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INTRODUCCIÓN

Todas las células poseen una membrana citoplasmática
compuesta de una bicapa de fosfolípidos 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-
plasmática (Fig. 1). Esta membrana externa tiene una con-

RESUMEN. Los lipopolisacáridos (LPS) son componentes mayori-
tarios de la membrana externa de las células Gram negativas y, por
su ubicación, son importantes mediadores de las interacciones entre
estas bacterias con su medio ambiente y otros organismos. La fami-
lia Rhizobiaceae de las α-Proteobacterias incluye a los rhizobia y
agrobacterias, microorganismos que establecen relaciones simbióti-
cas o parasíticas con plantas. Mutantes deficientes en la biosíntesis
de LPS muestran  interacciones anómalas con sus hospederos. La
importancia agronómica de la interacción entre los rhizobia y agro-
bacterias con las plantas ha promovido un gran número de estudios
sobre los LPS de estas bacterias. En los últimos años 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 determinación de pasos metabólicos para la biosín-
tesis de los LPS en estas bacterias. En esta revisión se proporciona
un panorama general sobre la estructura y biosíntesis de los LPS en
Rhizobium, Sinorhizobium y Agrobacterium, enfatizando los avan-
ces más recientes en el área.

Palabras clave: Lipopolisacáridos, Rhizobiaceae, biosíntesis, mi-
croorganismos.

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
α-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 descrip-
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.

figuración asimétrica: la cara interna está compuesta de
fosfolípidos, mientras que la externa está compuesta ma-
yoritariamente de unas moléculas únicas en la naturaleza
denominadas lipopolisacáridos (LPS).

Los LPS son glucolípidos anfipáticos 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.31,37 Estructuralmente pueden dividirse en tres domi-
nios: lípido A, oligosacárido núcleo (ON) y antígeno O (Fig. 2).
El lípido A está constituido de un disacárido al que están
unidos ácidos grasos, los cuales anclan las moléculas de LPS
a la membrana externa. Una cadena corta de monosacáridos
unida al lípido A constituye el ON. El antígeno O es un poli-
sacárido constituido por unidades de monosacáridos u oligo-
sacáridos repetidos muy variables, está unido al ON y es el
dominio distal de la molécula de LPS.46

El antígeno O puede no estar presente en algunas espe-
cies e incluso en algunas cepas de una misma especie.
Cuando esto sucede, generalmente las colonias presentan
una apariencia rugosa y el LPS producido se denomina
LPS rugoso o LPS II, ya que migra más rápido en geles de
SDS-PAGE que las moléculas con antígeno O que son lla-
madas LPS liso o LPS I.46

Gracias a los LPS la membrana externa tiene la capaci-
dad de excluir compuestos hidrofóbicos, siendo así una

ABREVIATURAS

Glc, glucosa
Gal, galactosa
Ram, ramnosa
Fuc, fucosa
Ara, arabinosa
Man, manosa
6dTal, 6-desoxi-talosa
GlcN, glucosamina
GlcNAc, acetilglucosamina
GlcNato, GlcNato
QuiNAc, acetilquinovosamina

ManNAc, acetilmanosamina
GalA, ácido galacturónico
GlcA, ácido glucurónico
Kdo, ácido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octu-

losónico
DHA, ácido 3-desoxi-2-heptulosárico
LPS, lipopolisacárido
SDS-PAGE, electroforesis en geles de poliac-

rilamida con dodecilsulfato de sodio
ACP, proteína acarreadora de grupos acilos
27-0H C28:0, ácido 27 hidroxioctacosanoico
ON, oligosacárido núcleo
ORF, marco abierto de lectura
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barrera de permeabilidad protectora contra muchos anti-
bióticos y xenobióticos.18,31 Por este motivo no sorprende
que los LPS sean esenciales para la viabilidad de la mayo-
ría de bacterias Gram negativas, siendo la unidad mínima
necesaria el lípido A y los Kdo del ON.37

RHIZOBIA Y AGROBACTERIAS

La familia Rhizobiaceae de las α-Proteobacterias inclu-
ye a los géneros Rhizobium, Sinorhizobium y Agrobacte-
rium.53 Estas bacterias Gram negativas habitan el suelo y
muchas especies son capaces de inducir la formación de
hipertrofias en las raíces de ciertas plantas. En el caso de
Rhizobium y Sinorhizobium, estas hipertrofias son llama-
das nódulos y se desarrollan sólo en plantas leguminosas.

