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RESUMEN

Diversas especies del género Agrobacterium producen tumores en gran
cantidad de plantas cultivadas, causando la enfermedad conocida en inglés

|II

como “crown gall”. En esta tesis se ha demostrado que cepas patdgenas y
no patogenas de las especies A. tumefaciens, A. rhizogenes y A. vitis son
capaces de formar biopeliculas tanto sobre superficies inertes como sobre
raices de tomate. Las cepas de A. tumefaciens y A. vitis se unieron a
poliestireno y polipropileno, mientras que las de A. rhizogenes sélo se
unieron a polipropileno. Se ha constatado que la formacién de biopeliculas
in vitro sobre superfices abidticas en Agrobacterium spp. depende de la
especie (biovar), la superficie y las condiciones de cultivo. Mediante
microscopia electrénica de barrido y microscopia confocal, utilizando cepas
marcadas con GFP, se demostré que las tres especies formaban estructuras
complejas compuestas por numerosas células bacterianas dispuestas segin
alguno de los siguientes modelos: “tapices” densos y continuos, grandes
agregados irregulares embebidos en material extracelular, o “setas”
globulares atravesadas internamente por canales. Los resultados sugieren
que la formacion de biopeliculas puede estar asociada a la colonizacién y
supervivencia de estas especies bacterianas en la rizosfera. Ademas, la
capacidad del agente de biocontrol A. rhizogenes K84 de formar biopelicula
durante su interaccion con la planta podria ser una caracteristica relevante
para el control de la enfermedad. Con el propdsito de ahondar y conocer
genes implicados en la formacidon de biopeliculas en este agente de
biocontrol se han utilizado dos estrategias. Mediante genética clasica, se

analizé una libreria de mutantes al azar de la cepa K84 y se identificaron



dos mutantes afectados en la formacién de biopelicula. Uno fue incapaz de
unirse y formar biopelicula sobre polipropileno, pero por el contrario se
unié y formd biopelicula sobre dapices radiculares. Este mutante estd
interrumpido en el gen wcbD/bexC, implicado en biosintesis y transporte
de polisacdridos capsulares de tipo 2 en otras bacterias. El otro mutante
produjo mas biopelicula que la cepa K84, tanto en superficie abidtica como
en dapices radiculares. El gen interrumpido en este mutante es el rkpKk,
implicado en la biosintesis del lipopolisacarido (LPS) y del polisacarido
capsular antigeno K (KPS) descrito en Rhizobium spp. El analisis del LPS de
este mutante mostrd una alteracién en la composicion del mismo, y reveld
que la cepa K84 no produce el polisacarido capsular KPS. Mediante
genética reversa, se evaluaron los mutantes ndvB, feuP y ctpA de la cepa
K84, previamente seleccionados en un rastreo de mutantes de movilidad
en superficie. Los mutantes ndvB y feuP, implicados en sintesis y regulacién
del polisacarido -1-2-glucano ciclico (GC), y el mutante ctpA, implicado en
sintesis y/o transporte de exopolisacéridos (EPS), presentaron menor
movilidad en superficie y tipo “swimming” (en este segundo caso en
medios de baja osmolaridad), menor contenido en hexosas y menor
capacidad de formacion de biopeliculas in vitro. En resumen, este estudio
muestra que una posible cdpsula de la cepa K84 estd implicada en
interacciones célula-superficie, mientras que componentes del LPS parecen
estar implicados en interacciones célula-célula dentro de las biopeliculas.
Ademads, los resultados sugieren que el polisacdrido GC y los EPS son
criticos para la viabilidad en medios de baja osmolaridad, y tienen un
importante papel en la movilidad bacteriana y la formacién de biopeliculas

in vitro en el agente de control bioldgico K84. En conjunto, las aportaciones



de esta tesis abren nuevas vias de investigacién, tanto sobre la implicacién
de las biopeliculas en la biologia y epidemiologia de la enfermedad causada
por Agrobacterium spp., como en los complejos mecanismos de actuacion
empleados por los agentes bacterianos de control biolégico para colonizar

el huésped y controlar las enfermedades.



Resum

Diverses especies del génere Agrobacterium prodixen tumors en
gran quantitat d’espécies de plantes cultivades, malaltia coneguda en
angles como “crown gall”. En aquesta tesis s"ha demostrat que soques
bacterianes patdogenes i no patogenes de les principals espécies A.
tumefaciens, A. rhizogenes i A. vitis son capacgos de formar biopel-licules
tant sobre superficies inerts com en arrels de tomaca. Les soques
analitzades de A. tumefaciens i A. vitis es van unir a poliestire i polipropile
mentres que A. rhizogenes només es va unir a polipropile. S"ha constatat
gue la formacid de biopel-licula in vitro sobre superficies abiotiques depén
de I'espécie (biovar), de la superficie i de les condicions de cultiu. Utilitzant
microscopia electronica de scanning (SEM) i microscopia confocal,
mitjancant soques marcades amb GFP, es va demostrar que les tres
espécies formaven estructures complexes compostes per nombroses
cel-lules bacterianes disposades de diverses formes; tapissos densos i
continus, grans agregats embegusts en material extracel-lular, o com
“bolets” grobulars travessats internament per canals. Aquests resultats
suggereixen que la formacidé d’aquestes biopel-licules pot estar associada a
la colonitzacié i supervivencia a la rizosfera. A més, la capacitat de I'agent

de biocontrol A. rhizogenes K84 per a formar biopel-licules durant la seua



interaccio amb la planta, podria ser una caracteristica rellevant per al
control de la malaltia. Amb el proposit d’aprofundir i conéixer gens
implicats en la formacié de biopel-licules en aquest agent de biocontrol es
van abordar dues estrategies. Mitjancant una estrategia de genetica
classica, es va analitzar una llibreria de mutants a |'atzar de la soca K84
identificant dos mutants afectats en la formacién de biopel-licula. Un va ser
incapa¢ d’unir-se i formar biopel-licula sobre polipropilé, pero per contra es
va unir i forma biopellicula sobre apexs radiculars. Aquest mutant esta
interromput en el gen wcbhD/bexC, implicat en biosintesi i transport de
polisacarids capsulars de tipus 2 en altres bacteris. L'altre mutant va
produir més biopel-licula que la soca K84, tant en superficie abidtica com en
apexs radiculars. El gen interromput en aquest mutant és el rkpK, implicat
en la biosintesis del lipopolisacarid (LPS) i del polisacarid capsular antigen K
(KPS) descrit en Rhizobium spp. L'analisi del LPS d’aquest mutant va
mostrar una alteracié en la seua composicid, i va revelar que la soca K84 no
produeix el polisacarid capsular KPS. Mitjancant una altra estrategia de
genética reversa, es van avaluar els mutants ndvB, feuP i ctpA, préviament
seleccionats en un rastreig de mutants de mobilitat en superficie en la soca
K84. Els mutants ndvB i feuP, implicants en la sintesi i regulacié del

polisacarid B-1,2-gluca ciclic (GC), i el mutant ctpA, implicat en la sintesi i/o



transport d’exopolisacarids (EPS), van presentar menor i) mobilitat en
superficie ii) mobilitat tipus “swimming” en medis de baixa osmolaritat iii)
contingut en hexoses iv) capacitat de formacié de biopel-licula in vitro. En
resum, aquest estudi mostra que una posible capsula de la soca K84 estaria
implicada en interaccions cel-lula-superficie, mentres que components del
LPS semblen estar implicats en interaccions ceél-lula-cél-lula dins de la
biopel-licula. A més, aquests resultats suggereixen que el polisacarid GCi els
EPS sén critics per a la viabilitat en medis de baixa osmolaritat, i tenen un
paper important en la mobilitat bacteriana aixi com en la formacié de
biopel-licula in vitro en I'agent de control biologic K84. En conjunt, les
aportacions d’aquesta tesis obren noves vies d’investigacio tant sobre la
implicacié de la biopel-licula en la biologia i epidemiologia de la malaltia
causada per Agrobacterium spp., com en els complexos mecanismes
d’actuacié emprats pels agents bacterians de biocontrol per colonitzar

I"hoste i controlar les malaties.



Summary

Several species of genus Agrobacterium induce tumours in
many cultivated plants, causing a disease called crown gall. The results
of this thesis show that pathogenic and non-pathogenic strains of the
main species A. tumefaciens, A. rhizogenes and A. vitis are able to form
biofilms on both inert surfaces and tomato roots. A. tumefaciens and A.
vitis strains attached to polystyrene and polypropylene, whereas A.
rhizogenes strains attached only to polypropylene. Thus, in
Agrobacterium spp., the in vitro biofilm formation on abiotic surfaces
depends on the species (biovar), the kind of surface and the growth
conditions. The three assayed species formed complex structures
composed by numerous bacterial cells, as evidenced with scanning
electron microscopy and confocal laser scanning microscopy, by using
GFP-tagged strains. In these structures cells were arranged in several
ways: either as dense and continuous carpets, large aggregates
embedded in extra-cellular material, or globular “mushrooms”
traversed internally by channels. Results suggest that biofilm formation
can be associated to colonization and survival in the rhizosphere.
Furthermore, the ability of the biocontrol agent A. rhizogenes K84 to
form biofilms during the interaction with a plant could be a remarkable
trait for the control of the disease. The identification of genes involved
in biofilm formation in K84 was tackled through two strategies. By a
classical genetics strategy, the construction and analysis of a library for
random insertional mutagenesis in K84 strain led to the identification of
two mutants defective in biofilm formation. One of them was unable to

attach and form biofilms on polypropylene, however it attached and



formed biofilms on root tips. This mutant is disrupted in gene
wcbD/bexC, involved in other bacteria in biosynthesis and transport of
type 2 capsular polysaccharides. The other mutant exhibited an
enhanced biofilm formation respect to strain K84, both on abiotic
surface and root tips. In this case, the disrupted gene is rkpK, involved in
the biosynthesis of the lipopolysaccharide (LPS) and also of antigen K
capsular polysaccharide (KPS) reported in Rhizobium spp. The analysis
of LPS in this mutant showed an alteration in its composition, revealing
that strain K84 does not produce KPS. By reverse genetic strategy,
mutants ndvB, feuP y ctpA, previously selected in a surface motility
screening of strain K84, were evaluated. Mutants ndvB y feuP, involved
in -1-2-glucan cyclic (GC) polysaccharide biosynthesis and regulation,
and the mutant ctpA, involved in synthesis and/or transport of
exopolysaccharides (EPS), showed a reduction in i) surface motility, ii)
swimming motility in low osmolarity media, iii) hexose content and iv)
biofilm formation in vitro. In summary, it seems that a capsule of strain
K84 is involved in cell-surface interactions, and LPS components in cell-
cell interactions inside biofilms. Moreover, results suggest that the GC
polysaccharide and the EPS are critical for viability in low osmolarity
media, and have an important role in the bacterial motility and biofilm
formation in vitro in the biocontrol agent K84. As a whole, this work
opens new research lines both on the involvement of biofilms in the
biology and epidemiology of the disease caused by Agrobacterium spp.,
and in the complex mechanisms exhibited by bacterial biocontrol

agents to colonize hosts and to control the diseases.
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Introduccion general



A. Agrobacterium spp.y la enfermedad que causa.

A.1 Agrobacterium sp. como bacteria fitopatogena.

A.1.1. Antecedentes.
Desde finales del siglo XIX se conocia la existencia de una
enfermedad en plantas dicotiledéneas cuyos sintomas eran la formacion
de tumores situados en la zona del cuello o en la misma raiz, pero fue en
1907, cuando Erwin F. Smith demostrd
que esta enfermedad estaba causada por
una bacteria del suelo con forma de
bastoncillo, a la que se denominé
Bacterium tumefaciens (Smith y
Townsend, 1907). Se conocian ya otras
bacterias que provocaban que el tejido

vegetal muriera, se marchitara, se

pudriera o que causaban manchas en el
mismo, pero A. tumefaciens tenia la %\4, M
extrafia capacidad de hacer que las células

vegetales proliferaran y formaran un tumor.

Fue 40 anos después cuando el fitopatélogo Armin Braun estudio
este fendmeno (White y Braun, 1941), y postuld que las células vegetales
del tumor producido por A. tumefaciens habrian sido transformadas de
forma permanente en células tumorales, debido a algun factor inductor del
tumor que habria sido introducido por la bacteria (White y Braun, 1941;

White y Braun, 1942). Desde entonces, es bien sabido que A. tumefaciens



ha desempefiado un papel importante en los avances realizados en los
ultimos decenios en el ambito de la genética vegetal, biologia molecular e

ingenieria genética de plantas.

A.1.2. Taxonomia y nomenclatura.

La taxonomia de las especies del género Agrobacterium ha sido
ampliamente estudiada, pero han surgido distintos problemas en la
nomenclatura de estas especies debido a que caracteristicas como la
habilidad de inducir tumores y los distintos tipos de tumores producidos,
fueron utilizados como parametros taxonémicos. Fue en 1942, cuando
Conn propuso el establecimiento de un nuevo género, al que denomind
Agrobacterium (Conn, 1942). Dentro de este género, los agentes causantes
de tumores se adscribieron a la especie A. tumefaciens, los causantes de
raices en cabellera a A. rhizogenes, los causantes de tumores en frambueso
a A. rubi, y los no patdgenos a A. radiobacter (Young et al., 2001; Farrand et
al., 2003). Sin embargo, en la actualidad se sabe que la induccion de
tumores y de raices en cabellera se controlan mediante genes
extracromosomicos situados en un plasmido (Zaenen et al., 1974; White y
Nester, 1980), y que los plasmidos pueden ser transferidos entre especies
del mismo o distinto género. Segun esta nomenclatura clasica, una cepa de
A. radiobacter pasaria a la especie A. tumefaciens al adquirir el plasmido Ti
(responsable de la induccién de tumores), ya que es el Unico caracter que
las distingue. Por otro lado, se sabe que esta transferencia puede ocurrir
tanto en el laboratorio como en la naturaleza (Kerr et al., 1977).

