
Mutant (length of Identity’
sequence comparad)  Similar protein/organism similarity (%) E® Product Accesion numbsar
CIATS%-E1 WetRacultela temigena ariss 2265 Putative ATP-binding protein of AAQR2020
(12350 nit) ATCC 33257 ABC transport system®
Wazt'klabsiella preunonias 854 2264  ATP-binding protein of ABC-2 AAMNOEA02
type transport systam®
Wzt'Semratia mamcescens N28b 25/54 0a-63  putative ATP-binding protein of AACDO{82
ABC transport system®
Wazt/Escharichia coli F402 a5/53 4a.56  ATP-binding component of BAA2RT05
ABC transportar®
Wezt'Rhizobivm et CE3 A8/53 Te-52  ATP-binding component of AMKE11ES
ABC transportar®
CIATS9-E2 LpeB/Rhizobium 72/85 0 Putative dTDP-glucose CAEDD204
(1913 nt) leguminosanm 384 4 B-dehydratase
Lpsfi2/Rhizobivm offf CFMN42 7284 0 Putative dTDP-glucose AABAEESD
4 B-dehydratase
WhpM/Pssudomonas 5187 1e-158 UDP-GlcMAc C; dehydratase’ AMCARIET
aerginosa PADT C4 raductase
ClATR00-E3 MNoeal/Rhizobium tropici CIATE20 4004 00 302  Putative mannose- CACIATTD
(624 nt) 1-phesphate guanylyitransferase
Noed/Rhizobium et GFN42 B82/93 2e-00 Putative mannose- ABCL2008
1-phesphate guanylyitransferase
Moal!/Sinorhizobium sp. NGR234  E7/82 Ba-78 Putative mannose- AARLHEOT
1-phesphate quanylvitransferase
ManC/Bradyrhizabium 5673 Sa-61 Putative GDP-manncsa-1-phosphate  BACS5{134
japonicurn USDA110 guanylyttransferass
AceF/Glconacetbactar E20ET 5a-56 Phosphomannose isomearasa’ CAATINE
xplinus 1 mannose-1-phosphate
guanylyltransferasa
Alg&/Pseudbmonas asmugnosa 5170 2e-54 Phecsphomannose isomerasa’ AAALLTR

mannose-1-phosphata
guanylyttransferass

a. Expect value reported by the BLasTx program.
b. Located inside an O antigen biosynthetic gene cluster.
. Located inside the LPS o ragion.

disrupted in CIAT299-E2 was named [psfi2 because of
its similarity to and functional complementation by the
CFN42 gene (see below). The maost similar protein with
known function was WbpM from Pseudomonas aerugl-
nosa an enzyme-producing UDP-D-acetylguinovosamine
(UDP-D-QuiNAZ) from UDP-N-acetylglucosamine (UDP-

CLATE99-E1 Tné
B, ]
[ wem I_r} wat B-GT |
CLATES9.E2 Tns
7
— Insg2 |
ClATE99.E3 105 .
| | need I"}_ T

Fig. 2. Genetic organization of the regions disnptad in the

R. tropici LPS mutants. The site of transposon (Tn5) insertion is
indicated. The shaded areas represent the sequenced regions
subrnitted to GenBank. The lengths of the partially sequencead
ORFs were assumed to be equal to the most similar genes in the
GenBank database according to BLAST searches. B-GT,
f-glycosyltransferasa,

GlcMAc), and essential for the biosynthesis of the B-band
O antigen in some P asruginosa serotypes (Creuzenet
and Lam, 2001). No other ORF was detectad in the
sequenced 100 nt upstream region of the CIAT299 psf2
gene.

Mutant CIAT899-E2 had an insertion in a gene coding
for a protein similar to phosphomannose isomerases
(PMI) known as MNoeJ, ManC, AceF or Algh in different
Gram-negative bacteria (Table 1). These enzymes belong
to the type Il PMIs which, in addition to the PMI activity,
have guanosine diphospho-D-mannose pyrophosphory-
lase (GMP) activity. Different domains in the protein code
for these functions which are required in non-consecutive
steps in the biosynthesis of the GDP-0-mannose used for
mannosylation of surface polysaccharides (Jensen and
Reeaves, 1998). The position of the transposon insertion
(Fig. 2) suggests that this mutant preduces an incomplete
protein with a partial GMP and no PMI domain. The two
maost similar proteins with experimentally tested function
were AceF from Gluconacetobacter xylinus and AlgA from
P aeruginosa (Table 1). Because of the Nod™ phenctype
of CIAT899-E3 the interrupted gene was named noedJ.
Mogales and colleagues (2002) reported a Mod- CIATS99
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Table 2. Maize rhizosphere and endophytic root colonization by
the B tropici parental strain, its LPS mutants and complemented
mutants.

Logys (efu g’ fresh weight)

Strain Bhizosphars Root

CIATE99 9.7 £04a 55+x03%a
CIATS9S-E1 88 x02¢c 48+£02¢c
CIATBOS-E2 06+x03a 54+x02a
CIATBOS-E2 BEx02¢c 4901 ¢
CIATBOS-E9 (wezf) 04+02b 54+03%a
CIATBOS-E2 (whbph) 02+04b 52+01b
CIATBOS-E2 (alga) 96x03a 53+x01a

Data are presentad as means = S0, Mumbers in the same column
followed by different letters are significantly different at P=0.05
according to Duncan's multiple-range test. Similar results were
abtained in two indepandant expaimeants perforned with five repli-
cates par treatment. Data from one expariment are shown,

transposon  mutant with an insertion in a partially
sequenced gene with 100% identity to the sequence
obtained from CIAT899-E3 but its LPS was not analysed.
The ATG start codon of a partially sequenced ORF was
faund 183 nt downstream of the noed gene. The in silico
translated product showed significant similarities with
putative transglutaminase-like proteins of undefined func-
tion (Makarova ef al,, 1999).

Effects of LPS defects on maize rhizasphere
and root colonization

To evaluate the influence of the LPS defects on coloniza-
tion, the bacterial numbers recovered from the rhizo-
sphere (including the rhizoplane) and the roct interior of
maize plants 2 weeks after inoculation were determined.
To test whether the sonication treatment used to liberate
bacteria from the root has any effect on viability, mid log
cultures were suspended in sterile water to 10° ofu miH
and sonicated for 15 min (three times longer than the
treatment used in the colonization experiments). No
effects on viability were observed for the parental strain or
mutants (as shown in Table S1).

Higher bacterial numbers were recovered from the
rhizosphera than from the root interior in agreement with
previous reports for A. fropiel and other endophytic bac-
teria {Rosenblugth and Martinez-Romero, 2004; 2006). In
experiments where each strain was incculated indivicu-
ally, CIATS899-E1 and CIATE99-E3 were recovered from
both compartments at significantly lower numbers when
compared with the parental strain (Table 2). In contrast,
no significant difference was observed between the colo-
nization of CIATE99-E2 and the parental strain (Table 2).

All mutants were significantly impaired in competitive
root colonization with the parental strain when coinocu-
lated in a 1:1 ratio (Fig. 3). CIAT899-E1 and CIAT299-E3
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constituted only 4.99 or 4.3% and 9.7% or 7.1% of the
bactetia recovered from the rhizosphere or root interior,
respectively. Mutant CIATB99-E2 also showed a dimin-
ished competitiveness, albeit not as severe as the other
mutants, representing 25.8% and 27.1% of the total bac-
teria in the rhizosphere and root, respectively (Fig. 3).
The lower recovery of the LPS mutants could not be
attributed to their autc-agglutination as phase-contrast
microscopic  observations showed that our routinary
homaogenization of the bacterial suspensions by vortexing
(four 15 s intervals at maximum speed) was sufficient to
disaggregated the clumps (data not shown). The same
approach was used by others that reported reduced root
colonization by clumping Rhizobium mutants [Araujo
et al, 1994). Additionally, sonication performed during the
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Fig. 3. Compatitive maize rhizesphers (A) and root endophytic (B)
colonization by the B. trapici LPS mutants and complamented
strains in 1:1 coinoculation experiments with the parental strain.
Rasultz are shown as means = S0 of the percentage of recoveread
colonies. Grey bars represant values from the mutants or
complemented mutants, while black bars represant the
comezponding values for the parental strain. Similar results wera
obtained in two indepandent expariments performad with five
replicates per freatment. Data from one experiment are shown.
Astersks indicate significant differences at P = 0.05 betwean the
competing strains based on Log ofu g of fresh weight.