Membrana
externa

Lipopolisacáridos
(LPS)

Periplasma Porina Proteínas Fosfolípidos

Membrana
interna

Figura 1. Representación esquemática
de la envoltura celular de una bacteria
Gram negativa.

Lípido A Oligosacárido
núcleo

Antígeno O

n

Figura 2. Esquema de una molécula de lipopolisacárido mostrando sus
tres dominios estructurales. En el lípido A, las líneas zigzagueantes repre-
sentan ácidos grasos y los hexágonos representan el disacárido. Los óva-
los en gris oscuro representan los azúcares componentes del oligosacári-
do núcleo y los óvalos en gris claro, los azúcares del antígeno O. Los
óvalos entre corchetes representan la unidad repetida del antígeno O.

Las bacterias colonizan estos nódulos y establecen una
simbiosis mutualista fijando nitrógeno atmosférico para la
planta.33 Por el contrario, las especies de Agrobacterium
que inducen hipertrofias son patógenas que modifican el
metabolismo de las células de estos tumores para utilizar-
las como fuentes de nutrientes.35,36

Los polisacáridos de superficie, incluyendo los LPS, in-
tervienen en la interacción entre las plantas y las bacterias
simbiontes o patógenas.17 En Rhizobium los LPS son esen-
ciales para que las bacterias colonicen las células del inte-
rior de los nódulos de tipo determinado.27 La función de
los LPS en Sinorhizobium no fue clara durante muchos
años, sin embargo ahora se reconoce que son determinan-
tes de la competitividad y efectividad simbióticas.7,8 En
Agrobacterium los LPS son factores de virulencia que in-
tervienen en la adhesión de las células a las raíces de la
planta hospedera.35

La mayor parte del conocimiento sobre los LPS se ha
derivado de estudios sobre las especies patógenas de la fa-
milia Enterobacteriaceae.46 Sin embargo, la importancia
agronómica de la interacción entre los rhizobia y agrobac-
terias con las plantas ha promovido un gran número de es-
tudios sobre los LPS de estas bacterias. En los últimos
años el análisis de los LPS en Rhizobiaceae se ha enfoca-
do no sólo en la descripción de la composición lipídica y
de monosacáridos, sino también en la determinación de la
estructura completa de uno o varios de sus dominios. Asi-
mismo, se han realizado avances en la determinación de
algunos pasos metabólicos para la biosíntesis de los LPS
en estas bacterias. El objetivo de la presente revisión es
proporcionar un panorama general sobre la estructura y
biosíntesis de los LPS en los tres géneros mencionados de
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la familia Rhizobiaceae enfatizando los avances más re-
cientes en el área. Se discutirán brevemente algunas de las
relaciones entre estructura-biosíntesis y la función de estas
moléculas cuando sea relevante. Al lector interesado se le
sugiere consultar las excelentes revisiones publicadas re-
cientemente sobre la función de los LPS en rhizobia.17,31

ESTRUCTURA DE LOS LIPOPOLISACÁRIDOS EN
RHIZOBIACEAE

Lípido A

Como se mencionó 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 demás. En estas bacterias, el lípido A es un disa-
cárido compuesto de unidades de GlcN unidas por un en-
lace β(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 acilación 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.46

El primer lípido A descrito con detalle en rhizobia fue el
de la cepa CE3§  de R. etli.4 A diferencia de la molécula
sintetizada por enterobacterias, carece de grupos fosfato,
está sustituido con un residuo de GalA en la posición 4´  y
un residuo de GlcNato reemplaza a la GlcN proximal (Fig.
3B). Además, posee un inusualmente largo ácido graso hi-
droxilado de 28 carbonos  (27-OH C28:0) en la posición 2'
formando un derivado aciloxi-acil. Este ácido graso a su
vez esta acilado con un residuo de β-hidroxibutirato (Fig.
3B). Estudios más recientes utilizando mejores técnicas de
purificación y de análisis han demostrado que el lípido A de
R. etli CE3 es más heterogéneo de lo que se pensaba.41,42 Se
han caracterizado cuatro moléculas diferentes pero relacio-
nadas. Dos de ellas no presentan el residuo de GlcNato por
lo que el disacárido es igual al de enterobacterias (Fig. 3C),
y dos no están aciladas en la posición 3. En todas ellas el
ácido graso de 28 carbonos está esterificado al grupo acilo
en la posición 2'  pero no siempre está acilado con el resi-
duo de β-hidroxibutirato (Figs. 3B y 3C).