Kersters y De Ley (1984) propusieron que las caracteristicas
codificadas por plasmidos no deberian ser utilizadas para distinguir

especies, y Otten et al. (1992), en este mismo sentido, indicaron que seria



preferible usar caracteristicas cromosdmicas. Ha habido distintas
propuestas (Young et al., 2001; Farrand et al., 2003; Young et al., 2003), no
unanimemente aceptadas, ya que no se dispone todavia de suficientes
datos polifasicos para una revision taxondmica profunda de este género.
Actualmente el género Agrobacterium se define como aquel que incluye
bacterias Gram negativas del suelo, de la subclase alpha del phylum
Proteobacteria, pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, asociadas con

plantas pero que no fijan nitrogeno en simbiosis con leguminosas.

A.1.2.1. Clasificacion en biovares.

En los afios 70, Keane et al. (1970) y Kerr y Panagopoulos (1977)
subdividieron las cepas de Agrobacterium en tres biovares atendiendo a sus
caracteristicas bioquimicas y fenotipicas. Las caracteristicas de cada biovar,
con algunas modificaciones posteriores (Panagopoulos et al.,, 1978 y
Lippincott et al., 1981), se muestran en la Tabla 1, y se establecieron en
funcion de las temperaturas maximas de crecimiento y de la capacidad para

utilizar determinados acidos organicos, polialcoholes e hidratos de carbono.

Esta clasificaciéon permitié a Sawada et al. (1993) (corregido por
Bouzar (1994)) agrupar a las cepas en tres especies segun el biovar al que
pertenecian. De este modo, los biovares subieron al rango de especies y se
denomind como A. tumefaciens a las cepas del biovar 1, A. rhizogenes a las
del biovar 2 y A. vitis a las del biovar 3. Se mantuvieron aparte los aislados
de frambueso que se agruparian en la especie A. rubi. (Bouzar y Jones,
2001). Cada especie puede contener aislados patégenos y no patégenos y
es definida por caracteristicas codificadas por genes cromosémicos (Young

et al., 2001; Farrand et al., 2003; Young et al., 2003). En esta memoria de



tesis se utilizara la nomenclatura mas aceptada por los fitopatdlogos que es
la basada en la clasificacién en biovares, y denominaremos a las cepas del
biovar 1 como A. tumefaciens, a las del biovar 2, como A. rhizogenes y a las
del biovar 3 como A. vitis, independientemente de su capacidad o no para

formar tumores o raices en cabellera.



Tabla 1. Caracteristicas de los biovares 1, 2 y 3 de Agrobacterium spp.

Prueba Biovar 1 Biovar 2 Biovar 3
Deteccion de 3 ceto + - +/-
lactosa

Tolerancia al 2% de NacCl + V- +
Crecimiento a 352C + V- +/-
Utilizacion de litmus Alc. Acid. Alc.
milk

Produccidn de acido a

partir de:

Eritritol - -
Etanol + - -
Melecitosa + - -

Produccidn de alcali a

partir de:

Malonato V- V+ +
L-tartrato V- + +
Propionato V+ - -
Acido mucico - + -

Crecimiento en medio

_selectivos:
Schroth et al., 1965 + - -
New & Kerr. 1971 V- + -

Basado en Panagopoulos et al., 1978 y Lippincott et al., 1981).
Alc.: Alcalinizacion.

Acid.: Acidificacién.

V': Variable, siendo la mayoria de los aislados negativos.

V': Variable, siendo la mayoria de los aislados positivos..

+/-: Positivo o negativo indistintamente.



La mayor parte de las cepas de Agrobacterium spp. se pueden
encuadrar en alguno de los tres biovares descritos, aunque algunas tienen
caracteristicas intermedias, por lo que se consideran biovares intermedios o
podrian formar nuevos biovares. Esto Ultimo seria tipico de aislados de
determinados huéspedes (Holmes y Roberts, 1981; Bell y Ramey, 1991;
Sawada vy leki, 1992; Bouzar et al., 1995; Penyalver et al., 2004).
Actualmente se sabe que los biovares 2 (A. rhizogenes) y 3 (A. vitis) forman
grupos genéticos homogéneos, pero sin embargo, el biovar 1 (A.
tumefaciens) esta compuesto por al menos 9 genoma-especies distintas,

por tanto posiblemente contendra mas de una especie (Popoff et al., 1984).

A.1.3. Caracteristicas morfoldgicas, culturales y fisiologicas.

Todas las cepas de las distintas especies del género Agrobacterium
spp. incluye bacterias Gram negativas con forma bacilar. Su tamafio oscila
entre 0,6- 1um de ancho y 1,5-3um de largo. Estas bacterias suelen tener
de uno a seis flagelos peritricos, uno de los cuales puede ser subpolar. La
longitud de los flagelos suele ser de cuatro a cinco veces la de la célula

bacteriana (Lippincott et al., 1981).

La temperatura 6ptima de desarrollo oscila generalmente entre 25
y 282C. El crecimiento en agar nutritivo es moderado, y mas abundante en
medios con extracto de levadura y carbohidratos, como glucosa, sacarosa o
lactosa. En general, las colonias son convexas, con bordes redondeados,
mucosas, no pigmentadas o de color blanco-beige, con 2-4 mm de didametro
tras 6 dias de incubacién (Matthysse, 2006). La mayoria de agrobacterias
tardan 70-90 min en duplicar su poblacion cuando crecen en medios

complejos a 26-272C en agitacion. En medio minimo con sacarasa y



glutamato tardan 90-120 min (Lippincot y Lippincott, 1969) y en ausencia
de glutamato estos tiempos aumentan hasta 180 min (Lippincott et al.,

1981).

Las bacterias del género Agrobacterium son aerobias, tienen
metabolismo respiratorio con el oxigeno como aceptor terminal de
electrones. Segun Kersters y De Ley (1984), algunas cepas son capaces de
respirar en condiciones anaerobias en presencia de nitratos, y ciertas cepas
podrian crecer bajo reducida presidon de oxigeno en tejidos vegetales. Son
organismos quimioorganotrofos que utilizan un amplio rango de hidratos
de carbono, sales de acidos organicos y aminoacidos como fuente de
carbono, pero no celulosa, almiddn, agar o quitina. Producen reaccion acida
en medios minerales con glucosa, galactosa y otros hidratos de carbono

(Lippincott et al., 1981).

A.1.4. Plasmidos.

Los plasmidos suelen estar presentes en la mayor parte de los
miembros de la familia Rhizobiaceae, y algunos son de gran tamafio, ya que
pueden llegar a constituir el 40% del genoma de algunas cepas. Estos
plasmidos juegan un papel muy importante en la interaccién de la bacteria
con la planta. En un estudio realizado por Albiach y Lépez (1992) con cepas
del género Agrobacterium, las cepas estudiadas, de diferentes biovares y
origenes, tenian de uno a cinco plasmidos con tamafios comprendidos
entre 5y 1000 Kb.

Algunos ejemplos de actividades codificadas en plasmidos en
especies de Rhizobiaceae son: genes de transporte de dicarboxilato (Finan

et al., 1988; Watson et al., 1988), de sintesis de exopolisacaridos (Finan et



al., 1986), y de lipopolisacaridos (Hynes y McGregor, 1990; Baldani et al.,
1992; Brom et al.,, 1992), de sintesis de tiamina (Finan et al., 1986), de
transporte de fosfato y utilizacién de fosfonato (Bardin et al., 1996), o de

sintesis de melanina (Hynes et al., 1988), entre otros.

A.1.4.1. Plasmido Ti.
Hace ya mdas de treinta afos, se descubria el mecanismo de

patogenicidad de Agrobacterium spp., basado en el plasmido mas
caracteristico de este género, el plasmido inductor de tumores (Ti) (Chilton
et al., 1977). La mayoria de genes que contiene juegan papeles directos o
indirectos en la tumorogénesis. Este plasmido tiene un tamafio entre 150 y
250 Kb (Zaenen et al., 1974; Sciaky et al., 1978; Wood et al., 2001), aunque
se han encontrado plasmidos Ti de hasta 500 Kb (Unger et al., 1985). Su
composicion media en G+C es del 55%, aunque algunos segmentos son mas
ricos en A-T, como el ADN-T. Se han contabilizado hasta 198 secuencias de
lectura abierta (ORFs) y probablemente todas codifican proteinas
funcionales (Wood et al.,, 2001), aunque algunas regiones son todavia
desconocidas respecto a su funcidn (Zhu et al., 2000).

Hay una gran diversidad de plasmidos Ti y se clasifican segun el tipo
de opina que sintetizan en el tumor vegetal. Los mas estudiados son los
plasmidos de nopalina/agrocinopina (como el pTiC58 de la cepa C58 de A.
tumefaciens) y los plasmidos de octopina/manopina (como el pTiB6 de la
cepa B6 de A. tumefaciens) (Currier y Nester, 1976; Depicker et al., 1977).
Los plasmidos de tipo octopina tienen en comun unas 65 Kb con el pTiC58
del tipo nopalina, pero el resto de las 130 Kb son distintos (Engler et al.,

1981).



La organizacién genética del plasmido Ti se dispone a modo de
mosaico, con regiones mas o menos bien conservadas. Globalmente,
presenta una estructura modular con genes de funciones similares

agrupados juntos (Fig 1). Asi, podemos definir cinco zonas:

C)ﬁo]ﬁi nin

Au yiw’

#F /" toraregion

Left Bordey Right Border

Ti Plasmid \

Opine
Catabolism

Virulanegt /

Region Origin of
Replication (ORI)

Figura 1. Esquema de las regiones principales del plasmido Ti de
Agrobacterium sp. Imagen tomada de
htt://commons.wikimedia.org

A. Regién T: es el segmento de ADN que se transfiere desde la
bacteria a la célula vegetal (Chilton et al.,, 1977). A diferencia de otros
elementos transponibles, el ADN-T permanece estable una vez transferido,
y no codifica por si mismo los productos que median su transferencia
(Leemans et al., 1982; Joos et al., 1983; Zambryski et al., 1983). El tamafio
del ADN-T varia segun el tipo de plasmido (Wang et al.,, 1984; Peralta y
Ream, 1985). Los extremos de esta region, llamados bordes, estan

formados por 25 pb y flanquean la region de ADN-T (Zambryski et al., 1982).
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B. Region vir: |la regidn de virulencia es otro componente codificado
por el plasmido Ti y contiene los genes necesarios para procesar y transferir
el ADN-T. Esta formada por un segmento de 35 Kb que contiene 20 genes
esenciales para la induccién de tumores en la mayoria de las plantas
huésped. Se compone de seis operones principales: virA-B-G-C-D-E. Estos
operones tienen una regulacién comun (Stachel y Zambryski, 1986). El
operdn virA codifica una Unica proteina con actividad autoquinasa que
actia como sensor ambiental (Melchers et al., 1989; Jin et al., 1990b). El
operdn virB contiene 11 genes que codifican proteinas localizadas en la
membrana interna o externa (Christie, 1997). El operdn virC codifica dos
proteinas: VirCl y VirC2 que, en principio, son requeridas para la
transferencia eficaz del ADN-T (Yanofsky et al., 1985; Kado, 1991). En el
operdn virD se encuentran los genes que codifican proteinas requeridas
para el corte de las secuencias borde del ADN-T (Yanofsky et al., 1986;
Stachel et al., 1987). El operdn virE codifica dos proteinas: VirEl y VirE2
(Sundberg et al., 1996; Das, 1988). El ultimo operdén imprescindible para el
procesamiento y transferencia del ADN-T es el virG. Este operdn codifica un
Unico producto que es el activador de la trascripcion de los otros genes vir
(Jin et al., 1990a). La expresidn tanto de virA como de virG es constitutiva
(Stachel y Zambryski, 1986). Otros miembros del reguldén vir no son
esenciales para la tumorogénesis en todos los huéspedes y puede que sean
necesarios sélo en algunos casos concretos o que jueguen otros papeles en
la patogénesis como virD5, E3, F, H, J, K, L, M, P y R (Kalogeraki y Winans,
1998; Kalogeraki et al., 2000).
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C. Loci tra y trb. Ambos loci conforman el sistema de trasferencia
conjugativa. La importancia biolégica de la conjugacién radica en que
permite la transferencia del plasmido Ti de la cepa donante de
Agrobacterium sp. a una cepa no patégena con la que ésta adquiere, una
vez trasferido el plasmido, la capacidad de producir tumores (Genetello et

al., 1977; Kerr et al., 1977).

D. Regién rep. Para la replicacion estable del plasmido Ti en
Agrobacterium spp. se requieren tres genes: repA, repB y repC. Los dos
primeros se encargan de que, durante la division celular, cada célula hija
herede al menos una copia del plasmido. El Unico gen imprescindible para
la replicacion vegetativa del plasmido es repC. Las funciones de
incompatibilidad entre plasmidos también estan reguladas por esta region.
Se define como incompatibilidad la incapacidad de heredar dos plasmidos
determinados de forma estable, pudiendo coexistir dentro de la misma
célula antes de su replicacién. Los plasmidos del tipo octopina son

incompatibles con los de nopalina (Hooykaas et al., 1980).

E. Region de Adquisicidn y catabolismo de opinas. Esta region esta
compuesta aproximadamente por unos 40 genes que codifican las enzimas
requeridas para estas dos funciones. Entres ellas se incluyen unas seis
permeasas y doce enzimas catabdlicas (Zhu et al., 2000). Es caracteristico
que los plasmidos Ti codifiquen sélo para el catabolismo de aquellas opinas
gue se corresponden con los genes de biosintesis localizados en su ADN-T.
La regulacion de estos genes es inducida por las mismas opinas que

catabolizan (Petit et al., 1970).
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A.1.5. Opinas.

Tras la infeccion por Agrobacterium sp., las células vegetales
transformadas que contienen el T-DNA producen, a partir de aminoacidos y
azucares, unos compuestos que reciben el nombre de opinas (Tempé y
Goldmann, 1982). Estos compuestos son exclusivos de los tumores
vegetales producidos por Agrobacterium sp. y los genes responsables de su
sintesis y catabolismo se encuentran en dicho plasmido (Tabla 2). Los genes
que codifican la sintesis de las opinas se expresan sdlo en las células
vegetales transformadas, y los genes que codifican su catabolismo en las
células de Agrobacterium sp. Estas bacterias son capaces de utilizar dichas
opinas como Unica fuente de C y N para su crecimiento (Tempé y Petit,
1982). No se conocen efectos patogénicos de las opinas, pero debido a su
especificidad como nutrientes para Agrobacterium sp. en el tumor, se ha
supuesto que juegan un papel importante en la ecologia de Agrobacterium
sp. pues, gracias a ellas, el tumor proporciona un nicho ecoldgico
altamente especializado para favorecer el desarrollo y la dispersion de las
bacterias oncogénicas que lo han producido. El plasmido Ti induce en el
tejido vegetal la sintesis de una opina, que puede efectuar una presion
selectiva a favor de la bacteria que ha inducido la formacién del tumor, ya
que ésta puede crecer con dicha opina como Unica fuente de Cy N (Petit y
Tempé, 1985). Ademas, tienen otros dos efectos importantes para las
células de Agrobacterium sp. en el tumor, ya que favorecen la transferencia
del plasmido Ti a bacterias no virulentas mediante conjugacién (Petit et al.,
1978; Guyon et al., 1980; Ellis et al., 1982a; Ellis et al., 1982b), lo que
asegura el predominio de bacterias virulentas en la poblacién. También

estimulan la activacion de los genes vir del plasmido Ti (genes de virulencia)
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por compuestos fendlicos de la planta, y aumentan la eficacia de la

transformacion (Veluthambi et al., 1989).