Joumal compilation © 2008 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 10, 1271-1284

27



1276 E. Ormefio-Orrillo et al.

Table 3. Suzcaptibility to antimicrobials sxpressad as the minimal inhibitory concentration (MIZ), and swimming motility of the R, topicl parantal

strain, its LPS mutants and complemented mutants.

MIC
Mowobiocin Captan sD8 MBOA Palyrmyxin B Mo tility2

Strain {ug mt) {ug mi) (%) {mg mt7) (g mt") {mm)

CIATA2D 8 75 =0.125 >0.25 =105 17202 a
CIATA00-E4 75 0 0.075 0.25 a5 1503 ¢
CIATA00-E2 75 0 0.075 0.25 a5 15203 ¢
ClATA20-E3 & 25 0.0125 018 20 15204 ¢
CIATAZO-E1 (wzh 8 75 =0.125 >0.25 =105 161 £02 b
CIATA00-E2 (whoM) 8 75 =0.125 >0.25 =105 164 £ 04 b
CIATA00-E2 (jpspa) a 75 =0.125 =025 =105 163+ 04 b
CIATS00-E3 (algd) g8 75 =025 =0.25 =105 16505 b

a. Data are presantad as means * S0, Mumbers in the same column followed with different letters are significantly different at P = 0.05 according

to Duncan's muliple-range test.

The samea MIC values wera obtained in at least two independent exparimants. Sirilar motilties were obsarved in three independent experimeants.

Data from one experiment are presentad.

extraction of bacteria could contribute to clump dispersion
(Falcioni et al., 2008).

The mufants show increased sensitivity fo some
antibiotics including a maize antimicrobial compound

The LPS are important as a protective barrier against
hydrophobic and lipophilic antimicrobial compounds, and
to detergents (Mikaido, 2003). Thus, the minimal inhibitory
concentration (MIC) of the hydrophobic antibiotic novabio-
cin, the lipophilic captan fungicide [N-{trichloromethylthic)-
4-cyclohexens-1,2-dicarboximide], and the SDS deter-
gent was determined. Captan was included because it is
commonly used as a maize seed dressing to protect
against fungal pathogens but is often detrimental to bac-
teria as well (Bermal ef al., 2004). Additionally, the suscep-
tibility to the cafionic antimicrobial peptide polymyxin B
was evaluated. The mutants showed higher sensitivities
to all the compounds in comparison to the parental strain
(Table 2). CIATBI9-E1 and CIATEBI9-E2, affected only in
O antigen biosynthesis, had the same levels of sensitivity
while CIATB29-E3, which appears to be affected also in
core integrity, showed the highest level of susceptibility.
These results suggest an increased accessibility of all the
compounds to the cell as the LPS structure becomes
shorter. No differences were observed between the
mutants and parental strain in their sensitivities to ampi-
cillin and streptomycin, antibiotics which do not interact
with LPS and traverse the OM by potin channels (data not
shown).

Besides captan, it is unlikely that the above mentionad
compounds ocour in the rhizesphera or roots but plants do
produce antimicrobials in response to microbial invaders.
Maize synthesizes heterocyclic benzoxazinones as
secondary metabolites having antifungal and antibacterial
activities (Miemeyer, 1958). 2 4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-
benzoxazin-2-one (DIMBOA), the primary benzoxazinons

produced by maize, is unstable and quickly decomposes
to the more stable 6-methoxy-2-benzoxazolinone (MBOA)
which also has antimicrobial activity (Corcuera etal,
1978). To explore if the inability to cope with maize anti-
microbials was contributing to the colonization impaired
phenctypes of the LPS mutants, we evaluated their
sensitivity to MBOA. At 0.1 mgmH, MBOA reduced
the growth of the parental strain (not shown) and LPS
mutants, but had a greater deleterious effect on the latter
(Fig. 4). As observed for the previously tested antimicro-
bials, CIAT899-E1 and CIATES99-E2 behaved similarly,
while mutant CIAT299-E3 was more sensitive. The growth
of the mutants was completely inhibited by 0.25 mg ml~'
of MBOA while the parental strain was still able to growth
(Table 3). The effect of hydrogen peroxide, a general plant
antimicrobial and signaling molecule was also evaluated.
The mutants and the parental strain were equally sensi-

Growth (OD,g)

=0 CIATASSET [wat)
¥ CIATASSED [whpM)
- CIATASEED (aigh)
- ClATAEE-E
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40 1] BO

Time (h)

100 120

Fig. 4. Effact of the maize antimicrobial MEOA at 0.1 mg mk' on
the growth of the B, kopici parental strain, its LPS mutants and
complementad straing. Data are presanted as ODg means = 30
The experiments were parformead two times giving similar results.
The data prasented comaspond to one exparimant.
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Table 4. Generation times (g) of the R, fropici parantal strain and itz
LPS mutants in PY medium.

g (ir") determined by

Strain 0000 cfu mk?

CIATB9G 281 +0.02 a 534 +003a
ClATS90-EA 207 2006 b 586 0.4 b
ClaTo90E2 244 +00¢ 406 = 0.06 &
ClaTO90-E3 274 =007 a 520 =002 a

Data are presentad as means = SD. Mumbers in the same column
followead with differant letters are significantly differant at P =0.05
according to Duncan's multiple-range test. Experiments wera per-
formad three times giving similar results. Data from ong exparimeant
are shown.

tive according to the disc diffusion method used, suggest-
ing that the LPS are not involved in protection against this
compound (data not shown). A recently published work on
the Azorhizobium caulinodans—Sesbania rostrata interac-
tion suggests that EPS are more likely involved in protec-
tion against hydrogen peroxide ('Haeze af al., 2004).

The mutants show plelotroplc effects in some traits
related Io root colonization

The LPS defects are often correlated with reductions in
motility (Priefer, 1989; Garcia<de los Santos and Brom,
1997) and sometimes in growth rate (de Maagd ef al,
1989; Dekkers efal., 1998), traits known to play roles in
rhizosphers and root colonization (Lugtenberg ef al,
2001). The A.tropicl LPS mutants showed slight but
significant reduction in swimming motilities in comparison
to the parental strain (Table 3). Despite having a different
LPS defect, no significant differences were observed
in the diameter of the swimming haloes between
CIAT889-E3 and the other mutants. Swarming motility
could not be observed in the parental strain or mutants
under the conditions tested (data not shown). No dif-
ference was observed between the growth rate of
CIAT829-E3 and the parental strain in PY (Table 4), YEM
and MM (data not shown). In contrast, CIATE99-E1 and
CIATB99-E2 grew slower and faster, respectively, than
the parental strain in all media tested (Table 4 and data
not shown).

The behaviour of the mutants in other traits related to
root colonization was also evaluated. Besides the differ-
ences in growth rate, all mutants could grow in MM with
ammaonium nitrate as sole nitrogen source, indicating that
they were not auxotrophs. Qualitative assays did not
reveal differences between the parental and mutants in
vitamin requirements, in the utilization of the 49 carbon
sources present in the APl 50 CH gallery, or in the catabo-
lism of glutamine, asparagine, alanine, glycine, serine,
arginine and proline, which are the prevalent amino acids
detected in maize root exudates (Kraffczyk efal, 1984).
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Genetic complementation of the LPS mutanis

The R. trapici CIAT299 wild-type wzt gene complemented
CIAT299-E1 for the production of smooth LPS (Fig. 1C).
A. fropici CIATE99 DNA cosmids complementing the
nodulation  phenctype  of mutants CIAT899-E2 and
CIAT209-E3 were isolated. These cosmids had distinct
restriction patterns, contained the regions disrupted in the
cofresponding mutants as judged by PCR amplifications,
and complemented the mutants for their LPS defective
phenotypes (data not shown). Given that the genes dis-
rupted in mutants CIATS29-E2 and CIATE899-E3 coded for
putative enzymes we chose to perform heterologous
complementation experiments with genes having experi-
mentally confirmed function. The F asruginosa PAOH
whphM gene complementad CIAT299-E2 for the produc-
tion of smooth LPS bands having wild-type electro-
phoretic mobilities (Fig. 1C). As expected owing to its high
similarity, the A. eflf CFN42 [psfZ gene also comple-
mented the LPS defects in this mutant (not shown).
CIAT299-E3 was complemeanted for the production of a
parental LPS profile by the P aeruginosa PACT algA gene
{Fig. 1C). The complemented mutants also recovered
parental phenctypes for auto-agglutination and suscepti-
bility to antimicrobials (Table 3, Fig. 4 and data not
shown). The swimming motility was not fully restored to
parental level but a significant increase was observed in
comparison to the mutants (Table 3).