El lípido 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 Kdo2-Lípido
IVA hasta el lípido A descrito en R. etli (ver más adelante).

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

lo tanto filogenéticamente distante de R. etli y R. legumi-
nosarum.21 A semejanza de R. etli, se aislaron varias molé-
culas relacionadas que difieren en el patrón de acilación
(Fig. 3D). Todas carecen de grupos fosfato y poseen el
mismo ácido graso de cadena extra larga que R. etli y R. le-
guminosarum, pero éste no presenta una sustitución con β-
hidroxibutirato. A diferencia del lípido A sintetizado en
las otras especies de Rhizobium, todas las moléculas de
Rhizobium sp. Sin-1 presentan el residuo de GlcNato reem-
plazando a la GlcN proximal,  ninguna posee GalA y dos
de las moléculas determinadas no presentan acilación en
la posición 3' .

Urbanik-Sypniewska et al. (1989) caracterizaron el lípi-
do A de S. meliloti como un disacárido de GlcN bifosfori-
lado como en enterobacterias, y tetra-acilado. Uno de estos
grupos acilo correspondió al ácido graso 27-OH C28:0 ha-
llado también en Rhizobium, sin embargo éste fue asigna-
do como grupo primario esterificado a la GlcN proximal.
Estudios más recientes sugieren que esta estructura debe
ser reevaluada (comparar con el párrafo siguiente).49

La estructura del lípido A del LPS rugoso de Sinorhizo-
bium sp. NGR234 ha sido recientemente determinada.20

Como en Rhizobium, se detectaron diferentes moléculas
relacionadas. El 94% de las moléculas presentaron un di-
sacárido de GlcN bifosforilado y tetra- o penta-acilado
(Fig. 3F). Si bien no fue caracterizado muy detalladamen-
te, el lípido A del LPS liso presentó además moléculas tri-
aciladas. El ácido graso extra largo fue asignado como
grupo secundario en la misma posición que en las molé-
culas de lípido A de Rhizobium. Se determinó que 30% de
estos ácidos grasos extra largos son de 30 carbonos (29-
OH C30:0).

Completando el panorama dentro de la familia Rhizo-
biaceae, el año pasado se determinó la estructura del lípi-
do A de A. tumefaciencs C58.50 Como se esperaba, el aná-
lisis reveló una mezcla de moléculas que variaban en el
patrón de acilación. Las moléculas más abundantes cons-
tan de un disacárido de GlcN, bifosfoforilado, penta-acila-
do, con el mismo ácido graso extra largo y en la misma po-
sición 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-
ción (Figs. 3B-3F). Gran parte de esta heterogeneidad se en-
cuentra en la unidad proximal del disacárido. En general, el
patrón de acilación es diferente al que presenta el arquetípi-
co lípido A de enterobacterias. En Rhizobiaceae sólo hay
un derivado aciloxi-acil, unido por un enlace amida a la
GlcN distal. Este derivado contiene un ácido graso hidroxi-
lado extra largo que es típico de toda la familia Rhizobia-
ceae y también está presente en otras bacterias simbióticas o
patógenas, como Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Bruce-
lla y Legionella.3 Todas estas bacterias pertenecen a la sub-

§ La cepa CE3 es una derivada resistente a estreptomicina de la cepa tipo
de R. etli CFN42.
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Figura 3. Estructura del lípido A en E. coli K12 (A) y de las más abundantes moléculas de lípido A producidas por algunos miembros de la familia Rhizobi-
aceae (B-F). Los números dentro de los círculos indican la longitud de los grupos acilo. En la estructura de E. coli se indica la numeración de los carbonos
del disacárido y se señalan en gris los grupos acilos secundarios que dan lugar a derivados aciloxi-acil. En las estructuras de Rhizobiaceae se señalan en
gris las sustituciones que diferencian las moléculas de lípido A producidas por cada cepa.
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división α-2 de las Proteobacterias y tienen la capacidad de
vivir intracelularmente en hospederos eucariontes. Se ha es-
peculado sobre el papel de este ácido graso en la interac-
ción entre estas bacterias y sus hospederos proponiendo
que podría estabilizar la membrana externa, y así proteger
ante las respuestas de defensa del hospedero o durante el es-
trés ácido u osmótico que probablemente enfrenten en los
compartimientos intracelulares.49,52