Tabla 2: Clasificacion de los pldasmidos Ti segun las opinas relacionadas.

Tipo de plasmido

Opinas sintetizadas

Opinas que inducen la
transferencia del

plasmido

Octopina Octopina, acido octopinico, Octopina, acido

lisopina, histopina, octopinico y lisopina

agropina, manopina y acidos
agropinico y manopinico

Nopalina Nopalina, acido nopalinico y Agrocinopinas A+B

agrocinopinas A+B
Agropina Agropina, manopina, acidos Agrocinopinas C+D

agropinico y manopinico,
agrocinopinas C+D,
leucinopina, lactamo de
leucinopinayL, L
succinamopina

Succinamopina

D, L succinamopina, lactamo
de succinamopina,
succinopina y nopalina

Desconocida

Lippia

Agrocinopinas C+D

Desconocida

Crisopina/Succinamopina

Crisopina, deoxifructosil-5
oxiprolina, L,L sucinomopina
y L, Lleucinopina

Desconocida

Crisopina/Nopalina

Crisopina, deoxifructosil-5
oxiprolina y nopalina

Desconocida

Vid tipo | Octopina y cucumopina Desconocida
Vid tipo Il Nopalina Desconocida
Vid tipo I Vitopina y rideopina Desconocida

Tomado de Dessaux et al., 1998
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A.1.6. Bacteriocinas.

Las bacteriocinas son sustancias de caracter antibidtico de bajo
peso molecular, que afectan sélo a bacterias estrechamente relacionadas
con el agente que las produce (Hopwood, 1978). La produccién de
bacteriocinas se ha descrito en cepas de A. tumefaciens (Stonier, 1960;
Hendson et al., 1983; Webster et al., 1986) y de A. rhizogenes (Kerr y
Panagopoulos, 1977; Chen y Xiang, 1986; Donner et al., 1993), pero la
mayoria de ellas no han sido caracterizadas quimicamente y se desconocen
sus mecanismos de actuacidon. La mds estudiada es la agrocina 84,
producida por la cepa K84 de A. rhizogenes, de la cual se hablara con detalle
en el apartado B. Otras bacteriocinas descritas son la agrocina 286,
producida por la cepa D286 de A. rhizogenes (Hendson et al., 1983), la
agrocina J73 producida por la cepa J73 de A. tumefaciens (Webster et al.,
1986) y la agrocina 434, producida también por la cepa K84 de A.

rhizogenes (Donner et al., 1993).

A.1.7. Genomas secuenciados y filogenia.

Actualmente se dispone de la secuencia completa de diecinueve
genomas bacterianos de especies pertenecientes al orden de las
Rhizobiales, seis de ellos de la familia Rhizobiaceae y tres de ellos del
género Agrobacterium. La cepa C58 de A. tumefaciens, la cepa K84 de A.
rhizogenes y la cepa S4 de A. vitis (Slater et al., 2009). Esto ha permitido
conocer las relaciones filogenéticas de varias especies de la familia

Rhizobiaceae basadas en los genomas completos (Fig 2).
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Parvibaculum lavamentivorans DS-1

_: Xanthobacter autotrophicus Py2
Azorhizobium caulinodans ORS 571

1 9 geno ma s Rhodopseudomonas palustris BisAS3
4E Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Nitrobacter hamburgensis X14
CompleTOS Aurantimonas sp. S185-9A1

Mesorhizobium loti MAFF303099

Mesorhizobium sp. BNC1

Bartonella quintana str. Toulouse:

Ochrobactrum anthropi ATCC 49188

Brucella abortus bv. 1 str. 9-941

Brucella melitensis 16M

Sinorhizobium mefiloti 1021 F a m |' I i a
Agrobacterium vitis $4

Agrobacterium tumefaciens sir. C58 N .

Agrobacterium radiobacler K84 R h | Z 0 b | a C eae

Rhizobium leguminosarum bv. viciae

Rhizobium efli CFN 42

orden rizobiales

Figura 2. Arbol filogenético basado en la secuencia completa de 19 genomas pertenecientes
al orden Rhizobiales y donde se incluyen 6 genomas de la familia Rizobiaceae y 3 genomas
del género Agrobacterium. Figura tomada de Slater et al., 2009.

A.1.7.1. A. tumefaciens.

El genoma de la cepa C58 de A. tumefaciens consta de dos
cromosomas, uno circular de 3 Mb y otro lineal de 2,1 Mb (Jumas-Bilak et
al., 1998; Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001). Ademds contiene dos
plasmidos de gran tamano. El mas grande, de aproximadamente 300 Kb, es
un plasmido criptico. El segundo es el plasmido Ti, de aproximadamente
200 Kb y que confiere virulencia a la cepa que lo alberga. Su genoma total
consta de 5,67 Kb y su contenido en G+C es del 59%. Se han identificado
5.385 genes que codifican proteinas y se les han asignado una posible
funcion a 3.516 de estos genes. Se han identificado también 38 islas
genodmicas con un tamafio medio de 23,3 Kb (Slater et al., 2009). La especie
mas proxima filogenéticamente a A. tumefaciens es A. vitis (Slater et al.,

2009).
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A.1.7.2. A. rhizogenes.

Las cepa K84 de A. rhizogenes contiene un sélo cromosoma circular
en su genoma de 4,0 Mb ademds de un megapldsmido de 2,65Mb vy tres
plasmidos adicionales: pAgK84 (44 Kb) (Kim et al., 2006), pAtK84b (185 Kb)
(Clare et al., 1990) y pAtK84c (388 Kb) (Donner et al., 1993). El replicén de
2,65 Mb contiene, igual que el segundo cromosoma de las cepas C58 de A.
tumefaciens y S4 de A. vitis, el origen de replicacidon repABC caracteristico
de los plasmidos de gran tamafio en especies de la familia Rhizobiaceae
(Slater et al., 2009). Su genoma tiene un tamano de 7,23 Kb y su contenido
en G+C es del 59,9%. Se han identificado 6.752 genes, que codifican
proteinas y a 5.099 de estos genes se le ha asignado una posible funcién.
Contiene ademas 59 islas gendmicas con un tamafio medio de 28,2 Kb. A
diferencia de A. tumefaciens, las especies filogenéticamente mas
emparentadas no pertenecen al género Agrobacterium, sino a Rhizobium

sp., y son R. leguminosarum y R. etli (Slater et al., 2009).

A.1.7.3. A. vitis.

El genoma de la cepa S4 de A. vitis contiene dos cromosomas
circulares y cinco plasmidos (Slater et al., 2009). Tiene un genoma total de
6.32 Mb y su contenido en G+C es del 57%. Se han identificado 5.479 genes
gue codifican proteinas y se les ha asignado una posible funcion a 3.897 de
ellos. Contiene, ademads, 20 islas gendmicas con un tamano medio de 33 Kb.
La especie mas proxima filogenéticamente es A. tumefaciens (Slater et al.,

2009).
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Tabla 3. Caracteristicas del genoma secuenciado de tres cepas de Agrobacterium spp.
(Tomado de Slater et al., 2009).

Caracteristicas A. tumefaciens 5 pisogenes K84 A. vitis
C58 1

Biovar Biovar | Biovar Il Biovar Il

Tamaiio del 5.674,260 7.273,300 6.320,946

genoma (pb)

Contenido en 59,0 59,9 57,5

G+C (%)

Ne de 2 1 2

cromosomas

Ne de plasmidos 2 4 5

Ne de genes que

codifican

Total 5.385 6.752 5.479

Con funcion 3.516 5.099 3.897

asignada

Hipotéticamente 1.287 1.201 1.282

conservados

Hipotéticos 582 452 300

Pseudogenes 28 68 90

Ne@ de genes RNA

registrados

Operones rRNA 4 3 4

tRNAs 56 51 54

Otros RNAs 26 23 30

Islas genomicas

Ne total 38 59 20

Tamafdio (Kb) 23.3 28.2 33.0
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A.2. Proceso de infeccion de plantas por Agrobacterium sp.

A.2.1. Reconocimiento de las heridas de la planta.

Agrobacterium sp. precisa reconocer que existe una herida en la
planta para que comience el proceso infeccioso. Las células vegetales sanas,
con su pared celular intacta, representan una barrera fisica para la bacteria,
mientras que las células dafiadas son mas susceptibles de ser infectadas.
Ademads, se sabe que las células dafiadas, durante el proceso inicial de
cicatrizacion de la herida, secretan compuestos fendlicos de bajo peso
molecular que son reconocidos de forma especifica como moléculas sefal
(Gelvin, 2000). Agrobacterium sp. responde a estas sefiales y migra
mediante flagelos hacia la herida a través de un gradiente de concentracion
de los compuestos secretados (Kado, 1991). Estos compuestos fendlicos
como la acetosiringona y la hidroxi-acetosiringona son precursores de la
biosintesis de lignina y flavonoides (Stachel et al., 1985a). La lignina es el
mayor componente de la pared celular vegetal y constituye una barrera
fisica contra la invasion de patdgenos, mientras que los flavonoides
incluyen compuestos que proporcionan aroma, color y sabor, asi como
moléculas antimicrobianas especificas como las fitoalexinas (Darvill y
Albersheim, 1984). El quimiotactismo hacia la acetosiringona depende del
plasmido Ti (Shaw et al., 1986; Ashby et al., 1987). Ademas, Agrobacterium
sp. también presenta quimiotactismo hacia exudados de las raices (Hawes

etal., 1988).
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A.2.2. Union de la bacteria a la célula vegetal.
Una vez Agrobacterium sp. esta suficientemente cerca de la herida

se produce una unién inicial directa con la célula vegetal. Sin esta unién no
parece probable la trasferencia del T-DNA. La union de Agrobacterium sp. a
la célula de la planta huésped se ha descrito en dos etapas. En la primera se
produce una unién relativamente débil y reversible donde las bacterias se
pueden separar de la célula vegetal mediante lavados con agua o agitacién
(Matthysse, 1983). Posteriormente, en la segunda etapa, las bacterias
elaboran fibrillas de celulosa que las anclan firmemente a la superficie del
huésped (Matthysse et al., 1981). En este punto, sélo pueden separarse
mediante degradacidon quimica o enzimatica de la pared celular de la
bacteria o de la planta (Matthysse et al., 1981; Deasey y Matthysse, 1984).
Los estudios con mutantes incapaces de elaborar fibrillas de celulosa
mostraron que esta fuerte unién no era requisito necesario para que la
bacteria resultase virulenta en condiciones de laboratorio (Matthysse,
1985; Sykes y Matthysse, 1986). El analisis del genoma de la cepa C58 de A.
tumefaciens ha mostrado que los genes relacionados con la unidn inicial de
la bacteria con las células vegetales son los llamados genes att
(attachment). En un principio se postularon en el cromosoma (Binns vy
Thomashow, 1988), sin embargo, la secuenciacion completa del genoma de
esta cepa reveld que los genes att se situaban en el plasmido pAtC5S,
aunque no eran indispensables para la virulencia (Rosenberg y Huguet,
1984). Un estudio mas reciente determiné que el plasmido pAtC58 tiene un
efecto positivo sobre los genes vir e inducen la trasferencia del T-DNA,
aunque no se sabe con precision el proceso por el que se lleva a cabo esta

induccién (Nair et al., 2003; Setubal et al., 2009).
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El hecho de que tenga lugar la unidon Agrobacterium-célula vegetal
no implica necesariamente la transformacion tumoral, ya que para que esto
se produzca ha de darse la transferencia de DNA desde el plasmido Ti a la
célula vegetal, que se integre en el genoma del huésped y que se transcriba.
Ademas, para que se lleve a cabo la transformacion de la célula vegetal,

ésta tiene que estar en estado fisioldgico activo (Kahl, 1982).

A.2.3. Induccion de la expresion de los genes vir.

La region Vir (virulencia) contiene los genes necesarios para el
procesamiento y transferencia del T-DNA (ver apartado A.1.4.1). Cuando los
compuestos fendlicos de bajo peso molecular segregados por la planta (ver
apdo. A.2.1 y A.2.2) se encuentran en una concentracion de 10° My el pH
esta entre 5.0 y 5.8, se activan los genes vir (Rogowsky et al., 1987; Winans
et al., 1988; Kado, 1991). El pH acido es necesario para protonar los
compuestos fendlicos y aumentar con esto la permeabilidad de Ia
membrana. Esta induccion es un proceso que llega a tardar, en niveles altos
de expresion, entre 8 y 16 horas (Klee et al., 1987). La activacién de los
genes vir también es inducida por monosacaridos, aunque es posible la
accién sinérgica de estos azlcares con la acetosiringona (Ankenbauer y
Nester, 1990; Shimoda et al., 1990). Para la activacion de estos genes se
requieren dos proteinas formadoras de un sistema de dos componentes,
VirA y VirG (Melchers et al., 1986). Las mutaciones en estos genes bloquean
completamente la respuesta de Agrobacterium sp. a compuestos fendlicos
de la planta (Stachel y Zambryski, 1986; Rogoswsky et al., 1987; Winans et
al., 1988). Las moléculas inductoras interaccionan con la proteina VirA, que
se encuentra anclada a la membrana citoplasmatica (Fig 3). La localizacion

de esta proteina en la membrana sugiere una funcidon de sensor ambiental,
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capaz de reconocer los compuestos inductores directa o indirectamente
(Melchers et al., 1989). La proteina VirA, con actividad quinasa, fosforila a la
proteina VirG activandola, a la vez que se produce un cambio
conformacional (Winans, 1992). La proteina VirG se une a todos los
promotores de la regién Vir, activando su transcripcién (Winans et al.,
1987; Steck et al., 1988; Jin et al., 1990b; Gelvin, 2000). Estos genes se
encuentran reprimidos en condiciones normales (Stachel et al., 1985b).