All the complemented mutants recoverad the ability to
induce the formation of well developed, nitregen fixing
nodules on commoen bean (not shown). When incculated
individually on maize, they showed the same or only
slightly reduced abilities to colonize the rhizosphere
and root in comparison to the parental strain (Table 2).
In competition, the complemented CIAT899-E1 and
CIAT299-E3 mutants showed the same competitiveness
as the parental strain to colonize the rhizosphers (Fig. 3A).
The complemented CIAT299-E2 mutant showed reduced
competitiveness relative to the parental but it was higher
than the mutant without wbpM (Fig. 34). None of the
complemented mutants reached the same numbers as the
parental strain in the root interior but the introduction of the
complementing genes resultad in an increase in their
recovery in comparison to the mutants (Fig. 3B).

Discussion

The three A. fropici mutants with LPS defects were found
to be negatively affected in maize rhizosphere and root
endophytic colonization. Nevertheless, a direct correlation
between the LPS defects and the colonization pheno-
types could not be established. As a first step to untangle
the involvement of LPS in maize colonization, we began
by analysing the nature of the genetic lesions. The puta-
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tive product of the mutated gene in CIAT299-E1, an ©
antigen transporter, was clearly related to its LPS pheno-
type (Lerouge ef al, 2001; Raetz and Whitfield, 2002). In
CIATBO9-E2, the functional complementation by the
F asruginosa wbph gene indicated that the A. fropc
jpsfi2 gene is involved in UDP-D-QuiNAc biosynthesis
(Creuzenet and Lam, 2001). QuiNAZ is the first O antigen
sugar residue in A. eff CFN42 and Burkholderia canso-
phyli NCPP 2151 (Lerouge ef al, 2001; De Castro et al.,
2005). It is conceivable that a deficiency of this primer
sugar would prevent O antigen biosynthesis. Supporting
this notion, a [psfi2 mutant of A. atlf CFN42 lacked the O
antigen (Garcia-de los Santos and Brom, 1997). Given
the LPS phenotype of CIATSS9S-E2, it may be hypoth-
esized that the CIAT899 LPS have QuiNAC in an equiva-
lent position as the above-mentioned strains. The LPS of
mutant CIAT299-E3 not only lacked the O antigen but also
seems to have a truncated core. The putative function of
the distupted gene in this mutant and the functional
complementation by the algA gene suggest that
mannose, or a sugar derived from it, is required for the
synthesis of the LPS core in A. tropkel CIAT299. Actually,
mannose is a sugar residue commonly present in the LPS
core of rhizobia (Kannenberg et al,, 1998). The enzymatic
function affected in CIAT899-E3 would also block O
antigen biosynthesis given that GDP-D-mannose is a pre-
cursor for the biosynthesis of the GDP-D-talose and GDP-
L-fucose, required as donors for two of the three sugar
residues present in the O antigen repeating unit of
CIATE99 (Gil-Serrano ef al, 1995; Maki and Renkonen,
2004).

We searched for pleiotropic effects of the mutations on
several fraits playing a role in plant colonization and found
differences with the parental strain in motility and growth
rate. In PGP P fiuorescens, non-motile as well as mutants
with reduced motility are impaired in competitive coloni-
zation of the rhizosphere of several plants (Lugtenberg
gtal, 2001). Motility is important for migration towards
and along the root to niches where nutrients are exuded
and thus contributes to an effective colonization of the
root (de Weert etal,, 2002; Capdevila et al., 2004). The
three A. tropicl LPS mutants showed equal levels of motil-
ity reduction relative to the parental strain, a factor likely
contributing to their impaired colonization abilities but not
explaining their distinct behaviours. Lipopolysaccharide
defects are thought to influence swimming motility indi-
rectly owing to alterations in the OM that interfere with
flagella biogenesis or function (Abeyrathne ef al,, 2005;
Canals ef al, 2008). It is worth mentioning that the effects
on motility were very mild in A. fropici when compared
with the complete abolition of motility in LPS mutants of
A. efli and A. leguminosarum bv. viciae (de Maagd ef al.,
1989; Priefer, 1989; Garcia-de los Santos and Brom,
1997).

Dekkers and colleagues (1998) found a correlation
between O antigen deficiency and reduced growth rate
but this relationship was not discussed further. We found
that the two A. fropic! mutants with normal rough LPS but
lacking © anfigen showed altered growth rate but, un-
expectedly, only CIATS99-E1 was a slow grower while
CIAT899-E2 grew faster than the parental strain. These
phenotypes were observed in all media tested, suggest-
ing that they reflect a general metabolic effect similar to
the one described in an adenylate cyclase mutant of E
cloacae that showed reduced growth rates in sewveral
media and was impaired in cucumber root colonization
(Roberts et al., 2006). In CIAT899-E1, O antigen units are
likely being accumulated in the cytoplasmic face of the
inner membrane owing to a non-functional wzm-wzt ABC
transporter. Growth inhibitions have been observed in
wzm and wzt mutants of Escherichia coli 02 and O%a
{Cuthbertson efal, 2005) probably caused by the
sequestration of the undecaprenyl carriers or perturbation
of membrane function as a result of the accurmulation of O
antigen units. It is possible that a similar effect is occurring
in CIAT899-E1 resulting in a reduced growth rate. In
CIATB99-E2, complementation by the wiplM gene sug-
gests that the CIATS99 Lpsp2 protein uses UDP-GlcMAC
as substrate (Creuzenet and Lam, 2001). This nuclectide
sugar is also used as an essential precursor for the bio-
synthesis of peptideglycan and lipid A {Ramos-Aires ef al.,
2004). Itcan be speculated that the reduced consumption
of this key nucleotide sugar in CIATB29-E2 Is causing a
favourable carbon and energy balance that can boost
growth rate. A fast growth could give a selective advan-
tage for nutrient competition in the rhizosphere and root
apoplast where the availability of photosynthate is a main
limiting factor for growth {Simons etfal, 1998; Rosen-
blueth and Martinez-Romero, 2006). Interestingly,
CIATB99-E2 was recovered in higher numbers than the
other mutants, supporting the notion that a higher growth
rate can be beneficial for root colonization.

Even when interacting with non-pathogenic bacteria,
some plant defence mechanisms are activated (Azpili-
cueta et al, 2004; Compant ef al., 2005), and it has been
suggested that defence responses could regulate coloni-
zation by these microcorganisms (Iniguez etal, 2005;
Miche etal, 2006). One major component of plant
defence is the production of antimicrobial compounds
(Castro and Fontes, 2005). Symbionts have to withstand
potentially toxic concentrations of these molecules in
order to successfully colonize plants (Eisenschenk efal.,
1994; Gonzalez-Pasayo and Martinez-Romero, 2000;
D'Haeze and Holsters, 2004). In maize, antimicrobial
benzoxaninones are accumulated in plant tissues as low
toxicity glycosides and are released by glucosidases
in reaction to pathogens or tissue damage (Miemeyer,
1988). Nevertheless, active root exudation has been
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reported in non-injured plants (Zhang et al, 2000}, and it
is probable that field-grown maize plants liberate consid-
erable amounts of benzoxazinones owing to stress
factors that induce defence reactions, making it likely that
these compounds affect A. fropied during its interaction
with maize. Surface polysaccharides can provide protec-
tion against antimicrobials during microbiakplant interac-
tions {D'Hasze and Holsters, 2004), and in particular, the
LPS are well known as an effective barrier against hydro-
phobic and lipophilic molecules (Nikaido, 2003). Interest-
ingly, maize benzoxazinones have a lipohilic character
(Chiapusio efal, 2004). Because the A. fropicl LPS
mutants were more sensitive to MBOA than the parental
strain, it is possible that their impaired colonization was
partly due to the inability of their altered LPS to properly
exclude the maize benzoxazinones. Although we did not
test for susceptibility towards maize antimicrobial peptides
(Duvick et al, 1992), the mutants were more sensitive to
polymyxin B. Given that LPS are involved in resistance to
these compounds, the A. fropied mutants may be also
more sensitive to the antimicrobial peptides present in
maize.