Oligosacárido núcleo

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

La primera estructura resuelta completamente corres-
pondió a la cepa CE3 de R. etli (Fig. 4A).14 La molécula
consta de tres residuos de Kdo, tres de GalA, uno de Man y
uno de Gal. Está unido al lípido A mediante uno de los
Kdo y otro de estos residuos ocupa la posición terminal en
donde se une el antígeno 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

así estabilizar la membrana externa.18 El ON de R. etli no
posee grupos fosfato, sin embargo la función de éstos la
asumirían los grupos carboxilo de los residuos de GalA.
Asimismo, la ausencia de grupos fosfato en el ON sería una
estrategia para economizar fósforo en ambientes como el
suelo donde este elemento puede ser escaso.

Cuando los LPS de R. etli se someten a una lisis ácida
suave, se liberan un trisacárido y un tetrasacárido que co-
rresponden al ON.27 Se han identificado productos de lisis
idénticos en varias cepas de R. leguminosarum biovar vi-
ciae y trifolii, por lo que se presume que el ON está con-
servado entre ambas especies.14 Apoyando esta asunción,
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.34

Si bien no se ha determinado la estructura del ON de al-
guna cepa de Sinorhizobium, sí se ha determinado la com-
posición de azúcares en cepas de S. meliloti y S. fredii (Ta-
bla 1). Todas poseen Kdo, Glc, Gal, GlcA y GalA. La
mayoría tienen Man y algunas tienen DHA. A diferencia
de Rhizobium, el LPS rugoso es la forma más abundante
producida por Sinorhizobium spp., y por este motivo el
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principal determinante antigénico de sus LPS corresponde
al ON.7,47 Se han identificado cuatro serogrupos entre los
LPS de Sinorhizobium spp. que parecen corresponder a di-
ferentes estructuras de ON que se diferencian por el conte-
nido de ácidos urónicos.47

Recientemente se ha determinado la estructura del ON
de una cepa de Agrobacterium larrymoorei que sólo pro-
duce LPS rugoso.36 Esta especie está relacionada con A.
tumefaciens y causa tumores aéreos en Ficus benjamina.
La estructura determinada contiene azúcares encontrados
en otros ON de Rhizobiaceae como Kdo, Gal y Glc (Fig.
4B). Por otro lado presenta algunas diferencias: contiene
Ram, los ácidos urónicos están presentes como uronami-
das, por lo que no proveen cargas negativas, y el residuo

distal es una quinovosamina sustituida con un derivado de
ácido piroglutámico que sólo se había descrito antes en el
ON de Campylobacter coli.36

Antígeno O

Esta es la parte más variable de la molécula de LPS.
Esta variabilidad surge por la naturaleza, el orden y los en-
laces de los diferentes azúcares que lo componen. Tam-
bién pueden presentarse sustituciones, como metilaciones
y acetilaciones, que añaden complejidad a la molécula.27

Hasta hace muy poco sólo se conocían las estructuras de la
unidad repetida del antígeno O en cepas de Rhizobium, sin
embargo recientemente se han descrito las estructuras de

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

Especie/Cepa Estructura Referencia

R. leguminarum
bv. viciae 128C53 3)-α-L-Ram-(1→3)-α-L-Fuc-(1→3)-α-L-Fuc-(1→ Kannenberg et al., 1998

2)
↑

α-D-Man-(1
bv. trifolii 4S 3)-α-L-Ram-(1→3)-α-L-Ram-(1→4)-β-D-GlcNAc-(1→3)-α-L-Ram-(1→ Wang & Hollingsworth, 1994

2)
↑

α-D-ManNAc-(1
R. etli

CE3 4)-β-D-6-O-Me-GlcA-(1→4)-α-L-Fuc-(1→ Forsberg et al., 2000
2)
↑

α-3-O-Me6dTal-(1
R. tropici

CIAT899 4)-β-D-Glc-(1→3)-α-D-2-O-Ac-D-6dTal-(1→3)-α-L-Fuc-(1→ Gil Serrano et al., 1995
A. tumefaciens