En esta activacidn de los genes vir se da claramente una interaccion
entre la planta, que libera sefales quimicas a través de las heridas, y
Agrobacterium sp., que percibe la presencia de las células vegetales vy

entonces expresa los genes necesarios para la induccién tumoral.

Wound-Released Wound-Released
Sugars Phenolics

periplasm

cytoplasm

(inactive)

- N SN - B - I - I

pinF virA virB virG virC virD virE virF

Figura 3. Esquema en detalle del proceso de activacion de los genes vir
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A.2.4. Produccion y transferencia de la copia T-ADN a la célula
vegetal.

Con la transcripcion de los genes vir activados por la proteina VirG
se produce el proceso de sintesis de la cadena-T (Fig.4). Durante el
procesamiento del T-ADN se sintetizan moléculas de cadena simple
denominadas intermediarios-T o “T-strands”. Estas moléculas de ADN seran
transferidas a la célula vegetal. Los operones virC, virD y virE estan
directamente implicados en el procesamiento y la transferencia del T-ADN
desde el plasmido Ti a la célula vegetal (Winans, 1992; Zambryski, 1992).
Las proteinas codificadas por el operdn virD reconocen las secuencias
terminales que delimitan el T-ADN (Yanofsky et al., 1986). Las proteinas
codificadas por los genes virD1 y virD2 tienen actividad endonucleasa y
reconocen especificamente los bordes del T-ADN (Yanofsky et al., 1986).
Estas proteinas cortan un borde del T-ADN, y empieza a sintetizarse una
nueva cadena de ADN que desplaza a la cadena que sera el intermediario-T
(Yanofsky et al., 1986; Jayaswall et al., 1987). La superproduccién de las
proteinas VirD1 y VirD2 produce un aumento en el numero de bordes
derechos del T-ADN cortados vy, por tanto, un aumento de la eficacia en la
transformacion (Wang et al, 1990). La proteina VirD2, unida
covalentemente a la cadena-T, le confiere polaridad asegurando que el
extremo 5’sea el que entre primero en el citoplasma de la célula vegetal
(Howard et al., 1992; Narasimhulu et al., 1996; Zupan et al., 2000). Ademas,
protege al intermediario-T de la degradacion por exonucleasas
(Durrenberger et al., 1989).

En el proceso de transferencia, un segmento de ADN especifico, el
complejo-T (cadena-T unida a la proteina VirD2), es reconocido y

movilizado. Esta copia se transporta hasta la membrana bacteriana,
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atraviesa en primer lugar la membrana y pared bacteriana v,
posteriormente, la pared celular y la membrana de la célula vegetal (Gelvin,
2000). Una vez en la célula vegetal se mueve a través del citoplasma y cruza
la membrana nuclear hasta llegar al nucleo de la célula vegetal (Fig. 4).
VirD2 guia a la cadena-T a través del pilus (Lai y Kado, 1998),
compuesto por las proteinas VirB y VirD4. Se sabe que la formacion del pilus
es imprescindible para la transformacidn, aunque no se conoce con detalle
si el complejo pasa a través de él o simplemente serviria de gancho para
acercar la bacteria a la célula vegetal. La proteina VirE2 gancho para acercar
la bacteria a la célula vegetal. La proteina complejo-T (Citovsky et al., 1992;
Zupan et al., 2000). Esta proteina se une firmemente a acidos nucleicos de
cadena simple formando filamentos cilindricos enrollados (Citovsky et al.,
1997). En principio se pensd que VirE2 se unia al complejo-T dentro de la
bacteria, pero las evidencias genéticas demuestran que se transfieren de
forma separada a la célula vegetal, formandose el complejo final en su
citoplasma (Sundberg et al., 1996; Gelvin, 1998, 2000). Por tanto, ambas
proteinas VirD2 y VirE2 dirigen la cadena-T hacia el nucleo de la célula
vegetal (Guralnick et al., 1996; Relic et al., 1998). En el transporte hacia el
nucleo estan implicadas otras proteinas de las plantas como la a-carioferina
(Ballas y Citovsky, 1997) o la ciclofilina (Deng et al., 1998), que
interaccionan con las proteinas Vir. La ciclofilinas parece que mantienen a la
proteina VirD2 en una conformacidon adecuada para la transferencia,

mientras el complejo-T se mueve por el citoplasma.
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Figura 4. Esquema global del proceso de activacion de los genes vir y transferencia del T-DNA a
la célula vegetal. Imagen tomada de Sheng and Citovsky, 1996 y modificada por Jaime Cubero.

A.2.5. Integracion y expresion de los genes del T-ADN en el
genoma de la planta.

El ultimo paso en la transformacidn es la integracién del T-ADN en
el genoma de la célula vegetal, pero esta etapa del proceso no es todavia
conocida en su totalidad. En principio, el T-ADN puede integrarse en
cualquier lugar y cromosoma de la célula vegetal (Ambros et al., 1986; Chyi
et al., 1986; Mayerhofer et al., 1991), aunque suele hacerlo con mas
frecuencia en zonas transcripcionalmente activas (Koncz et al, 1989;
Herman et al., 1990). Es posible que la proteina VirD2 que acompafia a la

molécula de intermediario-T esté implicada en el proceso (Gheysen et al.,
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1991; Zambryski, 1992). El T-ADN se integraria en el cromosoma vegetal por
recombinacién ilegitima, que es la forma mayoritaria de integracién de ADN
fordneo en plantas (Matsumoto et al., 1990; Gheysen et al., 1991,
Mayerhofer et al., 1991).

El T-ADN entra en el nucleo como una molécula de cadena simple
(Tinland et al., 1994; Yusibov et al., 1994; Gelvin., 2000). No se sabe con
seguridad si se integra en una zona del ADN vegetal localmente
desnaturalizado como cadena simple y después se sintetiza la segunda
cadena, o si pasa a ser de doble cadena antes de la integracion.

Una vez que las copias de T-ADN se han insertado de forma estable
en el genoma vegetal, se transmiten a las células hijas como un locus mas
de la planta, heredando éstas el fenotipo transformado (Spielman y
Simpson, 1986). Los genes del T-ADN se expresan en las células
transformadas a niveles altos (Chilton et al., 1980; Willmitzer et al., 1983).
Asi se transcriben los genes que codifican la sintesis de fitohormonas
(auxinas y citoquininas) y opinas. Las fitohormonas provocan la formacién
del tumor, aunque se requiere un nivel minimo de auxinas y citoquininas
para que las células vegetales transformadas se multipliquen. Por otra
parte, las opinas pueden servir como fuente de Cy N a las agrobacterias del
tumor y los genes para el catabolismo de una opina concreta se encuentran
en el plasmido Ti correspondiente. Estos genes del catabolismo de las
opinas estan normalmente reprimidos en ausencia de éstas. De esta
manera, las opinas en el tumor inducen que la mayoria de las agrobacterias
presentes en el tumor tengan el plasmido Ti adecuado para su utilizacién,
creando un nicho especifico para las mismas bacterias que han iniciado la
induccion tumoral (Tempé y Petit, 1983). Las células tumorales se

caracterizan por un nucleo prominente, paredes finas y pérdida de
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cloroplastos. Las divisiones tienen lugar en todos los planos, generando la
forma redondeada de los tumores.

Una alteracion en cualquiera de los pasos del proceso de infeccion
implicaria un fracaso en la transformacion, en la formacién del tumor o una
reduccién de la virulencia. Aunque se ha visto que lo que mas contribuye a
reducir el rango de huéspedes o a una pérdida del poder patégeno son las
deficiencias en la induccién de los genes vir, deleciones en esta region o del
T-ADN (Kao et al., 1982; Buchholz y Thomashow, 1984; Jin et al., 1987,
Huang et al., 1990; Llop et al., 2009).

A.3. Enfermedades causadas por Agrobacterium spp.

A.3.1. Sintomas.

Agrobacterium sp. produce tumores de tamano variable (desde un
tamafio microscopico a mas de 10 cm de diametro) dependiendo del
huésped donde se desarrolla la enfermedad y del avance de la infeccidén.
Los tumores estan compuestos de tejido vascular y parénquima
desorganizado, apareciendo hinchamientos blancos y carnosos, aunque
adquieren coloraciéon parduzca en el otofio-invierno (Figura 5.A).
Frecuentemente se desarrollan nuevos tumores adyacentes a los del afio
anterior. Los tumores se producen a partir de heridas de la planta en raices,
cuello y, ocasionalmente, en la parte aérea de frutales (Figura 5.B). Las
infecciones latentes pueden permanecer sin ser observadas durante el
almacenamiento y clasificacién de las plantas de vivero, pero después de la
plantacién en el campo estas infecciones se activan y provocan la formacién

del tumor (Moore, 1976; Burr, 1999).

27



Como consecuencia de la formacidn de los tumores, que se debe a
una hipertrofia e hiperplasia de las células afectadas, se puede producir una
obstruccion vascular que limita la conduccion del agua y los nutrientes.
Dependiendo de la edad de la planta afectada, se produce un menor
desarrollo de raices y un menor vigor (sobre todo en plantas jovenes)
(Garret, 1987; Nesme et al., 1990; Sobiczewski et al.,1991). A veces puede

producirse una detencion del crecimiento y clorosis (en plantas de viveros).

Figura 5. A).Detalle de un tumor producido por A. tumefaciens tras inocular el tallo
de una planta de calanchoe. B) Tumores en cuello y raices de plantas de hibrido
melocotonero x almendro 6F677. Generalmente los tumores en el cuello son mas
grandes que en las raices. Fotografias cedidas por Ramén Pefalver.

En plantas adultas no se manifiestan necesariamente sintomas en
las plantas, y los tumores pueden pasar desapercibidas en plantaciones
maduras haciéndose evidente la infeccion cuando el arranque de los
arboles deja al descubierto las raices enfermas (Garret, 1987; Burr, 1999).

Agrobacterium vitis puede producir también tumores en la parte
aérea de su planta hospedadora, la vid. Ademds, ocasionalmente puede
aparecer necrosis de las raices (Burr et al., 1998). Se ha descrito que la

necrosis esta asociada con la produccion de poligalacturonidasa (Rodriguez-
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Palenzuela et al., 1991) y con la capacidad de inducir una respuesta
hipersensible en plantas no huéspedes, como el tabaco (Herchale et al,
2001). Las especies A. tumefaciens y A. rhizogenes, que habitualmente no
son necrogénicas carecen de un sistema inductor de la respuesta
hipersensible (Robinette y Mattysse, 1990), pero no es asi en A. vitis.
Recientemente, ambos mecanismos, la capacidad necrogénica, y la
respuesta hipersensible, se han asociado en A. vitis con la presencia del gen
aviR, homdélogo del gen luxR implicado en autoinduccién y quorum sensing

(Zheng et al., 2003).

A.3.2. Huéspedes.

En 1976, Cleene y De Ley concluyeron que 643 especies vegetales
de 331 géneros, pertenecientes a 93 familias, eran susceptibles a la
infeccion con A. tumefaciens (DeCleene y De Ley, 1976). Los huéspedes
principales son dicotileddneas, tanto angiospermas como gimnospermas,
mientras que solo algunas monocotiledéneas de los érdenes Liliales y Arales
son susceptibles. Las especies de interés econdmico mas afectadas son los
frutales de hueso y pepita, la vid, cultivos ornamentales como la rosa, la
dalia o el crisantemo y especies forestales como el chopo, el aliso o el sauce
(Moore y Cooksey, 1981; Mougel, 2000; Pulawska, 2010).

Existen diferencias en el rango de hospedadores entre distintos
aislados de Agrobacterium sp (Anderson y Moore, 1979). Al estudiar 176
aislados de distinto origen e inoculados en 11 plantas hospedadoras, el 66%
de los aislados produjo tumores en 6-8 especies y el 3% sdlo en su
hospedador homodlogo. Es decir, se observaron diferentes rangos de
hospedador en distintas cepas, siendo estos rangos independientes de las

plantas huésped, el biovar y la utilizacién de opinas (Knauf y Nester, 1982).
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Se han determinado algunas bases genéticas de estas variaciones en el
rango de hospedador en ciertas cepas de A. tumefaciens. La mayor parte de
cepas inducen tumores en un amplio rango de especies dicotileddneas,
pero los aislados de vifia suelen tener un rango de hospedador bastante
mas limitado, que suele reducirse a la vid y algunas herbaceas como tomate
y tabaco (Panagopoulos et al., 1978; Palacio-Bielsa et al., 2009). Estas cepas
contienen principalmente plasmidos Ti tipo octopina, y han perdido el gen
implicado en la sintesis de citoquininas en su T-DNA (gen ipt) (Buchholz y
Thomashow, 1984). La introduccidn de este gen en cepas de limitado rango
de hospedador se vio que provocaba una ampliacidon de su capacidad para
infectar distintos huéspedes (Hoekema et al.,, 1984). Estudios posteriores
han revelado que los genes virCl y virC2 estaban implicados en el rango de

hospedador en este tipo de cepas (Yanofsky y Nester, 1986).

A.3.3. Distribucion geografica e importancia econémica.

La enfermedad causada por Agrobacterium spp., denominada en
inglés “crown gall”, se encuentra distribuida por los cinco continentes
(Bradbury, 1986). En Europa, la incidencia es mas notable en paises
mediterraneos como Espafia, Italia o Grecia, siendo menos frecuente en
Suiza, Alemania o Reino Unido (Lépez y Montesinos, 1996; Pulawska, 2010).
En Italia y Grecia esta enfermedad se encuentra muy extendida afectando,
principalmente, a arboles frutales de hueso y pepita, vifiedos y rosales
(Panagopoulos y Psallidas, 1973; Bazzi, 1983; Pulawska, 2010).