In some rhizobial-legume symbicses, cytological evi-
dence for activation of plant defences have been
described after inoculation with LPS mutants (Stacey
et al, 1991; Perotto etal, 1994; Miehaus eral, 1998).
These chservations suggest an alternative scenario for
the involvement of maize defence mechanisms in which
the A. fropicd mutants may be eliciting an active plant
defence response that affects colonization. In addition,
their higher susceptibilities to maize antimicrobials may
further limit their spread within maize tissues. We consid-
ered that this situation is unlikely because, when inocu-
lated individually, all mutants reached high numbers in the
rhizosphere (=log 8.8) and roots (=log 4.8). Lower
numbers, especially within the root, may be expected if
they were being recognized as pathogens thereby trigger-
ing complete plant defence responses. As a comparison,
LPS mutants of bacterial pathogens not only show
reduced virulence but their numbers in plant tissues
rapidly decline (Mewman et al., 2001). The observations
made for A. fropici are similar to those reported for an O
antigen mutant of the biocontrol £ fuorescens WSC147r
strain that colonized tomato roots to a lower extent than
the wild type but did not induce a different defence
response (Duijff ef al., 1997).

We conclude that the diminished colonization pheno-
types of the RA. tropiel LPS mutants in comparison to the
parental strain were caused by the effects of the muta-
tions on susce plibility to maize antimicrobials, growth rate,
and, to a less extent, on motility. The latter two represent
pleiotropic effects while the first, reflacting the LPS func-
tion as a protective barrier, would indicate a direct role of
the LPS in colonization. The combined effects of altered

© 2008 The Authors

growth rate and MBOA sensitivity explained the observed
differences between the colonization behaviours of the
mutants. It was interesting to find that the analysis of a
single molecular frait supports the conclusion of Latour
and colleagues (2004) that colonization has a multi-
factorial determinism.

Experimental procedures
Bacterial sfrains and culture condiions

A. tropici ClaTesgcp is a spontaneous mutant of the wild-type
ClaTsoa9 strain (Martinez-Romero ef al., 1991) selected for
higher resistance to fungicide Captan to be used as a
common bean inoculant on Captan-dressed seeds. This
strain was referred as the parental strain in this study. A
tropici were routinely grown in the complex PY medium at
30°C (Moel &f al., 1984). YEM (Wincent, 1970) and the MM
described by Kingsley and Bohlool (1992) using 10 mM
ammaonium nitrate as nitrogen source were used for some
tests. Escherichia coll strains were cultivated in Luria—Bertani
medium at 37°C. The following antibiotics were added to the
media when required (ug mk'): nalidixic acid (30), kanamycin
{45), necmycin (60), gentamycin (10), carbenicillin (100) and
tetracycline (7.5 for rhizobia, 10 for E colf).

Molecular technigues

Transposon mutagenesis was performed with an mTnagusa-
orfV-pgfr (Rosconi efal, 2008) using the procedures
described by Xi and colleagues (1999). Lipopolysaccharide
defective derivatives were identified by screening for mutants
showing auto-agglutination in PY liquid medium. To clone the
insertions, genomic DMA from each mutant was digested with
¥hol, ligated and used to transform E colil DHSw. Plasmid
DMA was isolated from the kKanamycin-resistant colonies. The
A. fropici DNA fragments adjacent to the transposon were
sequenced using primer RHN28 (Xi efal, 1999) directed
outwards from the 5 end of gusA. A primer walking strategy
was used to extend the sequences further. ORF prediction
was performed with GeneMark (Besemer and Borodovsky,
1993). Putative functions were assigned based on homaology
to proteins retrieved from the GenBank database with the
BLasTX program, and on the presence of conserved do-
mains detected with InterProScan (hitp:/Awww.ebiac.uk/
InterProScan).

For complementation i frans, fragments containing com-
plete ORFs were PCR amplified from genomic DMNA using the
Pfullltra DMA polymerase. The following primer pairs were
used (infroduced restriction sites undedined): Hotwzt
(5'titaagcttttcgacgttctiggeatetat-37  — wzt1298  (5'-tittggat
cogoatggegtcacgaggga-27) for the A. fropici ClIATE29 wild-
type wz gene, H240 |psBeta2 (5'- fittaagcttaaggtogticoc
cgtaag-3') — IpsBetaz_S4B (s'-tttggatcctcogataticgoctatat
got-3) for the A eff CFN42 jpsf2 gene using pAGS10
plasmid DMA as template (Garcia-de los Santos and Brom,
1997), and He7wbpM (5-ttaagetigtigecatggitatctgt-37) —
wipMs1B (5'4ftggatcooeggaaacatogta-3) and H2salga (5%
ttttaageticagacgeatcgeticaa-37) — algassB (5'-titggatcoggce
agggaaagtcaate-37) for the P asmuginosa PAO1 wbpld and
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algd genes, respectively. The PCR products were TA cloned
into the pCR4-TOPO vector (Invitrogen) after addition of 3
A-overhangs by incubating the PCR reaction with Tag paly-
merase (Invitrogen) and 200 uM dATP for 60 min at 72°C.
The amplified genes were excised from the plasmids as
Hindlll-BamHI fragments, gel purified, and cloned into the
broad host range vector pBER1MCS-5 (Kovach et al., 1995).
The resulting plasmids were transferred into the mutants by
friparental matings using a helper strain carying the
pRE2013 plasmid.

Nucleotide sequence accession numbers

The nuclectide sequences determined in this study have
been deposited in the GenBank database under accession
numbers DO211659-0D0Q311661.

LPS isolation and analysis

Thraee different methods were used to izolate LPS: (i) the
proteinase K method as described by Campbell and col-
leagues (2003) (i) the hot phenol-water extraction procedure
as modified for rhizobia by Carson and colleagues (1378),
and (i) the affinity purification method developed by Valverde
and colleagues (1997). Lipopolysaccharide extracts were
subjected to 18% PAGE and visualized by silver staining
{Hitchcock and Brown, 1983). To reveal acidic polysaccha-
rides, gels were stained with Alcian Blue prior to silver stain-
ing (Corzo et al.,, 1291).

FPhenatypic characterization

Production of EPS was visually evaluated by abserving gum
production on solid media. Calcofluor-binding EPS were
revealed by fluorescence under UV on media supplemented
with 0.029% calcofluor. To evaluate maotility, late log cultures
{ODgx = 0.8) were inoculated at the centre of PY plates con-
taining 0.3% or 0.6% agar for swimming or swarming motility,
respectively. The plates were incubated for 3 days and the
diameter of the growth zone was determined. Utilization of
amino acids as sole nitrogen sources at 10 mM was evalu-
ated in MM. Carbon source utilization was determined using
the APl 50 CH gallery as instructed by the manufacturer
(Biomerieux). Sensitivity to hydrogen peroxide was tested by
a disc diffusion assay spreading 10° cfu of mid log phase
cultures (ODg = 0.4) onto PY plates and placing fiter paper
discs saturated with increasing concentrations of hydrogen
percxide in the surface of the plate. After 3 days of incuba-
tion, the diameter of the inhibition zone was recorded. To test
for sensitivity to other antimicrobial compounds, mid log
phase cultures (ODg,=0.4) were diluted in fresh PY and
20 ul (10* cfu) was spotted onto PY plates containing differ-
ent concentrations of polymyxin B, novobiocin, SDS, ampicil-
lin, streptomycin or captan. The lowest concentration that
completely inhibited growth was recorded as the MIC.
To determine the effect of MBOA on growth, culures
were diluted to an ODges=0.05 in PY containing 0.1 or
0.25 mg mE' MBOA, and the growth was spectrophotometri-
cally recorded for 140 h. Additionally, strains were grown for
72 hatoa, 0.180r0.25 mg mE' 1o determing MICs of MBOA,

the MIC was recorded as the concentration where the ODg,,
did not increase maore than 10%% over the 0.05 initial value. At
least two independent experiments with five replicates were
performed for each variable evaluated. Clump disaggregation
of auto-agglutinated cells was determined by microscopic
examinations using a MNikon Diaphot phase contrast inverted
microscope.