F/1 3)-α-L-Ram-(1→3)-β-D-GlcNAc-(1→
4)-α-L-Ram-(1→3)-β-D-GlcNAc-(1→ De Castro et al., 2004

DSM 30205 3)-α-D-Ara-(1→3)-α-L-Fuc-(1→ De Castro et al., 2002
C58 3)-α-L-6dTal-(1→ (acetilado al azar en C-4) De Castro et al., 2003

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

Cepa Glc Gal Kdo DHA Man GlcA GalA Xil Referencia

S. meliloti 102F51 + + + + - + + - Russa et al., 1996
S. meliloti 1021* + + + - + + + - Reuhs et al., 1998
S. meliloti 1021* + + + + + + + + Campbell et al., 2002
S. fredii USDA205 + + + - + + + - Reuhs et al., 1998
S. fredii USDA257 + + + - + + + - Reuhs et al., 1998
Sinorhizobium sp. NGR234 + + + - + + + - Reuhs et al., 1998

* Se utilizaron diferentes métodos de extracción y purificación del ON.
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varias cepas de A. tumefaciens (Tabla 2). La unidad repeti-
da puede ser un monosacárido o un oligosacárido de hasta
5 residuos que pueden ser azúcares comunes como Glc,
Ara y Man, sin embargo es muy común la presencia de
desoxihexosas y aminoazúcares. Como se mencionó ante-
riormente, pocas cepas de Sinorhizobium producen molé-
culas de LPS con antígeno O, lo que explica que se haya
prestado poca atención a su estudio.

Adicionalmente a la unidad repetida, el antígeno O de
R. etli CE3 contiene el trisacárido no repetido →3)-α-L-
Fuc-(1→3)-β-D-Man-(1→3)-β-QuiNAc.15 Este trisacárido
une el antígeno O al ON y, algunas veces, se le denomina
ON externo. Asimismo, el antígeno O de esta cepa termina
en un residuo de fucosa trimetilada (TOMFuc).15 Se presu-
me que los antígenos O de otros Rhizobiaceae pueden te-
ner estas estructuras adicionales a la unidad repetida, sin
embargo hasta la fecha no se han descrito.

BIOSÍNTESIS

Lípido A

En vista de que el lípido A es esencial para casi to-
das las bacterias Gram negativas, no es sorprendente
que el proceso de su biosíntesis esté muy conserva-
do.45,46 En un elegante trabajo de bioquímica, Price et
al. (1994) demostraron que R. leguminosarum y R. etli
poseen las actividades enzimáticas que en E. coli se re-
quieren para sintetizar el precursor Kdo2-Lípido IVA. Si
bien no se han descrito estas actividades en otras Rhizo-
biaceae, los genomas de S. meliloti 1021 y A. tumefa-
ciens C58 contienen los posibles ortólogos que codifi-
can para estas enzimas (http://www.genome.jp/kegg/
pathway.html). Los pasos metabólicos posteriores pre-
sentes en Rhizobiaceae modifican el Kdo2-Lípido IVA
hasta el lípido A maduro típico de estas bacterias. Va-
rios de estos pasos han sido descritos recientemente en
R. leguminosarum y R. etli.

Como se mencionó anteriormente, una gran parte de
la heterogeneidad en las acilaciones del lípido A en
Rhizobiaceae se centra en la unidad proximal del disa-
cárido. En todas las especies analizadas, una propor-
ción de las moléculas carecen del grupo acilo en la po-
sición 3 (Figs. 3B-F). Se ha identificado la actividad
enzimática responsable de esta deacilacion en R. legu-
minosarum.1 Esta actividad está asociada a membrana y
al parecer actúa sobre el lípido A antes de que se forme
el derivado aciloxi-acil. No se detectó esta actividad en
extractos de S. meliloti, sin embargo esta especie debe
poseer una actividad similar.

El segundo paso específico de Rhizobiaceae parece ser
la acilación del precursor con el ácido graso extra largo.