La enfermedad puede causar pérdidas de produccién porque
provoca un descenso del vigor, sélo en casos muy graves se da la muerte de
la planta (Faivre-Amiot, 1984; Garret, 1987; Nesme et al., 1990). Es en los

viveros e invernaderos donde esta enfermedad es mas perjudicial ya que
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afecta gravemente al valor comercial de las producciones provocando
importantes pérdidas econdmicas, aunque no se dispone de datos recientes
de evaluacién de las mismas en Espafia o Unién Europea, existen datos de
pérdidas en algunos estados de EE.UU y Canadd (Pulawska, 2010). Los
dafos directos a la planta pueden no ser muy importantes, sin embargo las
pérdidas econdmicas en viveros y plantaciones son muy elevadas, debido a
la legislacion fitosanitaria vigente en la Unién Europea que considera
Agrobacterim spp. como patégenos de calidad, por lo que los lotes de
plantas con mas del 2-10% de plantas con tumores, variables segun las
especies, no pueden ser comercializados (Directiva 92/323). En numerosos
paises del norte de Africa y Sudamérica Agrobacterium sp. estd incluso
considerado un patdogeno de cuarentena.

Los intercambios comerciales han contribuido a la diseminacion de
la enfermedad, ya que se ha descrito el movimiento de la bacteria en el
interior de las plantas, con la posibilidad de infecciones sistémicas y la
probable existencia de plantas asintomaticas en las que la bacteria esté
presente de forma latente (Lehoczky, 1968; Jones y Raju, 1988; Cubero,
1998; Marti et al., 1999;). Aunque no se han evaluado recientemente los
dafos que causa en Espafia, una encuesta realizada en el sector viveristico
de frutales en los afios 80 reveld que en el 70% de los viveros encuestados
frecuentemente aparecian plantas afectadas por la enfermedad, con una
incidencia variable que podia llegar hasta el 90% de plantas enfermas en
una parcela (Lopez et al., 1983). Datos mas recientes indican que la
incidencia en Espafia es especialmente importante en los frutales de hueso,
donde algunos patrones, como los hibridos de melocotonero x almendro,
presentan una elevada sensibilidad a esta enfermedad (Lépez, 2001). Le

siguen en importancia los ataques en vifa, ya que actualmente la
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enfermedad esta siendo detectada con mucha frecuencia en plantaciones
de vid de las distintas zonas vitivinicolas (Lastra, 1998; Palacio-Bielsa et al.,

2009).

A.3.4. Métodos de lucha.

Actualmente no existen métodos eficaces de control de esta
enfermedad. El hecho de que sdlo sea necesaria la presencia de la bacteria
al comienzo de la infeccidon para que se desarrolle el tumor hace que la
lucha curativa, que busca destruir el agente patégeno una vez iniciada la
infeccion, no tenga sentido en este caso, ya que el tumor se puede
desarrollar sin estar la bacteria presente. Es por este motivo que las
medidas preventivas, como el control de la calidad sanitaria de las plantas,
la desinfeccion del suelo (con vapor o por solarizacion), la rotacion de
cultivos con plantas no huéspedes o la plantacion de variedades resistentes
o tolerantes, tienen vital importancia en el control de esta enfermedad, ya
que de esta manera se reducen las cantidades de indculo en el suelo
(Moore y Allen, 1986; Ophel et al., 1990; Lopez et al., 1994; Raio et al.,
1997). Para la prevencion de la enfermedad el material vegetal debera ser
cuidadosamente examinado antes de ser establecido y las plantas con
tumores deberan ser destruidas. Ademas, las plantas deberan proceder de
suelos no infectados, ya que las infecciones latentes son mas frecuentes en
las plantas procedentes de suelos contaminados (Moore, 1976). Los
viveristas deberan seleccionar cuidadosamente el material de propagacion
para disminuir los riesgos de diseminacion de la enfermedad, y las medidas
preventivas se deben continuar con la plantacidn en suelo no contaminado.
Los sustratos deben ser preparados, esterilizados, conservados y utilizados

con todo tipo de precauciones para evitar la infeccion (Lépez et al.,, 1994).
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Por todo ello, las medidas preventivas para esta enfermedad son de vital
importancia. Estas mediadas preventivas, al restringir los riesgos de
diseminacion de la enfermedad, limitan también la aparicion de nuevas
cepas mas virulentas o mejor adaptadas a determinados hospedadores
(Faivre-Amiot, 1982; Lopez et al., 1994). De todos modos, aunque se trata
de medidas necesarias, no son suficientes en la mayoria de los casos.

La utilizacion de compuestos quimicos no ha resultado ser eficaz
para el control de la enfermedad, a pesar de los numerosos estudios
realizados con distintos productos (Lopez, 1988; Lépez et al., 1989;
Stockwell, 1993).

La mejora genética clasica que intenta seleccionar u obtener
variedades de plantas tolerantes a la enfermedad no ha sido muy abordada.
Los estudios de la susceptibilidad de distintas especies vegetales son
escasos debido a que éstos presentan una gran complejidad. Hasta la fecha
no se han encontrado patrones frutales inmunes frente a Agrobacterium sp
pero si existen diferencias en su sensibilidad (Pinochet et al., 2002).

En cuanto a las aproximaciones biotecnolégicas para inducir
tolerancia a la enfermedad, éstas se han basado en la transformacion
genética de plantas con diferentes genes (Gelvin, 2000; Tzfira y Citovsky,
2006). La proteina VirD2 contribuye a la proteccién y eficiencia de la
integracion del T-DNA en el genoma de la planta. Las plantas de Arabidopsis
transformadas con el gen VirD2 resultaron menos susceptibles a la
posterior transformacién con Agrobacterium sp. posiblemente por una
competicion entre la proteina expresada en la planta y la que se induce
ligada al T-ADN tras la infeccion. Sin embargo, la sobreexpresion
constitutiva de VirD2 resulté téxica para las plantas de Arabidopsis. y tan

solo sobrevivieron aquellas con niveles muy bajos de expresion
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(indetectables) o en las que se utilizd un promotor inducible por herida
(Hwang et al., 2006). Otra estrategia consiste en el silenciamiento de los
oncogenes ipt e iaaM de Agrobacterium sp. utilizando construcciones que
producen mARNs con forma de horquilla (hpARNs), de modo que las
plantas transformadas de Arabidopsis y tomate fueron mas tolerantes a la
infeccion (Escobar et al., 2001). Esta estrategia también se ha llevado a
cabo en plantas de nogal (Escobar et al., 2002). En todos estos casos, estas
estrategias no han producido plantas resistentes a la enfermedad, si no mas
tolerantes a la infeccion. Ademads, aun no son de uso generalizado para el

control de la enfermedad.
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B. Control biolégico de la enfermedad.

B.1. Control bioldgico mediante la cepa K84.

Los inicios de la lucha bioldgica contra Agrobacterium sp.
comenzaron con los trabajos de A. Kerr de la Universidad de Adelaida
(Australia) donde se observé que, en las proximidades de los arboles sanos
en campos infectados, la relacion bacterias patdgenas/bacterias no
patégenas era muy baja, mientras que alrededor de las plantas con tumores
esta relacion aumentaba significativamente (Kerr, 1972). Estos datos
hicieron pensar que, si se incrementaba la proporcion de bacterias no
patégenas en el sistema radicular de las plantas, la enfermedad tendria
menos incidencia. Se probaron distintas cepas no patégenas, y se
selecciond la cepa K84 porque protegid a las plantas infectadas frente a la
enfermedad (Kerr, 1972). Esta eficacia se mostré tanto en invernadero
como en campo cuando la cepa era inoculada en proporcién 1:1 respecto a
la cepa patdégena (New y Kerr, 1972).

La cepa K84 se aisld de suelo rizosférico en las proximidades de un
melocotonero con tumores (New y Kerr, 1972) y fue clasificada como
perteneciente al biovar 2 (Kerr y Panagopoulos, 1977), por tanto en este

trabajo la denominaremos A. rhizogenes (ver apartado A.1.2.1).

B.2. Mecanismos implicados en el biocontrol mediante el uso
de la cepa K84.

B.2.1. Agrocina 84.

La cepa K84 produce y excreta al medio un antibidtico altamente
especifico denominado agrocina 84, que afecta a un gran niumero de cepas
patégenas de Agrobacterium sp (Kerr y Htay, 1974). Ya en los primeros

estudios sobre los mecanismos del biocontrol se observé que, cuando se
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coinoculaba la cepa K84 junto con una cepa patdgena de Agrobacterium sp
directamente en tallos de tomate, la aparicion de tumores estaba
claramente relacionada con la susceptibilidad del patégeno a la agrocina
84, producida por la cepa K84. De manera que, cuando K84 se coinoculaba
con un patdgeno sensible a la agrocina 84 se producian muy pocos tumores
en los puntos de inoculacidn. Por el contrario, cuando se coinoculaba con
una cepa resistente, aparecian tumores en una frecuencia mucho mayor
(Kerr y Htay, 1974). En general, el control es también mas eficaz en suelos
infectados con cepas patdgenas sensibles a la agrocina 84, que en suelos
infectados con cepas resistentes. Por ello, la sintesis de agrocina 84 en la
cepa K84 parecia una caracteristica esencial para el control.
Posteriormente, utilizando un mutante derivado de K84 que no producia
agrocina 84, se demostré que la produccidon de este antibidtico era un
factor necesario para controlar eficazmente a las cepas patdgenas sensibles
a dicho antibiético, tanto en coinoculaciones en tallos (Cooksey y Moore,
1982) como en ensayos de control bioldgico en campo (Lopez et al., 1989).
En estudios mas recientes, mediante el analisis de mutantes de la cepa K84
seleccionados por su pérdida de la capacidad de control de cepas
patégenas sensibles a la agrocina 84, se ha demostrado que la sintesis de la
agrocina 84 es el componente principal para el biocontrol (Penyalver et al.,
2009). Por tanto, la agrocina 84 es un componente esencial, pero no
suficiente, para explicar toda la capacidad de biocontrol de la cepa K84, ya
que esta cepa es capaz también de controlar, aunque menos
efectivamente, a patdgenos resistentes a la agrocina 84 en condiciones de
campo (Cooksey y Moore, 1982; Lépez et al., 1987; Bouzar et al., 1991;
Farrand y Wang, 1992; Vicedo et al.,, 1993; Penyalver y Lopez, 1999;
Penyalver et al., 2000).
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La agrocina 84 es un andlogo del nucleétido adenina con dos
sustituciones, la 3’-desoxi-D-arabinosa sustituye a la desoxirribosa y la
molécula carece de 3'-OH (Roberts et al., 1977). La agrocina 84 consigue
entrar en el patdégeno mediante una permeasa especifica codificada en
plasmidos Ti tipo nopalina agrocinopina, debido a que en la naturaleza se
comporta como un falso analogo de la opina agrocinopina (Ellis y Murphy,
1981). Una vez entra en el patégeno, éste intenta metabolizar la agrocina
84 como si se tratara de la agrocinopina y se produce un intermediario que
inhibe la sintesis de proteinas. Recientemente se ha demostrado que este
intermediario inhibe el enzima tRNA-Leu sintetasa necesario para la sintesis
de proteinas (Reader et al., 2005). La sintesis de agrocina 84 esta codificada
en el plasmido conjugativo pAgK84 de la cepa K84 (Farrand et al., 1985), el
cual también confiere a la vez inmunidad a la agrocina 84 (Ryder et al.,
1987). El plasmido pAgK84 ha sido recientemente secuenciado y ha
mostrado que la sintesis de agrocina 84 esta codificada por diecisiete genes
estructurados en siete operones (Kim et al., 2006). Ademas, ha permitido
determinar cdmo éste confiere a la vez inmunidad al antibidtico en la cepa
K84, ya que dicho plasmido posee otra copia del gen de la RNA-Leu
sintetasa y se ha demostrado que este alelo es resistente a la agrocina 84

(Reader et al., 2005; Kim et al., 2006).
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Figura 6. Estructura quimica de la agrocina 84 (Kim et al.,2006).

B.2.2. Colonizacion de raices.

La cepa K84 es capaz de unirse directamente a la superficie de
apices radiculares de tomate (Penalver et al., 1996) y ademas, colonizar
eficazmente el sistema radicular de las plantas (Macrae et al., 1988; Vicedo
et al., 1993). Estudios de biocontrol y colonizacion de las raices de
almendros por parte de diferentes cepas no patdgenas de Agrobacterium
sp., a las cuales se les habia introducido el plasmido pAgK84 productor de la
agrocina 84, mostraron que la cepa K84 fue la mas eficaz controlando la
enfermedad y colonizando las raices. Ademas, las cepas productoras de la
agrocina 84 que no controlaron eficazmente la enfermedad, tampoco
colonizaron las raices de las plantas tan eficientemente (Shim et al., 1987).
Posteriormente, estudios de co-colonizacidon de las raices por parte del
patégeno y la cepa K84 en ensayos de control bioldgico en condiciones de
campo, mostraron que la K84 fue capaz de establecerse en poblaciones de

10° unidades formadoras de colonia (ufc) por gramo de peso fresco de raiz
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ocho meses tras la inoculacion y cultivo de las plantas, frente a poblaciones
de 10%-10* ufc/gramo de raiz del patégeno (Penyalver y Lépez, 1999).

Estos trabajos refuerzan la idea de que la colonizacidn de las raices
debe ser un requisito para un control eficaz de la enfermedad, y que la
competencia por la colonizacién final de las raices entre el patégeno vy el
agente de biocontrol puede ser otro mecanismo importante en el control

biolégico.

B.2.3. Otros posibles mecanismos implicados.

La cepa K84 es capaz de sintetizar otras dos sustancias
antiagrobacterianas, como son: la agrocina 434 (Donner et al., 1993) vy el
Antibiotic-Like Substance 84 (ALS84) (Pefalver et al., 1994). La agrocina 434
afecta solo a bacterias patdgenas del biovar 2 (A. rhizogenes), siendo su
presencia condicidon necesaria, pero no suficiente para el control de aislados
sensibles a esta sustancia (McClure et al., 1998). Su produccién, por otra
parte, tampoco permite controlar cepas resistentes a la agrocina 434, ni
explica porqué los mutantes deficientes en la sintesis de agrocina 84
controlan patdgenos resistentes a ésta ultima en condiciones de campo
(Lépez et al., 1989). Actualmente, se sabe que el ALS84 es un siderdforo
tipo hidroxamato producido por la cepa K84 cuando crece en condiciones
limitantes de hierro (Penyalver et al., 2001), pero no se sabe qué papel
puede tener éste u otros sideréforos en la capacidad de biocontrol de K84.