Plant expariments

Modulation and nitrogen  fixetion were evaluated with
common bean plants (P vulgaris cv. Negro Xamapa) 4 weeks
after inoculation as previously described (Martinez-Romero
et al., 1991). Experiments with maize were performed with
the cultivar Criollo de Amatlan. The sterilization and germina-
tion of maize seeds were performed as previously described
(Rosenblueth and Martinez-Romero, 2004). After germina-
tion, two seedlings were transferred to 1 L of pots filled with
sterile vermiculite and watered with 150 ml of Fahraeus solu-
tion (Fahraeus, 1857), and incubated overnight in the dark at
30°C. Bacteria were grown to late exponential phase
(ODew = 0.8), harvested by centrifugation and re-suspended
in 10 mM MgS0,7H.0. Appropriate volumes of these sus-
pensions were mixed with 150 ml of Fahrasus solution and
this volume was homogeneously distributed in each pot. A
total of 10° or 0.5 = 10% cfu were used for single or double
strain inoculations, respectively. Plants were grown in a
greenhouse under natural illumination. Two weeks after
inoculation, rhizospheric and endophytic bacteria were
obtained as previously described (Rosenblueth and
Martinez-Romero, 2004). Briefly, roots were manually
cleaned of gross vermiculite particles and sonicated in an ice
bath for 5 min using a Bransonic 1510 (Branson) uttrasonic
cleaner to liberate bacteria from the vermiculite and root
surface, and the resulting suspension was considered to
contain bacteria from the rhizosphere (but also contained
bacteria from the rhizoplane). Sonicated roots were washed
with water, sterilized by immersion in 1.29% sodium hypochlo-
rite for 3 min with agitation, rinsed in 2% sodium thiosulfate to
eliminate chlorine, and thoroughly rinsed with water. Surface
sterility was checked by rolling the roots over PY agar plates
and incubating the plates for 5 days. The roots were mixed
with nine times their weight of water, cut into small pieces and
ground with a mortar and pestle for 3 min to release endo-
phytic bacteria. The rhizosphere and endosphere suspen-
sions were serially diluted with 10 mM MgSQ0.7H.O and
plated on PY, and PY with the proper antibictics. Colonies
growing in PY containing kanamycin were checked for GFP
fluorescence under UV to confirm that were the inoculated
mutants. Colonization was expressed as cfug’ of fresh
weight. The experimental unit consisted of one pot with twao
plants. The experments were independently performed two
times with five replicate pots per treatment. For statistical
analyses, data were logarithmically transformed and sub-
jected to an analysis of variance. Means were compared by
the Duncan's multiple-range test.
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The following supplementary material is available for this
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Fig. 1. Auto-agglutination phenotypes of the A. fropici LPS
mutants.

Fig. $2. Gum production (&) and Calcofluor flucrescence (B)
shown by the A. fropici parental strain and LPS mutants in
PY, YEM and MM media.

Table §1. Effect of the sonication treatment on viability.
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Parental CIAT899-E3 CIAT899-E1 CIAT899-E2

Fig. S1. Autoagglutination phenotypes of the R. tropici LPS mutants.

The strains were grown in PY medium under agitation to an ODgo = 1 and left unshaken for 24h.
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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 (Log;o UFC ml™)?

Strain Before sonication  After sonication Difference
CIAT899 5.12£0.05 5.19+0.04 ns”
CIAT899-El 5.04 +£0.04 5.03 £0.09 ns
CIAT899-E2 5.18 £0.02 5.13+0.03 ns
CIAT899-E3 527 +£0.05 5.28 £0.05 ns

a. Mid log cultures were suspended in sterile water to 10° UFC ml" 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

Analisis de un grupo de genes para biosintesis 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 biosintesis de LPS. Muchas veces los genes que
codifican para transportadores de antigeno O se encuentran agrupados con otros que
también intervienen en la biosintesis de este dominio del LPS (Samuel y Reeves, 2003).
Por este motivo, decidimos seguir secuenciando el cosmido pCOS-E1 que complemento
a la mutante CIAT899-E1 con la perspectiva de encontrar nuevos genes involucrados en
la biosintesis del antigeno O de R. tropici CIAT899. Para este fin disefiamos
oligonucleotidos cebadores a partir de las secuencias que se iban obteniendo y asi fuimos
avanzando en la secuenciacion (estrategia conocida en inglés como “primer-walking”). El
programa GeneMark (Besemer y Borodovsky, 2005) se utilizé para predecir ORFs en la
region 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 Clustal W
v1.8 fue utilizado para alinear secuencias (Thompson et al., 1994). La localizacién
subcelular se predijo mediante el programa PSORTDb 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/servicess TMHMMY/). Se asignaron funciones probables a los
ORFs en base a la similitud con proteinas de las bases de datos y a la presencia de

dominios conservados.

Se determind la secuencia de un fragmento de 10,334 nucleodtidos centrados en el gen
wzt. Se identificaron 10 ORFs con funciones probables relacionadas con biosintesis de
polisacaridos de superficie, y dos remanentes de genes (Figura 1). Los elementos

identificados se agruparon de acuerdo a su funcion y se describen a continuacion.
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Productos probables:

orfl, acetiltransferasa (secuencia parcial) orf'5, glucosiltransferasa
orf2, metiltransferasa orf 6, glucosiltransferasa
orf3, epimerasa/deshidratasa de nucleotido azucar IS*, remanente de secuencia de insercion
orf4, glucosiltransferasa tragG’", remanente de traG
wzm, componente transmembranal de transportador ABC de antigeno O orfL, ligasa de antigeno O
wzt, componente ATPasa de transportador ABC de antigeno O orf7, transferasa inicial para biosintesis de antigeno O
orfl orf2 orf3 orf4 wzm wzt orfs orf6 IS* traG” orfL orf7

1kb

Fig. 1. Organizacion genética y probables funciones del grupo de genes para biosintesis
de LPS identificado en R. tropici CIAT899.
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Gen para la biosintesis de un nucle6tido-azicar

La secuencia de aminoacidos deducida del orf3 mostr6 similitudes con varios genes
anotados como probables epimerasas o reductasas de nucledtido-azucar (Tabla 1). Los
nucledtido-azicares actian como donadores de los monosacaridos necesarios para la
biosintesis de polisacaridos. Para la sintesis de la unidad repetida del antigeno O de R.
tropici CIAT899 se requieren los nucledtido-aziucares GDP-L-fucosa y GDP-6d-D-talosa
(Gil-Serrano et al., 1995). E1 ORF3 no presento6 similitudes significativas con las enzimas
Gmer/Fcl y Gts/Tld requeridas para la sintesis de GDP-L-fucosa y GDP-6d-D-talosa,
respectivamente (datos no mostrados), por lo que este ORF debe participar en la
produccion de otro azucar activado requerido para la produccioén del antigeno O de R.

tropici CIAT899.

Genes para glucosiltransferasas

Tres de los ORFs identificados (orf5, orf6 y orf7) codificaron para proteinas similares a
probables glucosiltransferasas (GTs) (Tabla 1), sin embargo el bajo nivel de similitud con
GTs caracterizadas experimentalmente no permitid asignar actividades especificas.
Basandose en la informacion parcial que se tiene sobre la estructura del antigeno 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 biosintesis, dos que retengan la configuracion
anomérica del azlcar 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 = 4¢™” y 5¢?*), y el ORF4 a la familia GT1 (E = 1.4¢™"). Los
miembros de ambas familias actlian por un mecanismo inversor (Coutinho et al., 2003).
En consecuencia podemos predecir que faltan por descubrir al menos dos GTs que
retengan la configuracion anomérica, y que dos de los residuos de otros subdominios no

caracterizados del antigeno O tendran una configuracion a.
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Tabla 1. Similitud de los ORFs de R. tropici CIAT899 con proteinas de las bases de datos segun el programa BLASTP