La enzima que cataliza esta reacción, LpxXL, está asocia-
da a la membrana interna y utiliza como donador de grupo
acilo a una ACP específica codificada por el gen acpXL.2,6

Las dos proteínas están codificadas por genes cercanos
pero no contiguos. Entre ambos genes se encuentran 4
ORFs, tres de los cuales codifican para proteínas que pro-
bablemente están involucradas en la biosíntesis del ácido
graso de cadena extra larga. Los genomas de S. meliloti y
A. tumefaciens poseen ortólogos a todos estos genes, lo
que concuerda con la presencia en estas especies del ácido
graso extra largo.

Recientemente se han obtenido mutantes de S. meliloti
en los genes acpXL49,13 y lpxXL.13 Estas mutantes no in-
corporan el ácido graso extra largo en el lípido A, son más
sensibles in vitro a estrés osmótico, ácido y a detergentes,
presentan una menor competitividad y un retardo en la in-
ducción de la nodulación en comparación a las cepas sil-
vestres. Sin embargo, los nódulos tienen una morfología
normal y fijan nitrógeno. Estos resultados sugerirían que
si bien el ácido 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,52 sin embargo en este caso se determinó que
un pequeño porcentaje de moléculas de lípido A portaban
el ácido graso extra largo. En R. leguminosarum bv. viciae
se ha demostrado que la concentración del ácido graso ex-
tra largo aumenta durante la simbiosis.26,52 Estos resulta-
dos podrían indicar que existe otra u otras ACP que no se
expresan considerablemente en vida libre pero sí durante
la simbiosis y que podrían sustituir la función de la ACP
mutada. Por este motivo sería interesante determinar el
porcentaje de moléculas de lípido A que porta el ácido
graso extra largo en los bacteroides de R. leguminosarum.
Otro punto a analizar en estas mutantes es si el ON y el an-
tígeno O están alterados, ya que podría suceder que las en-
zimas que sintetizan estos componentes no reconozcan de
la misma forma a moléculas que no porten el ácido graso
extra largo.

Una característica típica del lípido A en Rhizobium es
que no está fosforilado. En los extractos celulares de R.
leguminosarum y R. etli se han identificado actividades
enzimáticas que desfosforilan los extremos 1 y 4'  del
precursor Kdo2-Lípido IVA.5,39 El gen de R. legumino-
sarum que codifica para la fosfatasa que actúa sobre la
posición 1 ha sido clonado y caracterizado.28 La enzima,
denominada LpxE, actúa normalmente luego de que se
ha añadido el ácido graso extra largo. En base a la se-
cuencia de aminoácidos se predice que LpxE posee seis
hélices transmembranales y que su probable sitio activo
se orienta hacia el lado periplasmático de la membrana
interna. Los homólogos más similares a LpxE se encuen-
tran en los genomas de S. meliloti y A. tumefaciens.28 En
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estas especies sólo una proporción de las moléculas de lí-
pido A no poseen grupos fosfatos en el extremo 1 por lo
que será interesante determinar en qué etapa biosintética
actúan estas fosfatasas, y si su expresión o actividad es
inducida bajo alguna condición especial.

Otra característica del lípido A en Rhizobium es la pre-
sencia de un residuo de GlcNato en lugar de la GlcN proxi-
mal (Figs. 3B y 3D). Recientemente se ha clonado y carac-
terizado el gen de R. leguminosarum que codifica para una
oxidasa que da origen a este residuo.43,44 La proteína, de-
nominada LpxQ, se localiza en la membrana externa. No se
han detectado homólogos a esta proteína en S. meliloti, lo
que concuerda con la ausencia de GlcNato en esta especie.
Por el contrario, el genoma de A. tumefaciens C58 codifica
para una proteína 59% idéntica y 77% similar a LpxQ que
puede oxidar el lípido A in vitro. Este ortólogo podría es-
tar activo sólo bajo ciertas condiciones ya que no se ha de-
tectado GlcNato en A. tumefaciens cultivado en condicio-
nes de laboratorio.

Oligosacárido núcleo

Los dos primeros residuos del ON, que casi siempre son
dos moléculas de Kdo, se añaden durante la biosíntesis del
precursor Kdo2-Lípido IVA.46 La presencia de estos resi-
duos es necesaria para completar las acilaciones del lípido
A y también uno de ellos actúa como el aceptor sobre el
que se añaden secuencialmente el resto de azúcares del
ON. Las enzimas que sintetizan los nucleótido azúcares
precursores y las glucosiltransferasas que los ensamblan
son proteínas membranales o asociadas a la membrana in-
terna.18 Cuando se ha completado el ensamblaje del lípido
A - ON, el transportador de tipo ABC MsbA, transloca la
molécula al lado periplasmático de la membrana interna.46

En varias cepas de Enterobacteriaceae se han identificado
todas las enzimas necesarias para la biosíntesis del ON,
mientras que en Rhizobiaceae se han descrito todos los pa-
sos metabólicos sólo en R. leguminosarum.