B.3. Desarrollo de una nueva cepa: K1026.

Como se ha mencionado anteriormente, la biosintesis de agrocina
84 esta codificada en el plasmido conjugativo pAgK84 de la cepa K84, que
también confiere inmunidad al antibiético (Ryder et al., 1987; Reader et al.,

2005). Este plasmido, al ser conjugativo, puede ser transferido de K84 a

39



cepas patogenas del suelo. La conjugacién se demostrd inicialmente en el
laboratorio y las cepas que adquirieron el plasmido se convirtieron en
productoras y resistentes a la agrocina 84, ademas de ser capaces de
producir tumores (Farrand et al., 1985). Posteriormente, se demostré que
esta transferencia del pAgK84 también podia ocurrir in vivo con relativa
frecuencia (Vicedo et al.,, 1993; Stockwell et al., 1996). Por lo tanto, esta
transferencia del pAgk84 puede poner en peligro la eficacia de la lucha
biolégica cuando se utiliza la cepa K84 ya que, mientras se controla la
enfermedad, existe el riesgo de aparicion de cepas patdgenas, productoras
de agrocina 84 y resistentes al antibiotico. Ademas, estos nuevos patdgenos
gue se crean serian mas dificiles de controlar (Vicedo, 1995). Para evitar
esta transferencia y asegurar asi la efectividad del control biolégico
utilizando K84, se desarrolld6 un mutante de delecion estable Tra del
plasmido pAgK84, que era deficiente en su transferencia por conjugacion
bacteriana, y se obtuvo un derivado de la cepa K84 denominado K1026, que
evita la transferencia del pAgK84 (Jones et al., 1988). Esta cepa se registro
inicialmente en Australia (Kerr, 1989) y fue el primer caso en el que un
organismo modificado genéticamente se registré oficialmente para uso

comercial en el mundo (Clare, 1993).
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B.4. Eficacia comparada K84 vs K1026.

Los ensayos realizados en Australia y Espafia en condiciones
naturales mostraron la misma eficacia de ambas cepas para controlar la
enfermedad en frutales, tanto frente a cepas patdgenas sensibles a la
agrocina 84 como frente a resistentes (Jones y Kerr, 1989; Vicedo et al.,
1993). Posteriormente esta eficacia de la nueva cepa K1026 fue confirmada
en otros paises como Jordania, Tunez y Estados Unidos, y sobre distintos
huéspedes como almendro, tomate, nogal, manzano, melocotonero, peral,
cerezo y albaricoquero. Los resultados de todos estos trabajos se
encuentran recogidos en un trabajo de revisién sobre la cepa K1026 que
aconseja el uso de esta nueva cepa para el control de la enfermedad
causada por Agrobacterium sp., por tratarse de una cepa mas segura y tan

eficaz como su progenitora, la cepa K84 (Penyalver et al., 2000).

B.5. Situacidon actual del registro y comercializacion de las
cepas K84 y K1026.

La lucha biolégica mediante la utilizacién de la cepa K84 ha
resultado el método mas eficaz para el control de esta enfermedad
(Vidaver, 1982; Lopez, 1988). Este método se convirtié en el primer uso
comercial de una bacteria para el control de un patégeno en plantas, a nivel
mundial (Kerr, 1980). Este método de lucha bioldgica se puso a punto
inicialmente en Australia, y se comercializd en al menos 12 paises, entre
ellos Nueva Zelanda, Estados Unidos, Canada y algunos paises del norte de

Africa, Sudamérica, Asia y Europa. En Espafia se tratan alrededor de ocho
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millones de plantas al afio durante la década de los 90 y alrededor de un
millén en Estados Unidos.

A partir del afio 1989 se empezd a comercializar la nueva cepa
mejorada K1026, primero en Australia y Nueva Zelanda vy, posteriormente,
en Estados Unidos (2000), Turquia, Marruecos y Tunez (2004), pero hasta la

fecha no ha sido registrada en la unién Europea.

En el afio 2003 se trataron con la cepa K1026 entre 1y 1,5 millones
de patrones frutales y entre 2 y 3 millones de plantas ornamentales,
principalmente rosales, en Australia. En Estados Unidos se trataron entre 5

y 6 millones de plantas (G. K. Bullard, comunicacion personal).
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C. Biopeliculas, polisacaridos y control biolégico.

C.1. Biopeliculas.

C.1.1. Definicién y generalidades.

Las bacterias tienden a adherirse y colonizar todas las superficies
disponibles en su habitat, en muchos casos mediante interacciones
transitorias (Marshall et al., 1971; Marshall, 1985; Costerton, 1987). Fue en
la primera mitad del siglo XX cuando, tras la observacién de una amplia
variedad de habitats naturales, se llegd a la conclusién de que esta
asociaciéon de las bacterias a las superficies, formando estructuras
conocidas como biopeliculas, es el modo prevalente de vida microbiana en
la naturaleza (Zobell, 1943; Costerton, 1987). Por tanto, aunque los
microorganismos pueden tener un modo de vida independiente, o
plancténico, el estilo de vida interdependiente, en el que las células
funcionan como parte integrante de una poblacién, es su modo de vida mas
habitual. Por ello, la distribucion de estas formaciones microbianas, su
estructura, dinamica, fisiologia y su papel en la patogenicidad son
cuestiones de gran interés en la actualidad.

Las biopeliculas se definen como asociaciones de células
microbianas inmersas en una matriz de material extracelular, que ellas
mismas sintetizan y que las mantiene unidas y proximas (Morris y Monier,
2003; Kjelleberg y Givskov, 2007). Generalmente, se considera que las
biopeliculas se forman sobre una superficie sdlida, pero también se
pueden formar agregados multicelulares suspendidos en la fase acuosa de
muchos habitats (Taylor et al.,, 2004). Las biopeliculas pueden estar
compuestas por una Unica especie microbiana o, en la mayoria de los casos

qgue se dan en la naturaleza, por especies diferentes (Juretschko et al.,
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2002; Taylor et al., 2004; Lyautey et al., 2005), aunque una o un pequefio
porcentaje de ellas suele ser numérica y funcionalmente dominante (Tujula

et al., 2006).

La composicion de una biopelicula es variable, siendo el agua el
elemento mayoritario, que puede representar hasta un 97% del contenido
total. Ademds de agua, la matriz de la biopelicula estd formada,
principalmente, por exopolisacaridos (EPSs) (Sutherland, 2001) y en menor
cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, ADN y
productos diversos procedentes de la lisis de parte de la poblacién (Branda
et al., 2005). Muchas propiedades de las biopeliculas derivan directamente
de su naturaleza fisico-quimica y de la organizacién espacial que las
bacterias adopten dentro de ellas, propiedades que estan condicionadas
por el medio ambiente en el cual se desarrollan (Characklis y Marshall,

1990; Davey y O'Toole, 2000, Morris y Monier, 2003).

La difusion y el movimiento de las moléculas a través de la
biopelicula dependen, en parte, de la naturaleza de las sustancias
exopoliméricas que forman la matriz y de su grado de hidratacién (De Beer
et al., 1994). Los estudios realizados utilizando microscopia confocal han
mostrado que la arquitectura de esta matriz no es compacta y presenta
canales que permiten el flujo de agua, nutrientes, oxigeno y de otras
sustancias, incluso hasta las zonas mas profundas de la biopelicula. La
existencia de estos canales no evita, sin embargo, que dentro de Ia
estructura se creen diferentes ambientes en los que varian la concentracion
de nutrientes, el pH o el oxigeno (Costerton et al., 1995; Davey y O'Toole,
2000; Stoodley et al., 2002), pudiéndose asi encontrar, por ejemplo, zonas

de pH acido o anaerdbicas (Vroom et al., 1999). Las biopeliculas
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constituyen, por tanto, micronichos donde las condiciones fisicas y quimicas

llegan a ser significativamente distintas a las del medio que las rodea.

En su adaptacién a la vida en la biopelicula, una bacteria
experimenta cambios importantes mediante la activacién de diferentes
genes que codifican nuevas proteinas estructurales y enzimas, lo que se ha
comprobado mediante anadlisis transcriptdmicos y protedmicos
comparativos entre células de la misma especie en estado planctdnico o
formando biopeliculas (Hume et al., 2004). De hecho, y gracias a los
avances de los ultimos afios en protedmica y gendmica, se han podido
identificar variaciones de concentracién en gran cantidad de proteinas a lo
largo del desarrollo de la biopelicula (Whiteley et al., 2001; Singh et al.,
2002). Los estudios mas recientes en P. aeruginosa muestran que el perfil
proteico de las colonias se parece al de las células planctdnicas. Ademas, a
diferencia de lo que se habia mostrado anteriormente, el perfil proteico de
las biopeliculas se parece mas al de las células plancténicas en fase
exponencial que en fase estacionaria (Mikkelsen et al., 2007). Estos cambios
explican la adhesién incrementada de las células bacterianas inmersas en la
biopelicula, y también su mayor resistencia a antibidticos, desinfectantes, y

otras sustancias toxicas.

Esta forma de establecerse las bacterias en la naturaleza les
confiere una serie de ventajas de las que se ven desprovistas cuando se
encuentran en fase libre (Morris y Monier, 2003). Algunas de estas ventajas
son la proteccién frente a la desecacidn, la radiacion UV, la predacion o los
bactericidas (Costerton et al., 1987). Ademas, las biopeliculas facilitan el
intercambio genético y, en general, las interacciones celulares (Costerton et

al., 1995; Davey y O'Toole, 2000; Morris y Monier, 2003). La proximidad
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fisica entre células desencadena la expresién de fenotipos dependientes de
densidad mediados por la acumulacién de moléculas difusibles en la matriz
de la biopelicula, como las acil-homoserin-lactonas, que regulan Ia
comunicacion entre células en el proceso denominado quorum sensing

(Costerton et al., 1995; Davey y O'Toole, 2000).

Las primeras observaciones de estructuras tipo biopelicula sobre la
superficie de plantas datan de principios de los afios 60 en hojas (Ruinen,
1961) y de principios de los 70 en raices (Rovira y Campbell, 1974). Se han
descrito casos en los que las biopeliculas probablemente favorecen la
accién concentrada de enzimas pectoliticas para degradar el tejido
superficial de la hoja (Carmichael et al.,, 1999), o favorecen el intercambio
de gases y nutrientes entre raices y bacterias de la rizosfera (Briones et al.,
2002). También se ha sugerido que pueden interferir en el reconocimiento
de las bacterias patégenas por la planta, y que podrian promover la
expresidn coordinada de genes de patogenicidad (Denny, 1999). El nimero
de estudios que revelan la importancia de las biopeliculas ha ido en
aumento, porque todo apunta a que las interacciones planta-
microorganismo estan significativamente influidas por la conformacién de
las poblaciones microbianas que se unen a la planta (Danhorn y Fuqua,

2007).

C.1.2. Fases de la formacidn de una biopelicula.

Los estudios realizados, principalmente con Pseudomonas
aeruginosa, han mostrado que las biopeliculas se forman en varias etapas

(Watnick y Kolter, 1999). Para algunos pasos del proceso se requiere
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comunicacion intercelular (Davies et al., 1998), y la transcripcién de
determinados genes que no estan activos cuando la célula esta en fase libre
(Prigent-Combaret et al., 1999). De forma general, las etapas de la
formacion de una biopelicula se pueden enumerar de la siguiente manera:
a) union primero reversible y luego irreversible, b) movilidad en superficie e
inicio de formacion de microcolonias, c) maduracién, expansidon y
diferenciacién de microcolonias y d) disolucién de parte de la biopelicula y
dispersion de células especializadas para la colonizacién de otros nichos
(Kjelleberg y Givskov, 2007) (figura 7). En general, la biopelicula bacteriana
empieza a formarse cuando alguna célula individual planctdnica se une
inicialmente a una superficie y/o a otros microorganismos previamente
unidos a esa superficie, y lo hace de forma transitoria o reversible. La unién
inicial no permanente le permite buscar el lugar mas adecuado para
ubicarse. La capacidad de la célula para realizar esta aproximacién inicial
depende de factores ambientales como la temperatura y el pH, y de
factores genéticos que codifican la percepcidon de estimulos ambientales,
las funciones de movilidad, adhesinas y otras proteinas (Costerton, 1995;
O'Toole et al., 2000; Kraigsley et al., 2002). Aunque la combinacion de los
factores que influyen en el desarrollo de la biopelicula depende, en
principio, de la especie, algunas caracteristicas son comunes a la mayoria de

bacterias estudiadas hasta ahora.

La adhesion de las bacterias a un sustrato puede ser activa (por
flagelos, pili, adhesinas, capsulas y cargas de superficie) o pasiva (por
gravedad, difusién y dinamica de fluidos). En pocos minutos, las bacterias
libres que encuentran una superficie adecuada se unen a ella de modo

reversible, mediante interacciones de tipo electrostatico o hidrofdbico y
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fuerzas de Van der Vaals, es decir, sin uniéon quimica. Si esta unidén fisica
reversible se mantiene suficiente tiempo, aparecen nuevas estructuras
quimicas y fisicas que la haran permanente e irreversible. La unidn
irreversible implica el anclaje de apéndices bacterianos y la produccion de
exopolimeros. Las biopeliculas pueden desarrollarse casi en cualquier tipo
de superficie, siempre que, previamente, esta superficie haya entrado en
contacto con la materia organica presente en el agua. En la interfase
agua/superficie se deposita una capa de materia organica que modifica las
propiedades quimicas y fisicas de la superficie, y favorece las posibilidades

de fijacion de las bacterias.

Figura 7. Esquema general formacidon biopeliculas. El primer paso es una union inicial de la
célula a la superficie. En segundo lugar empieza a producirse la matriz exopolimérica (unién
irreversible). A continuacion la biopelicula va desarrollando una estructura mas compleja
hasta alcanzar el estado de biopelicula madura. En una ultima etapa, se liberan células
plancténicas que colonizardn nuevas superficies.