ORF  Proteina similar” / Organismo Tamafio Producto I/S* (%) E Numero
(aa) (aa) de acceso
ORF1 RHE CHO00751 / Rhizobium etli CFN 42 214 probable O-acetiltransferase 48/63 4e-23  ABC89565
(100)  WerU / Streptococcus pneumoniae Rose 204 probable acetiltransferasa 60/73 2e-13  CAI33514
Vat / Staphylococcus aureus 219 acetiltransferasa 58/74 3e-9  AAA26683
ORF2 RHE_CHO00752 / 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  AACI14722
UbiG / Escherichia coli K-12 240 3-demetilubiquinona-9 3-metiltransferasa 28/43 3e-2 AAA24714
ORF3 RHE_CHO00760 / R. etli CFN42 302 probable epimerasa de nucleétido azicar 30/50 3e-39 ABC89574
(290)  LipDig2 / Streptomyces aureofaciens Tull7 322 probable 4,6-deshidratasa 28/44 2e-24  ABBO05098
ORF2 / R. etli KIM5s 272 probable dTDP-glucosa 4,6-deshidratasa 33/47 le-23  AAD47914
ORF4 RHE_CHO00757 / R. etli CFN42 394 probable glucosiltransferasa 33/52 4e-48 ABCB9571
(380) RHE _CHO00756/ R. etli CFN42 389 probable a-glucosiltransferasa 32/48 5e-43  ABC89570
ORF3/R. etli KIM5S 235 probable a-glucosiltransferasa 37/56 6e-27 AADA47915
WhbdP / Citrobacter freundii M1972 404 probable glucosiltransferasa 29/49 le-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  AACO00181
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, proteina ATPasa 51/65 2e-66  AAN06493
ORF5 RHE_CHO00761 / R etli CFN42 286 probable B-glucosiltransferasa 45/60 4e-62 ABC89575
(301)  ORF4/R. etli KIMSS 276 probable B-glucosiltransferasa 32/51 le-18  AADA47916
WbyL / Yersinia pseudotuberculosis pa3606 247 proteina parecida a glucosiltransferasa 29/51 2e-15 CAB63303
ORF6 WhbdL / Salmonella enterica Adelaide 297 probable B-glucosiltransferasa 34/54 4e-20  AAKS3018
(287)  ORF4/R. etli KIM5S 276 probable B-glucosiltransferasa 32/47 le-19 AAD47916
WhbdL / E. coli Stole W 297 probable glucosiltransferasa 32/55 3e-18  AADA46731
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Tabla 1. Continuacion.

ORF Proteina similar® / Organismo Tamafio Producto I/s* (%) E Numero
(aa) (aa) de acceso
ORFL  Waa* / Brucella abortus 2308 703 glucosiltransferasa 33/51 4e-51 CAD20562
(469)  WaaL / Vibrio cholerae V194 403 ligasa de antigeno O 33/48 4e-2  AAL77359
ORF7  LpsPl/R. etli CFN42 188 probable galactosil transferasa 72/84 le-72  ABC93045
(197)  WbqP / Caulobacter crescentus CB15 186 probable galactosil transferasa 63/76 4e-58 DAA00349
CpsF / Streptococcus iniae 200 probable glucosiltransferasa 53/70 le-48 AAY17298
Cap1N / Staphylococcus aureus M 185 proteina para sintesis de capsula tipo 8 49/70 le-44 AAL26667

 Se muestran solo las 3 o0 4 proteinas mas similares que han sido caracterizada experimentalmente o que forman parte de grupos de genes asignados a alguna funcion conocida.
® (T)dentidad y (S)similitud entre las secuencias de aminoécidos.
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El producto del orf7 fue similar a CpsF/Cps9F y a CaplIN de Streptococcus spp. y
Staphylococcus aureus, respectivamente (Table 1). Estas enzimas realizan la reaccion
inicial durante la sintesis de polisacéaridos capsulares (CPS). Esta reaccion ocurre en el
lado citoplasmatico de la membrana interna y consiste en la transferencia de un aztcar
fosfato desde un donador nucledtido-azicar hacia un acarreador lipidico de tipo
poliisoprenoide (Bentley et al., 2006). Posteriormente, la cadena de polisacarido va
siendo ensamblada sobre este residuo glucosidico inicial. CpsF, Cps9F, CapIN y el
ORF7 contienen el dominio conservado Wcal que esta presente en una familia de
proteinas cuyos miembros llevan a cabo las reacciones iniciales durante la biosintesis de
CPS, exopolisacaridos y del antigeno O del LPS (Raetz y Whitfield, 2002; Valvano,
2003). Se predice que el ORF7 es una proteina de membrana interna (PSORTDb score =
9.82) con un segmento transmembranal cerca al extremo amino (aminoacidos 15-35) lo
que concuerda con las caracteristicas de las proteinas de la familia Wcal (Valvano, 2003).
En vista de esto, proponemos que el ORF7 podria actuar como la transferasa inicial
durante la biosintesis del antigeno O de R. tropici CIAT899. Previamente hemos sugerido
que la acetilquinovosamina sintetizada por Lpsp2 podria ser este residuo inicial (Ormefio-
Orrillo et al., 2008). La secuencia del ORF7 presenta una alta identidad con LpsB1 de R.
etli CFN42 (Tabla 1) lo que podria sugerir que ambas cepas comparten la reaccion inicial

durante la biosintesis de antigeno O.

Genes para otras clases de transferasas

Dos de los ORFs identificados pueden estar involucrados en afiadir grupos alifaticos al
LPS de R. tropici CIAT899. El producto del orf2 presenta el dominio conservado
Methyltransf 11 (PF08241) (E = 6¢®), y mostro similitud baja con varias probables
metiltranferasas (Tabla 1). Entre esas metiltranferasas, la proteina RHE CH00752 de R.
etli CFN42 es necesaria para la biosintesis del antigeno O (Lerouge et al., 2003). No se
han descrito metilaciones en la unidad repetida del antigeno O de R. tropici CIAT899
pero estas decoraciones podrian estar presentes en algun otro de los probables

subdominios no caracterizados del antigeno O.
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El primer ORF del grupo fue parcialmente secuenciado pero en él se logr6 identificar el
dominio conservado Hexapep (PF00132) (E = 8¢™). Este dominio esta presente en una
gran diversidad de transferasas de grupos acilo (Raetz y Roderick, 1995). El producto
deducido del orfI fue similar a probables acetiltransferasas descritas en varios grupos de
genes para la biosintesis de polisacaridos de superficie (Tabla 1), incluyendo
RHE CHO00751 de R. etli CFN42 que es indispensable para la produccion del antigeno O
de esta cepa (Lerouge et al., 2003). El producto del orfI podria ser el gen responsable de
las acetilaciones en los residuos de 6d-D-talosa reportadas para el antigeno O de R.

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

Genes para el procesamiento del antigeno O

Como hemos mencionado, el locus que estamos describiendo se descubri6 en la vecindad
del gen wzt. Una mutacion en este gen caus6 un fenotipo de LPS sin antigeno O lo que
concuerda con su probable funcién como el componente con actividad ATPasa de un
transportador ABC de antigeno O (Ormefio-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. et/i CFN42 (Lerouge et al., 2001) por lo
que nos preguntamos si podria darse una complementacion 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 plasmido pFAJ1708. Los genes wzm-wzt
de R. etli CFN42 clonados en el mismo vector y la mutante FAJ1200 (wzm::mTnJ5)
fueron proporcionados por Jos Vanderleyden (Lerouge et al., 2001). Introdujimos los
plasmidos en las mutantes FAJ1200 y CIAT899-El (wzf:mTn5) mediante cruzas
triparentales, y verificamos la complementacion mediante la perdida del fenotipo de
autoaglutinacion (Ormeno-Orrillo et al., 2008). Los genes de CIAT899 y CFN42
complementaron a las respectivas mutantes, sin embargo no se observé complementacion
heterdloga. Estos resultados indican que los transportadores son especificos para la

estructura del antigeno O.
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En la region ubicada corriente abajo del orf7 se predijo un orf que codifica para una
probable proteina hidrofobica localizada en la membrana interna (PSORTb score = 10).
La secuencia de aminoacidos predicha fue similar a un grupo de proteinas de Brucella
spp. (Tabla 1). El homologo de B. abortus 2308 ha sido anotado como una GT debido a
que una mutante en ese gen produjo un oligosacarido nucleo (ON) alterado y a que la
secuencia presentd el dominio conservado Glycosyl transf 25 (Monreal et al., 2003). El
gen de B. abortus es de 2112 nt y parece corresponder a una fusion entre un gen que
codifica para un GT y otro no caracterizado. La region de homologia entre el orf de R.
tropici 'y el de Brucella comprende la region no caracterizada del gen de Brucella, por lo

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

La siguiente proteina caracterizada mas similar al ORF de R. tropici fue la ligasa de
antigeno O de Vibrio cholerae V194 (Tabla 1) (Schild et al., 2005). Las ligasas de
antigeno O, codificadas por genes denominados waal, son proteinas de membrana que
realizan el ultimo paso en el procesamiento del antigeno O, su union al lipido A - ON
para completar la molécula de LPS (Whitfield et al., 1997). Estas proteinas presentan baja
similitud en sus secuencias pero conservan una topologia similar con 8-12 segmentos
transmembranales y una asa periplasmatica 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 antigeno 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 topologia similar. La topologia predicha para el ORF de R. tropici fue
consistente con la esperada para una ligasa de antigeno O revelando 12 segmentos
transmembranales, extremos amino y carboxilo ubicados en el citoplasma y una asa
periplasmatica de 100 aminodcidos de largo wubicada entre los segmentos
transmembranales 9 y 10 (Fig. 3A). Asi mismo, se identificaron el dominio conservado
PF04932 y el motivo HX,(¢G, ambos relacionados con ligasas de antigeno O (Fig. 3B)
(Schild et al., 2005). Nombramos provisionalmente a este orf como orfL. Su

caracterizacion esta en progreso.