El primer paso específico en la biosíntesis del ON en R.
leguminosarum es catalizado por LpcC. Esta proteína es
una manosiltransferasa que utiliza GDP-manosa como do-
nador del azúcar y el Kdo interno del Kdo2-Lípido A
como aceptor (Fig. 4A).23 Posteriormente actúan las enzi-
mas LpcA y LpcB que presentan actividad de galactosil- y
Kdo-transferasa, respectivamente (Fig. 4A).22 Los genes
lpcA y lpcB están contiguos en el genoma de R. legumino-
sarum bv. viciae 3841 mientras que el gen lpcC está sepa-
rado por aproximadamente 10 kb.

Recientemente se ha descrito la identificación de una
región del genoma de R. leguminosarum que dirige la sín-
tesis de tres actividades enzimáticas capaces de añadir re-
siduos hidrofílicos a las moléculas Kdo2-Lípido IVA y ma-

nosa- Kdo2-Lípido IVA.25 La secuencia de dicha región re-
veló tres ORFs similares al gen arnT de E. coli, que codifi-
ca para una enzima involucrada en la transferencia de ami-
noarabinosa al lípido A. El análisis de los productos
obtenidos indica que estos ORFs codifican las glucosil-
transferasas requeridas para añadir los tres residuos de
GalA presentes en el ON de R. leguminosarum (Fig. 4A).

En S. meliloti se ha identificado un gen homólogo a
lpcC de R. leguminosarum.29 Este gen, denominado lpsB,
codifica para una proteína que puede manosilar moléculas
de Kdo2-Lípido IVA. Sin embargo, a diferencia de lpcC
también puede añadir otros azúcares. Es interesante notar
que lpsB puede complementar a mutantes en lpcC pero no
ocurre lo contrario.24 Estos datos sugieren que en S. meli-
loti, LpsB no añade Man al Kdo del lípido A sino otro
azúcar. Será interesante determinar la estructura del ON en
S. meliloti para determinar qué residuo es añadido in vivo
por LpsB. Otros tres genes (lpsCDE) que codifican para
posibles glucosiltransferasas están contiguos a lpsB pero
se transcriben divergentemente.29 No se han determinado
las especificidades de estas probables glucosiltransferasas.
Sin embargo, parece ser que están involucradas en la bio-
síntesis del ON, ya que el LPS rugoso de mutantes en estos
genes migra más rápido que el de la cepa silvestre. Esto se
ha interpretado como la producción de un ON truncado.

No existen reportes sobre genes involucrados en la bio-
síntesis del ON en agrobacterias. Sin embargo, A. tumefa-
ciens C58 posee un homólogo muy similar a lpcC y lpsB
que está anotado como una posible manosiltransferasa del
ON. Este gen está precedido de greA y está cercano a lrp.
Esta misma organización genética está conservada en R.
leguminosarum y S. meliloti, lo que podría sugerir que se
trata de un ortólogo con función similar.29

Antígeno O

La biosíntesis del antígeno O ocurre en el lado citoplas-
mático de la membrana interna.46 Como sucede durante la
biosíntesis del ON, se requieren enzimas que sinteticen los
nucleótidos azúcares precursores y glucosiltransferasas que
los ensamblen. La cadena del antígeno O crece unida al aca-
rreador undecaprenil fosfato que está unido a la membrana.
Al finalizar la síntesis de una unidad de antígeno O o del
antígeno O completo, un transportador transloca esta molé-
cula al lado periplasmático de la membrana interna. Si se
han transportado unidades, éstas son polimerizadas por la
enzima Wzy. Finalmente, una ligasa se encarga de unir el
antígeno O al lípido A - ON para completar una molécula de
LPS.46