Después de la unidn inicial, la célula empieza a crecer, multiplicarse
o extenderse sobre la superficie en una monocapa, formando

microcolonias. Entonces comienza a desarrollarse la compleja arquitectura
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de la biopelicula madura, en gran parte gracias a la produccion de la matriz
de exopolisacaridos que cementara todo el conjunto (Danese et al., 2000).
El ambiente que se crea en la biopelicula favorece el crecimiento y la
division de las células, permitiendo la fabricacion de una mezcla de
polimeros que excretan al exterior para mantener unidas las células, entre
ellas y con la superficie. La composicién del exopolimero es muy variable,
pero en general consta de polisacaridos o glicoproteinas de diversos
azucares como glucosa, fructosa, manosa o N-acetilglucosamina. También
puede contener proteinas libres, fosfolipidos y acidos nucleicos
(Chmielewski y Frank, 2003). Si las condiciones ambientales lo permiten, la
biopelicula se puede extender hacia dreas no colonizadas o liberar algunas
células, que recuperan la condicidon de bacterias planctdnicas que actdan

como semillas, colonizando nuevas superficies.

C.1.3. Genética de la formacidn de las biopeliculas.
Los estudios genéticos realizados con especies como Escherichia coli
(Pratt y Kolter, 1998), Pseudomonas aeruginosa (O'Toole y Kolter, 1998a) o
Vibrio cholerae (Watnick y Kolter, 1999) han mostrado que los
determinantes genéticos varian en las diversas fases de la formacién de las

biopeliculas (Watnick y Kolter, 1999).

La obtencion de mutantes defectivos en la capacidad de formar
biopeliculas ha permitido identificar genes y funciones requeridas por las
bacterias para la formacién de estas estructuras en las distintas etapas de
su desarrollo. La especie bacteriana Gram negativa asociada a plantas mas

estudiadas y de las que mas datos disponemos hoy en dia quizds sea
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Pseudomonas aeruginosa (Davey y O'Toole, 2000; Karatan y Watnick, 2009)

(Figura 8).

LPSs BIOPELICULA MADURA
OMPs MONOCAPA MICROCOLONIA

P. aeruginosa clpP Pilitipo IV

alg RN ereC Acil homoserina

Figura 8. Modelo formacion biopeliculas en Pseudomonas aeruginosa. Figura actualizada
de Davey and O'Toole, 2000).

Estos estudios han revelado que P. aeruginosa requiere de flagelos
para la aproximacion y unién de la célula a la superficie en las primeras
etapas de la formacion de una biopelicula (O'Toole y Kolter, 1998b). Esta
interaccion estaria mediada también por los LPSs y proteinas de membrana
llamadas OMPs (“outer membrane proteins”). Las alteraciones en la
composicion de LPSs reducen la habilidad de P. aeruginosa de interaccionar
con superficies hidrofilias (Makin y Beveridge, 1996). Estas OMPs podrian
incluir las proteinas Lap (Large adhesién proteins) identificadas en otras
especies de Pseudomonas como implicadas en adhesién y formacion de
biopeliculas. La proteina LapA seria importante en la adhesién definitiva de
la célula bacteriana al sustrato (Hinsa et al., 2003) y la proteina LapF jugaria
un papel importante en la unidn célula-célula (Martinez-Gil et al., 2010;
Fuqua, 2010). Aunque no se conoce todavia su mecanismo, la proteina SadB
(“surface attachment-defective”) estaria implicada también en Ia
coordinacion de la formacidn de biopeliculas en P. aeruginosa, asi como en
movilidad y unién permanente de las bacterias al sustrato (Caiazza vy

O'Toole, 2004; Caiazza et al., 2007). Una vez se ha producido la union a la
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superficie, los mutantes defectivos en la biosintesis de pili tipo IV son
incapaces de formar micro colonias, quedandose las células en estadio de
monocapa (O'Toole et al.,, 2000; Klausen et al., 2003; Gibiansky et al.,
2010). El gen crc codifica la proteina CrcC que regula pilA y pilB, genes que
codifican proteinas estructurales del pili tipo IV y la mutacién en dicho gen
impide la formacién de capas densas de células sobre la superficie (O'Toole
et al., 2000; Karatan y Watnick, 2009). El analisis de una libreria no-
redundante de mutantes al azar de P. ageruginosa (5.459 mutantes), en
cuanto a la unién y formacion de biopeliculas en placas de PVC, permitié la
identificacion inicial de 416 mutantes alterados en la unidn a esta superficie
(Liberati et al., 2006). Estos mutantes identificados tenian inserciones en
genes implicados en la sintesis de flagelo (fliP, fleR y sadR), del pili (pilC), del
operdn sad (sadB, sadA y sadR), el gen crc, un regulador del exoplisacarido
alginato (algR) y el regulador global rpoN (Liberati et al., 2006). Respecto a
las etapas finales de la formacidon y maduracion de la biopelicula, se ha
observado que en los mutantes de P. aeruginosa defectivos en la sintesis de
acil-homoserin lactonas, (moléculas sefial del proceso de quorum sensing),
se vio radicalmente alterada la arquitectura de la biopelicula madura. Este
hecho pone de manifiesto la importancia de la presencia de estas moléculas
sefial en las ultimas etapas de dicha formacion (Karatan y Watnick, 2009).
Ademas de la comunicacién entre células, un factor clave en la maduracion
de la biopelicula es la sintesis de alginato, exopolisacarido que forma parte
de la matriz en P. aeruginosa, siendo algC y algT los genes identificados
para esta sintesis (Garret et al., 1999; Karatan y Watnick, 2009). Por otra
parte, el locus pel (referido a pellicle, biopelicula formada en la interfase

liquido-aire) contiene genes responsables de la sintesis de componentes de
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la matriz de tipo mucilago teniendo un papel importante en la interaccion y

uniéon de P. aeruginosa a superficies bidticas (Karatan y Watnick, 2009).

C.1.4. Tipos de biopeliculas.

Se han descrito tres modelos principales de biopeliculas de acuerdo
a su estructura. El modelo de biopelicula con canales de agua es el mas
conocido. Las bacterias se agregan formando una estructura globular en
forma de cono o “seta” que se eleva sobre la superficie de adhesion,
uniéndose a ella mediante un “tallo” formado por EPSs, adquiriendo todo el
conjunto aspecto de torre. El “tallo” seria, de alguna manera, la
prolongacion de los EPSs que también forman parte de la matriz de la
biopelicula en el que las células quedan embebidas. Este material
extracelular se extiende entre las distintas torres, formando una red de
canales o tuneles que atraviesan la estructura. Muchos de estos canales
presentan también bifurcaciones de menor tamafo que se intercalan en las
microcolonias (De Beer et al., 1994; Costerton et al., 1995; Lawrence et al.,
1991. Wimpenny y Colasanti, 1997; Morris y Monier, 2003). Los canales
permiten la circulacidon del agua y su principal funcién parece ser la de
proporcionar a las bacterias accesibilidad y renovaciéon de nutrientes.
Ademas, la hipdtesis es que favorecen el mantenimiento de la homeostasis
de las células bacterianas y la interaccidon entre los microorganismos que
forman la biopelicula (Wimpenny y Colasanti, 1997; Morris y Monier, 2003).

Un segundo modelo de biopelicula es el llamado “mosaico
heterogéneo” y es el modelo tipico de biopelicula que se forma en sistemas
de distribucién de agua como las tuberias. Las células se agregan en

estructuras globulares similares a las descritas en el anterior modelo,
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aunque no conectadas entre ellas mediante canales, resultando “torres” de

células separadas unas de otras (Keevil y Walker, 1992; Walker et al., 1995).

El modelo de biopelicula densa es el que encontramos en la placa
dental. En este tipo de biopelicula las bacterias se disponen
organizadamente formando una estructura densa y compacta donde no
existen poros o canales por donde circule el agua. Hay numerosas
microcolonias, donde las células tienen una forma similar v,
presumiblemente, son clones formados a partir de unas pocas bacterias
iniciales (Listgarten, 1976; Nyvad, 1993; Marsh, 1995; Wimpenny y
Colasanti, 1997). En las biopeliculas densas también hay una matriz de EPSs
donde estan embebidas las bacterias, uniéndose fuertemente unas con
otras. Segun algunos autores este tipo de biopelicula también corresponde
al formado sobre superficies inertes, como los catéteres médicos, aunque
en este caso si parecen existir canales de agua (Ganderton et al., 1992;

Stickler et al., 1993).

C.1.5. Factores relacionados con la formacion de biopeliculas.

La movilidad tiene gran importancia en la colonizacién de superficies,
siendo ésta el primer paso en la formacion de biopeliculas, asi como en la
expansion lateral de las células agrupadas. De hecho, la habilidad para
propagarse rapidamente en una superficie, después de la adhesidn inicial,
supone una ventaja significativa para la formacion de biopeliculas mixtas
en la naturaleza (An et al., 2006).

En la plantas se producen exudados en sitios especificos de la raiz, y

las bacterias prefieren estas zonas para iniciar la colonizacién, ya que ahi
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encuentran condiciones Optimas de disponibilidad de nutrientes. Para
localizar estas areas y llegar hasta ellas antes que sus competidores, las
bacterias pueden desplazarse mediante distintos mecanismos, ya que
tienen la capacidad de propulsarse ellas mismas a través del medio que las
rodea en respuesta a gradientes, tanto quimicos como fisicos (Danhorn y
Fuqua, 2007). La movilidad y la quimiotaxis bacteriana juegan roles vitales
en la ecologia de las poblaciones. La quimiotaxis consiste en el movimiento
de los microorganismos bajo la influencia de un gradiente quimico que los
ayuda a encontrar condiciones Optimas para su crecimiento y
supervivencia. La deteccion quimica de ciertos sustratos mediante
quimiorreceptores de la superficie celular puede generar cambios en la
direccién de movimiento de las bacterias. La quimiotaxis contribuye a la
virulencia de los patégenos como Agrobacterium spp., y también promueve
la formacién de biopeliculas atrayendo a las bacterias hacia superficies con
nutrientes. Esto se considera un importante mecanismo de adaptacion, ya
que les proporciona una posicidn espacial dptima a escala microscépica. En
general, las bacterias se desplazan utilizando apéndices externos como los
pili o los flagelos. La rotacion de uno o de los multiples flagelos de la
bacteria da como resultado el desplazamiento a través de fluidos,
denominado “swimming”, o el deslizamiento por superficies himedas o
“swarming” (Berg, 2003; Merrit et al.,, 2007). El pili tipo IV media el
desplazamiento llamado “twitching”, un modo de traslocacion por
superficies humedas, independiente del flagelo, que ocurre por Ia
extension, fijacion vy retraccion del pili, produciendo una extension
direccional con la posterior despolimerizacién del pili (Mattick, 2002).
Algunas bacterias, como P. aeruginosa, utilizan el pili tipo IV para moverse

hacia delante y soltarse de una superficie (Gibiansky et al., 2010).
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La movilidad bacteriana no sélo es importante en las primeras
etapas de colonizacion y de formacion de biopeliculas sino que también es
esencial en sus ultimas fases. Una vez formada la biopelicula madura, las
células bacterianas pueden dispersarse hacia nuevos habitats susceptibles

de ser colonizados (Sauer et al., 2002).

Por otra parte, el mecanismo de quorum sensing contribuye al
control de la expresién de genes dependientes de densidad celular. Este
fendmeno es el responsable de que un conjunto de células independientes,
bajo la generacion de sefiales extracelulares, desarrolle comportamientos
sociales coordinados. En bacterias Gram negativas, las moléculas sensoras
gue intervienen en este mecanismo son las acil-homoserin-lactonas. Estas
moléculas difunden al interior de la célula diana y, cuando estan en
concentracidn suficiente, se unen a unos receptores especiales provocando
un cambio en su conformacion. El complejo entre la sustancia y el receptor
se une a sitios especificos del ADN y ello conduce a que se transcriban

determinados genes y se produzcan las proteinas quorum.

Como ya se ha indicado anteriormente, Agrobacterium sp. detecta
heridas en las raices y se aproxima a ellas, iniciando el proceso de infeccién
en la planta. La movilidad tipo swimming es conocida en las tres especies
principales del género Agrobacterium; A. tumefaciens, A. rhizogenes y A.
vitis. En A. tumefaciens esta mediada por un pequeiio grupo de flagelos
localizados en la regidn polar o subpolar de la célula. Asi A. tumefaciens C58
presenta multiples flagelos polares (Chesnokova et al., 1997) similares a los
estudiados en Sinorhizobium meliloti (Armitage y Schmitt, 1997; Schmitt,
2002). La mayor parte de genes relacionados con la movilidad por flagelos

en la cepa C58 se encuentran en el cromosoma ¢1 o 2? (Atu0543 al
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Atu058), incluyendo cuatro genes homadlogos de flagelina (Goodner et al.,
2001; Wood et al., 2001). Se ha observado que los mutantes en tres de
estos cuatro genes resultan no moviles y su virulencia se ve reducida
(Chesnokova et al.,, 1997). El genoma de A. tumefaciens C58 contiene
aproximadamente 20 genes que codifican proteinas relacionadas con la
guimiotaxis, para el control de la movilidad (Goodner et al., 2001; Wood et
al., 2001), localizados dentro del operdn che (Atu0514 al Atu0522), cerca de
los genes relacionados con el flagelo (Wright et al., 1998). Hay estudios
realizados con mutantes de la cepa C58 en los que células sin flagelo, o con
flagelos no maviles, estaban también disminuidas significativamente en su
capacidad de formar biopeliculas sobre PVC en condiciones estaticas
(Merrit et al., 2007). Recientemente, también se ha descrito la movilidad
tipo swarming en A. vitis, asociada con la secrecién de sustancias
surfactantes, regulandose este comportamiento por un sistema de quorum
sensing (Sule et al., 2009a). Las cepas estudiadas de A. tumefaciens y A.
rhizogenes no presentan este fenotipo, asi que por el momento no hay

evidencia de movimiento tipo swarming en estas especies.

Se ha establecido un posible modelo para explicar el papel de la
movilidad y la quimiotaxis en la formacion de biopeliculas por la cepa C58
de A. tumefaciens en el que se postula que la transicién de la unién inicial a
la permanente requiere la regulacién de la rotacién flagelar. Una vez que
las células estan sésiles, ya no requieren movilidad. A medida que madura
la biopelicula, algunas sefiales como las quimiotdcticas pueden volver a
estimular la movilidad. Las bacterias liberadas en la fase planctdnica tienen
el potencial de colonizar nuevos nichos y de este modo promover la

expansion lateral de la biopelicula.
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C.1.6. Biopeliculas en la rizosfera.