47



V. cholerae V194

50 100 150 200 250 300 350

Hidrofobicidad
o

R. tropici CIAT899

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Residuo de aminoacido

Fig. 2. Comparacion ente los perfiles de hidrofobicidad del OrfL de R. tropici CIAT899
y Waal de V. cholerae V194
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Asa periplasmatica

Escherichia_coli_K 12 VTILGA JLAMYETGLNIFIKS--—-—--] JFSFRSAESRAESMNLLVAEHNRLRGALEFS—=——=—=—=—=~] NVHLEE T TEAGSLKELMEIF
Klebsiella_pneumoniae GTQSGLELSI@WHHTLSQMASQ 1 FSYELD: FINYSGEHITT-------=-=====-= TRISVYMGALLKGEIVELL
Pseudomonas_aeruginosa_PAOL QRGASFPETADALROT LEHEYDH IVLSNGMLLAD IELGVLFAGEIIEL
Salmonella_typhimurium_LT2 DSGYRY TNGTQGTAWILIQEN---— Y§YGNDVYD-GVYNKRVVDY PTWTFKESIG--—-=—=-~ [TILY IWFSAGILELA
B Vibrio_cholerae_Ol_E1Thor_P274 QLY AAVEAFKHN--—- TTYSERESL-NIELFKEGKVDEWTST SOYFEATASNETLETT
Vibrio_cholerae_v194 SSEIGIELDLEMHGVET TAQN-————~-] DSGL ISKMTNPGAAD PHLEWOYLDFLARYEIVETM
Vibrio_cholerae_v192 DABN I SHT TMROSGLEFFKFKFNHQPEDI - I /@S L LHFND- -~~~ EFYKFMSENYDIEEIKLKTMNNFSFSDSEINSY I DMLNKL@LFYLS
Rhizobium_tropici_ CIAT899 PVRMDELOL i3 B- 1rgngNRIL ETRYSHVQYTL LENGYLEILVRY[ELFGAR

Fig. 3. Representacion esquematica del OrfL de R. tropici CIAT899 indicando los
probables segmentos transmembranales en gris oscuro y la posicion del dominio
conservado PF04932 (A). Alineamiento del dominio conservado entre el OrfL y varias
ligasas de antigeno O sefialando el motivo conservado HX;oG (B).
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Remanentes de genes

Se encontraron remanentes de genes en la region intergénica (IGS) de 913 pb entre el
orf6 y orfL. La busqueda con el programa BLASTX en la base de datos de secuencia de
insercion (IS) (http://www-is.biotoul.fr/) reveld 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 homologia se encontraron en los tres marcos de
lectura lo que indico la presencia de mutaciones y, por lo tanto, de una transposasa no
funcional. Adicionalmente, se identificé una region 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 comun en los grupos de genes para biosintesis de
polisacaridos (Bentley et al., 2006). Se ha especulado que esto refleja la dindmica
evolucion de estos loci que estd en parte mediada por elementos genéticos moéviles

(Aanensen et al., 2007).

Se ha observado en muchas bacterias que el contenido de G+C de los regiones genéticas
para biosintesis de LPS y de otros polisacaridos es cominmente menor que el contenido
global del genoma. Esta diferencia es interpretada frecuentemente como evidencia de un
origen externo a través de fendmenos 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 mas cercanos

al promedio.
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CONCLUSIONES

Identificamos tres loci involucrados en la biosintesis de lipopolisacaridos (LPS). Los tres
loci son requeridos para la sintesis del antigeno O, y al parecer uno de ellos es necesario
ademas para la sintesis del oligosacarido nucleo. Este es el primer reporte sobre genes

para biosintesis de LPS en R. tropici CIAT899.

En uno de los locus identificamos dos ORFs homoélogos a los genes wzm y wzt que
codifican para los componentes de un transportador ABC de antigeno 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 antigeno O de la cara interna a la externa de la
membrana citoplasmatica 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 homdlogo a wzx entre un grupo de genes que se presume es necesario
para la biosintesis del antigeno O. Por lo tanto el sistema de transporte dependiente de

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

Los experimentos de complementacion heteréloga que realizamos entre los genes wzm-
wzt de R. tropici CIAT899 y R. etli CFN42 sugieren que los transportadores son
especificos para la estructura del antigeno O, y que ambos componentes contribuyen a
esta especificidad. La primera observacion 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). Mas
experimentos seran necesarios para comprobar esta diferencia entre los transportadores

de Rhizobium y E. coli.

El andlisis del segundo locus de R. tropici CIAT899 reveld inesperadamente un
homologo del gen Ipsf2 de R. etli CFN42. El locus Ipsf, compuesto por los genes Ipsfl y

Ips 2, no habia sido detectado en R. tropici en experimentos de hibridacion realizadas
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bajo condiciones estrictas (Garcia-de los Santos y Brom, 1997). Sin embargo, aqui
observamos que el nivel de identidad entre los genes /psf2 de R. etli CFN42 y R. tropici
CIATS899 es suficientemente alto como para que sus productos puedan realizar la misma
funcién como lo indicé la complementacion de una mutacion en el gen de R. tropici por
el homologo de R. etli. Ademaés, determinamos que la mutante de R. fropici también fue
complementada por el gen wbpM de P. aeruginosa PAO1, lo que indica que el producto
de Ips2 esta involucrado en la biosintesis de UDP-D-acetilquinovosamina (Creuzenet y
Lam, 2001). Este es la primera evidencia de una posible funcion especifica de Ipsf2. Es
probable que D-acetilquinovosamina sea es un monosacarido comun en los LPS de R. etli
y R. leguminosarum dado que el locus /psf ha sido detectado en muchas cepas de esas

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

El tercer locus correspondio al gen noeJ. Debido a la similitud entre la secuencia del
producto de este gen y las enzimas conocidas como fosfomanosa isomerasas de tipo I, y
a la complementacion funcional de una mutante por el gen algd de P. aeruginosa
concluimos que noeJ de R. tropici esta implicado en la biosintesis de GDP-D-manosa. El
perfil de LPS sugirié que la mutante noeJ produce un oligosacarido ntcleo incompleto
por lo que manosa o algin monosacéarido derivado de manosa deber ser un componente
del oligosacarido nucleo de R. tropici CIAT899. Se ha reportado que manosa es muy
comun en los oligosacaridos nucleo de rizobios (Kannenberg et al., 1998). Las moléculas
de LPS producidas por la mutante noeJ tampoco presentaron antigeno O. La mutacion en
noeJ impediria la produccion de antigeno O ya que GDP-D-manosa es el precursor para
la sintesis de GDP-L-fucosa y GDP-6d-D-talosa que actian como donadores de la L-
fucosa y 6d-D-talosa reportadas como componentes del antigeno O de R. tropici
CIATR899 (Gil-Serrano et al., 1995; Maki y Renkonen, 2004). Aun cuando esta mutante
fuera capaz de sintetizar antigeno O, es probable que el oligosacéarido nucleo alterado no

pueda actuar como aceptor del antigeno O.
Descubrimos un grupo de genes para biosintesis de LPS al secuenciar la vecindad del

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

el grupo de genes se extiende aun mas. Al analizar la secuencia de los productos de estos
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genes, encontramos algunos con funciones probables que no habian sido descritas en
rizobios como una transferasa inicial para la biosintesis de antigeno O, y una ligasa de

antigeno O.