Se han identificado varios genes o grupos de genes que
están involucrados en la biosíntesis del antígeno O en va-
rias cepas de Rhizobium. La mayoría de estos genes sólo es-
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tán anotados como probables enzimas que sintetizan nu-
cleótido azúcares o probables glucosiltransferasas ya que es
difícil inferir funciones específicas 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 proteínas cuyas funciones están directamente rela-
cionadas con la biosíntesis de su antígeno O.12,16,30,32

Como se mencionó anteriormente, un trisacárido no
repetido es parte del antígeno O de R. etli CE3.15 El resi-
duo de QuiNAc proximal de este trisacárido une el antí-
geno O al ON. En la mutante CE166 sólo una parte de las
moléculas de LPS poseen antígeno O.16 Estas moléculas
completas de LPS se diferencian de las producidas por la
cepa silvestre en que el residuo de QuiNAc está reempla-
zado por 2-acetomida-2,6-dideoxihexosil-4-ulosa. Este
residuo es un intermediario en la biosíntesis de QuiNAc.
El gen mutado en CE166 fue denominado lpsQ y las evi-
dencias indican que codifica para la reductasa que trans-
forma el intermediario en QuiNAc. Se presume que la
glucosiltransferasa que añade QuiNAc también puede re-
conocer y añadir el intermediario pero con menos eficien-
cia. Esto explicaría porqué sólo una porción de los LPS en
la mutante tienen antígeno O.

En Enterobacteriaceae se han descrito dos mecanismos
para el transporte del antígeno O al lazo periplasmático de
la membrana interna.46 Uno de ellos involucra a la flipasa
Wzx y el otro a un transportador de tipo ABC codificado
por los genes wzm y wzt. Lerouge et al. (2001) identificaron
en R. etli CE3 genes homólogos a los que codifican el
transportador ABC. Los LPS de una mutante en el gen ho-
mólogo a wzm mostraron sólo la banda de LPS rugoso, no
reaccionaron con anticuerpos que reconocen el antígeno O
de la cepa silvestre y sólo presentaron los azúcares compo-
nentes del ON. Recientemente hemos identificado en nues-
tro laboratorio genes homólogos a wzm y wzt en R. tropici
CIAT899.40 Una mutante en wzt produce sólo LPS rugoso y
es sensible a varios antibióticos, xenobióticos y estreses
abióticos como se ha descrito en mutantes deficientes en an-
tígeno O. No hemos podido identificar homólogos claros de
wzm-wzt en los genomas de R. leguminosarum (http://
www.sanger.ac.uk/Projects/R_leguminosarum/) y de A. tu-
mefaciens C58 lo que podría indicar que el mecanismo del
transportador ABC no es común a todas las Rhizobiaceae.

El antígeno O de R. etli CE3 presenta metilaciones en los
residuos de GlcA y 6dTal (Tabla 1) y en el residuo terminal
TOMFuc.15 Recientemente se ha descrito una probable metil-
transferasa que parece estar involucrada en la modificación
de alguno de los residuos de la unidad repetida.32 El gen está
ubicado corriente arriba de los genes wzm-wzt. La mutante
deficiente en este gen sólo produce LPS rugoso con un ON
intacto. Esto sugiere que la metilación se produce a nivel del
nucleótido azúcar precursor y que ésta es necesaria para el en-

samblaje del antígeno O. Duelli et al. (2001) han descrito el
gen lpeA que codifica para una probable metiltransferasa que
afecta al residuo terminal TOMFuc. Corriente abajo de lpeA
se identificaron otros dos ORFs con similitudes a metiltrans-
ferasas. Las evidencias indican que las proteínas codificadas
por estos genes participan en las metilaciones del residuo de
Fuc terminal y que estas modificaciones son necesarias para
su incorporación al antígeno 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 biosíntesis de LPS en Rhi-
zobiaceae. Sin embargo, no se han asignado funciones es-
pecíficas a la mayoría de estos genes. Idealmente, se
requieren ensayos bioquímicos para determinar la función
de muchas de las enzimas involucradas. No obstante, tam-
bién se pueden realizar inferencias sólidas sobre la fun-
ción en base a los defectos estructurales presentados por
las mutantes en estos genes. Los avances recientes en la
determinación 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-
rán en el futuro. Asimismo, pronto se liberarán las secuen-
cias de los genomas de R. etli 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-
tribuirán al avance en esta interesante área.
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