El gen para la probable transferasa inicial es un homdlogo a Ipsfl de R. etli CFN42
(Garcia-de los Santos y Brom, 1997). Este ultimo gen no ha sido caracterizado
experimentalmente mediante mutacion pero las evidencias reportadas indican que es
necesario para la biosintesis de LPS. La alta similitud entre Lpsp1 de CIAT899 y CFN42
sugiere que ambos genes catalizan la misma reaccion inicial durante la biosintesis del
antigeno O. Esta reaccion podria ser muy general en algunas especies de Rhizobium en
vista de que el locus /psf esta conservado en varias cepas de R. etli y R. leguminosarum

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

En R. etli CFN42 los genes Ipsfl y Ipsf52 son contiguos. Esta organizacion parece estar
conservada en varias cepas de R. etli y R. leguminosarum (Garcia-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 KIMSs de R. etli (Vinuesa et al., 1999). Aun cuando los
genes [psfl y Ipsf2 no siempre son contiguos, creemos que si estan ligados
funcionalmente. Nuestra hipodtesis es que LpsB2 participa en la biosintesis de la UDP-D-
acetilquinovosamina que luego es usada por Lpsp1 como donador para transferir la D-
acetilquinovosamina a un acarreador lipidico en el primer paso de la biosintesis del

antigeno O.

Al estudiar los genes para biosintesis de LPS en Rhizobium se revelan diferencias en la
organizacion genética en comparacion a los grupos de genes descritos en
Enterobacteriaceae. En E. coli, Salmonella, Klebsiella y géneros relacionados, los genes
para biosintesis de antigeno O casi siempre se encuentran asociados en un grupo Unico, y
lo mismo sucede con los genes para el ensamblaje del oligosacarido nucleo (Raetz y
Whitfield, 2002; Samuel y Reeves, 2003). Por el contrario, en R. etli CFN42 se han
descrito cuatro diferentes loci, a, B, € y Ips166, involucrados en la sintesis del antigeno O

(Garcia-de los Santos y Brom, 1997; Noel y Duelli, 2000). En R. tropici observamos una
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situacion similar, con dos regiones distintas para la biosintesis del antigeno O, la
correspondiente al locus wzm-wzt y otra conteniendo el gen Ipsf2. En R. leguminosarum
y R. etli, al menos dos regiones, denominadas € y y, contienen genes para la biosintesis
del ON (Noel y Duelli, 2000). En consecuencia, la organizacion parece ser mas laxa en
Rhizobium, con varios genes individuales o grupo de genes distribuidos en el genoma.
Aun asi, existe al menos una region relativamente grande en el genoma de Rhizobium que
contiene varios genes para la biosintesis de antigeno O. Esta region corresponde al locus
Ipsa descrito en R. etli CFN42, a otra region aun 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 simbidticos similares a
los descritos para mutantes equivalentes de R. etli CFN42 (Noel y Duelli, 2000). La
estructura del antigeno O de R. tropici CIAT899 es diferente a la de R. etli CFN42, y
existe evidencia seroldgica de que el oligosacéarido nticleo también es diferente (Lucas et
al., 1996; Ormeno-Orrillo, 2005). En conjunto estos datos indican que, en el caso de la
asociacion con frijol, el antigeno O y quizas el oligosacarido nticleo cumplen funciones
que no dependen de una estructura particular. Estas funciones podrian 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 biosintesis de LPS afectaron negativamente la capacidad
de R. tropici CIAT899 de colonizar la rizésfera-rizoplano y el interior de la raiz de maiz.
Nuestros resultados representan el primer reporte de algin determinante molecular
necesario para la interaccion de un rizobio con una planta no leguminosa. Si bien ya
existian reportes acerca de la influencia negativa de defectos en los LPS sobre la
habilidad de colonizacion rizosférica y endofitica de otras bacterias, en ninguno de dichos
estudios se obtuvieron evidencias sobre la funcion de los LPS en esta clase de
interaccion. Ello debido probablemente a la complicacion de que las mutaciones en genes
para biosintesis de LPS producen efectos pleiotropicos que pueden afectar negativamente

la colonizacion (Lugtenberg et al., 2001). En nuestro caso, tomamos ventaja de que las

54



mutantes mostraron diferencias en dichos efectos pleiotropicos y diferencias en su
habilidad de colonizacion, y asi pudimos concluir que los efectos pleiotropicos no
explicaban por completo los fenotipos de colonizacion. Sin embargo, los fenotipos de
colonizacion fueron congruentes cuando consideramos ademéds un rol directo de los LPS
como barrera protectora frente a compuestos antimicrobianos lipofilicos producidos por

el maiz.

Es importante resaltar que, aun cuando presentaron menor competitividad y colonizacion
que la silvestre, las mutantes con defectos en los LPS fueron capaces de colonizar la
rizésfera-rizoplano y el interior de la raiz en numeros altos. Resulta evidente que una
colonizacién exitosa de la rizosfera y de la raiz depende del efecto aditivo de muchos

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

Realizar un analisis funcional del gen que codifica para la probable ligasa de antigeno O
identificado en R. tropici CIAT899 mediante la evaluacion del efecto de una mutacion

dirigida sobre la sintesis de moléculas de LPS con antigeno O.
Completar la secuencia del grupo de genes para biosintesis 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 pldsmidos utilizados en este estudio.

Cepas o plasmidos

Caracteristicas relevantes®

Referencia

Cepas

Rhizobium tropici
CIAT899
tropici CIAT899cp
tropici CIAT899-E1
tropici CIAT899-E2
tropici CIAT899-E3
etli CFN42
etli FAJ1200

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Escherichia coli Top10

FRIIIIR

Plasmidos

pCR4-TOPO

pRK2013
pBBRMCS-5
pFAT1708
PAGSI10

pFAT1248
PERN-EI

pERN-E2
pERN-E3

pCOS899-El
pCOS899-E2
pCOS899-E3
pERN-T2
pERN-T4
pERN-TS5
PERN-T6
pERN-T7
pERN-F5
pERN-B5
pERN-B2
pERN-B3
pERN-B9

Cepa silvestre, Nal', SLPS", Nod" Fix" en frijol comtn

Derivada Captan’ de CIAT899, sLPS*, Nod" Fix" en frijol comun
Mutante wzt::mTn5 de CIAT899¢p, sLPS", Ndv', Fix™ en frijol comin
Mutante /psf2::mTn5 de CIAT899c¢p, sLPS", Ndv', Fix™ en frijol comiin
Mutante noeJ::mTn5 de CIAT899¢cp, sLPS", Nod en frijol comin
Cepa silvestre, Nal, SLPS", Nod" Fix" en frijol comtin

Mutante wzt::mTn5 de CFN42, sLPS", Ndv', Fix™ en frijol comun

Cepa silvestre, serotipo O5

F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 980lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(araleu)
7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Vector para clonacion TA, Km', Cb', usado aqui como vector
intermediario

Plasmido helper para cruzas triparentales

Vector de amplio rango de hospederos, Gm'

Vector de amplio rango de hospederos, Tc"

IpsPl- Ipsp2 de R. etli CFN42 en pRK7813

wzm-wzt de R. etli CFN42 en pFAJ1708

Fragmento 5’ de wzt y region corriente arriba, obtenido de CIAT899-
E1 mediante rescate de replicon

Fragmento 5” de Ips 32 y region corriente arriba, obtenido de CIAT899-
E2 mediante rescate de replicon

Fragmento 3’ de noeJ y region corriente abajo, obtenido de CIAT899-
E3 mediante rescate de replicon

Coésmido que complementa a la mutante CIAT899-E1, Tc"

Coésmido que complementa a la mutante CIAT899-E2, Tc¢'

Coésmido que complementa a la mutante CIAT899-E3, Tc¢"

wzm-wzt de CIAT899 en pCR4-TOPO

wzt de CIAT899 en pCR4-TOPO

Ipsf2 de R. etli CFN42 en pCR4-TOPO

algA de P. aeruginosa PAO1 en pCR4-TOPO

wbpM de P. aeruginosa PAO1 en pCR4-TOPO

wzm-wzt de CIAT899 en pFAJ1708

wzt de CIAT899 en pBBRMCS-5

Ipsf2 de R. etli CFN42 en pBBRMCS-5

algA de P. aeruginosa PAO1 en pPBBRMCS-5

wbpM de P. aeruginosa PAO1 en pBBRMCS-5

Martinez-Romero et al.,
1991

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Segovia et al., 1993
Lerouge et al., 2001
Creuzenet y Lam, 2001

Invitrogen

Invitrogen

Ditta et al., 1980
Kovach et al., 1995
Dombrecht et al., 2001
Garcia-de los Santos y
Brom, 1997

Lerouge et al., 2001
Este estudio

Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

a. sLPS, LPS liso; rLPS, LPS rugoso
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