La rizosfera, en comparacién con el suelo distante de las raices, es un
nicho rico en nutrientes y de abundante contenido en agua. Estas dos
caracteristicas favorecen enormemente la viabilidad, la permanencia, el
crecimiento y la expansién de las bacterias (Normander et al., 1999; Ramos
et al., 2000). De hecho, las raices de las plantas estan expuestas a una
altisima diversidad microbiana. El genotipo de la planta y el estado
fisiologico de sus células, junto con las caracteristicas del suelo, determinan
la composicion y el tamafio de estas poblaciones bacteriana. Ademas del
contenido en agua y nutrientes del suelo, otras caracteristicas que tienen
influencia son el pH, la composicion mineral, las especies de plantas
existentes, el estado fisiolégico de esas plantas y la presencia de otras
especies bacterianas que coexisten en el mismo habitat (Albereda et al.,
2006). Las poblaciones bacterianas que viven en el suelo se movilizan hacia
las raices atraidas por exudados procedentes de las plantas y colonizan
diferentes dareas de las mismas: apice, zona de elongacién y pelos
radiculares (Semenov et al., 1999; Watt et al., 2006). La zona de elongacidn,
inmediatamente a continuacién del apice radicular, parece ser la de menor
adherencia bacteriana.

Las bacterias que interactian con plantas pueden ser patdgenos,
comensales o mutualistas, y para ellas la capacidad de formar biopeliculas
puede ser ventajosa, cuando no esencial. El ejemplo mdas caracteristico de
relacién beneficiosa planta-microorganismo es la interaccidn entre especies
del género Rhizobium y plantas leguminosas, en las que se forman nddulos
fijadores de nitrégeno. Primero, Rhizobium sp. se une a su huésped
especifico a través de polisacaridos que interaccionan con lectinas de la

planta, o bien mediante proteinas dependientes de calcio llamadas
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actualmente adhesinas Rap (Smit et al., 1989; Laus et al., 2006; Russo et al.,
2006). En el caso de S. meliloti, se requiere el exopolisacarido
succinoglicano para una simbiosis efectiva, y su nivel de expresion afecta a
la colonizacién de la superficie de la raiz (Fujishige et al., 2006; Russo et al.,
2006). Estas bacterias estimulan la produccién de pelos radiculares y se
introducen en la planta a través de ellos migrando y colonizando las células
del cértex de la raiz, estableciendo una relacion de endosimbiosis con la
planta (Gage, 2004). Se considera que estas bacterias forman biopeliculas

especializadas en las zonas de colonizacién.

No obstante, los modelos de la rizosfera mas estudiados son los de
bacterias del género Pseudomonas. Muchas especies de este género
promueven el crecimiento de plantas huésped y, ademas, se utilizan como
agentes de biocontrol (Lugtenberg et al., 2002; Albereda et al., 2006). Por
ejemplo, P. putida responde rapidamente a la presencia de exudados de la
raiz, colonizando estas zonas y formando biopeliculas maduras y estables
(Espinosa-Urgel et al., 2002). Las células se disponen a lo largo de los surcos
epidérmicos de la raiz en pequeiias biopeliculas de forma discontinua y
heterogénea (Bloemberg et al., 2000). Por otra parte, estudios mas
recientes revelan que especies patdgenas de Pseudomonas spp. forman
biopeliculas densas y extensas sobre la superficie de la raiz de la planta que
colonizan (Bais et al., 2004; Ramey et al., 2004a; Walker et al., 2004). La
movilidad flagelar y por “twitching” parecen tener un papel significativo en
la colonizacion de la raiz, aunque no son imprescindibles para una
permanencia efectiva (Vande Broek y Vanderleyden, 1995; Turnbull et al,,
2001). La proteina de superficie LapA (“large adhesion protein” A),

identificada en P. fluorescens, es requerida por la bacteria para la transicién
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de union reversible a union irreversible en superficies abidticas (Hinsa et al.,
2003). También se ha visto que los mutantes deficientes en unién a semillas
y raiz de P. putida presentan un defecto en lapA (Espinosa-Urgel et al.,
2000). Estos resultados sugieren que la proteina LapA tiene funcién de
adhesina durante la unidon de la bacteria a la planta y en la posterior
formacion de biopelicula. Recientemente, también se ha descrito que la
proteina LapF determina el establecimiento de interacciones célula-célula
durante el desarrollo sésil de las biopeliculas en P. putida (Martinez-Gil et

al. 2010; Fuqua, 2010).

Las biopeliculas confieren el mismo tipo de ventajas a los patdgenosy
a los comensales. La adhesion a la superficie es el primer paso en la
patogénesis, y la agregacion favorece la virulencia y la proteccion frente a
defensas de la planta (Morris y Monier, 2003). Por ejemplo, P. aeruginosa
forma biopeliculas en las raices de albahaca, que la protegen del
compuesto antibacteriano acido rosmarinico sintetizado por la propia
planta (Walker et al., 2004). Otro ejemplo muy caracteristico de la
implicaciéon de la formacién de biopeliculas en la interaccion patdgeno-
planta es el de Agrobaterium spp., que se aborda especificamente en el

siguiente apartado.

C.1.7. Biopeliculas en A. tumefaciens.

Los estudios realizados con A. tumefaciens muestran que es capaz
de formar biopeliculas densas y estructuralmente complejas, tanto en
superficies abidticas como sobre la superficie de la raiz (Danhorn et al.,

2004; Ramey et al., 2004b). Como en muchos otros procesos, la regulacién
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de genes especificos tiene un papel muy importante en el control de las
interacciones bacteria-superficie en todas sus etapas: adhesion,
maduracion y dispersion (Kuchma y O'Toole, 2000).

Los primeros pasos del mecanismo por el cual la bacteria se adhiere
a la raiz estan todavia por describir con precisién. La unién bacteria-raiz
estaria mediada por una adhesina no identificada, ademas de la produccion
de fibrillas de celulosa y B-glucanos ciclicos, por parte de la bacteria, que
ayudarian a un anclaje mas firme a la superficie de la raiz (Douglas et al.,
1982; Matthysse, 1987). Se hipotetiza que la adhesion inicial, durante la
patogénesis, es una interaccién débil con la superficie de la planta,
formandose después una asociacion mas estable tras la produccién de
fibras de celulosa (Matthysse, 1983). Por otra parte, se ha visto que los
mutantes de A. tumefaciens deficientes en motilidad y quimiotaxis ven
reducida su virulencia y su capacidad para formar biopeliculas (Chesnokova
etal., 1997; Merrit et al., 2007).

Se ha identificado un mutante en regulacion de A. tumefaciens C58
que es deficiente en el desarrollo de biopeliculas maduras tridimensionales,
pero que sigue siendo valido en las interacciones iniciales con las superficies
(Ramey et al., 2004b). Este mutante esta afectado en un gen llamado sinR,
perteneciente a la familia FNR de reguladores transcripcionales. Se ha
propuesto un modelo en cascada de sefales, iniciada por FnrN, que
responde a la limitacidon de oxigeno, activando la represién de sinR cuando
los niveles de oxigeno son bajos, e influyendo asi en la formacién de
biopeliculas (Ramey et al., 2004b). La limitacién de oxigeno es una
condicion que se da comunmente en la rizosfera y también dentro de la
biopelicula (Okinaka et al., 2002). El mutante sinR desarrolla biopeliculas

dispersas y poco densas, tanto sobre la superficie de la raiz como en
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superficies abidticas como el vidrio y PVC, dejando en evidencia el papel
esencial de este gen en el proceso de maduracion de la biopelicula (Ramey
et al., 2004b). De forma similar, la limitacién de fésforo es comun en la
rizosfera, ya que se da un secuestro por parte de la planta. Los niveles bajos
de fésforo en el ambiente estimulan la adhesidn de la bacteria a la
superficie y la posterior formacién de biopeliculas en A. tumefaciens C58,
tanto sobre superficies vivas como inertes (Danhorn et al., 2004). Este
proceso esta regulado por el sistema de dos componentes PhoR-PhoB,
presente en gran numero de bacterias (Wanner, 1996) y altamente
conservado en los miembros de la familia Rhizobiaceae. La misma region
del genoma que codifica PhoR y PhoB en A. tumefaciens esta presente en S.
meliloti funcionando de manera muy similar aunque en dicha bacteria este
proceso se ha estudiado mas en profundidad (Geiger et al., 1991; Riberg et
al., 1999). En vista de esta similaridad, es sorprendente que no se haya
podido lograr un mutante de A. tumefaciens nulo en phoR y phoB. Esto
sugiere que este sistema de dos componentes seria esencial para la
viabilidad de A. tumefaciens, diferenciandose de S. meliloti (Bardin y Finan,
1998; Danhorn et al., 2004). Barbosa y Benedetti (2007) han identificado un
represor transcripcional, denominado BigR, que regula un operén implicado

en la formacion de biopeliculas también en A. tumefaciens C58.

Los estudios sobre la formacién de biopeliculas realizados hasta el
momento se han centrado en la cepa C58 de A. tumefaciens. Los datos que
encontramos al respecto en otras cepas o especies importantes del género,
como A. rhizogenes K84 y A. vitis, son nulos o0 muy escasos a pesar de su
importancia como agente de biocontrol en el primer caso y como

patégenos de un cultivo importante como la vid, en el segundo.
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C.2. Polisacaridos de la envoltura celular bacteriana.

C.2.1. Lipopolisacaridos (LPS).

Todas las células poseen una membrana citoplasmatica que delimita
el interior celular y las bacterias Gram negativas evolucionaron
desarrollando una segunda membrana exterior a la citoplasmatica (Figura
9). Esta membrana externa tiene una configuracién asimétrica: la cara
interna estda compuesta por fosfolipidos, mientras la externa esta
compuesta mayoritariamente por lipopolisacaridos (LPS) (Ormefio-Orillo,
2005).

Los LPS son glucolipidos anfipaticos complejos que se pueden
dividir estructuralmente en tres dominios: esquema LPS (por ejemplo pag
120 Libro “The Rhizobiaceae” El lipido A, el nucleo oligosacarido (NO) y el
antigeno O. El lipido A esta 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
NO. El antigeno O es un polisacarido formado por unidades repetidas de
monosacaridos u oligosacdridos muy variables, esta unido al NO y es el

dominio distal de la molécula de LPS (Raetz y Whitfield, 2002).
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Figura 9. Esquema de la superficie celular de las Rizobiaceas y disposicion de los polisacaridos
de superficie envueltos en la unién a la raiz de plantas. ME, membrana externa; EP, espacio
peripldsmico; PG, capa peptidoglucano; MP, membrana plasmatica; EPS, exopolisacaridos; GC,
glucanos ciclicos; FL, fosfolipidos; PM, proteina de membrana; KPS, polisacarido capsular
(antigeno-K); LPS, lipopolisacérido. (Tomada de Rodriguez-Navarro et al., 2007).
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En 2004 se determind la estructura del lipido A de A. tumefaciens
C58 (Silipo et al., 2004). El analisis revelé una mezcla de moléculas que
variaban en el patrén de acilacion. Las moléculas mas abundantes constan
de un disacarido de glucosamina, bifosforilado, penta-acilado, con el mismo
acido graso extra largo y en la misma posicion que en otros géneros de la
familia, como Rhizobium sp. El proceso de biosintesis del lipido A esta
altamente conservado (Raetz, 1990; Raetz y Whitfield, 2002). En A.
tumefaciens C58 no se han descrito especificamente las actividades
enzimaticas necesarias para la sintesis de precursores de las moléculas que
componen el lipido A, pero si se han encontrado posibles genes ortélogos
que codifican para estas enzimas en otras especies, como R.
leguminosarum y R. etli (Price et al., 1994; Karbarz et al., 2003).

El nucleo oligosacarido (NO) es el dominio que ha sido estudiado
con menos detalle a nivel estructural. Se completd la estructura de dos NO
en Rhizobiaceae: una cepa de R. etli (Forsberg y Carlson, 1998) y una cepa
de A. larrymoorei que sélo produce LPS rugoso (Molinaro et al., 2003). Los
LPS de A. tumefaciens no fueron reconocidos por los anticuerpos dirigidos
contra el NO de R. etli, por lo que sus NO deben ser diferentes (Lucas et al.,
1996). A. larrymoorei esta relacionada con A. tumefaciens y forma tumores
aéreos en Ficus benjamina (Bouzar y Jones, 2001). La estructura de su NO
contiene azlcares que encontramos en otras especies de la familia
Rhizobiaceae como glucosa, galactosa y Kdo (acido 2-ceto-3desoxi-D mano
octulosdnico), aunque, por otro lado, también presenta diferencias como la

presencia de ramnosa (Molinaro et al., 2003).

El antigeno O es la parte mas variable de la molécula de LPS. Esta

variabilidad surge por la naturaleza, el orden y los enlaces de los diferentes
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azucares que la componen, asi como por metilaciones y acetilaciones, que
anaden complejidad a la molécula (Kannenberg et al., 1998). Se han
descrito las estructuras del antigeno O de varias cepas de A. tumefaciens: la
C58 (De Castro et al., 2003), la cepa DSM 30205 (De Castro et al., 2002) y la
cepa F/1 (De Castro et al., 2004). Sin embargo, se sabe que el antigeno O
puede no estar presente en algunas especies 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 Il. Las moléculas que si tienen el antigeno O son llamadas LPS

liso o LPS | (Reatz y Whitfiels, 2002).

Los LPS son componentes mayoritarios de la membrana externa de
las células Gram negativas y, por su ubicacion, son importantes mediadores
de las interacciones entre estas bacterias y su medio ambiente y otros
organismos (Ormefio-Orrillo, 2005). Gracias a los LPS la membrana externa
tiene la capacidad de excluir compuestos hidrofébicos, constituyendo asi
una barrera de permeabilidad protectora contra muchos antibidticos y
xenobidticos (Lerouge & Vanderleyden, 2002; Frirdich & Whitfield, 2005).
Ademas, los polisacaridos de superficie, incluyendo los LPS, intervienen en
la interaccion entre las plantas y las bacterias simbiontes o patdgenas de
éstas (Fraysse et al., 2003). En especies de Rhizobium, por ejemplo, los LPS
son esenciales para que las bacterias colonicen las células del interior de los
nodulos del huésped (Kannenberg et al., 1998). En especies de
Agrobacterium los LPS son factores de virulencia que intervienen en la
adhesion de las células a las raices de la planta hospedadora (Metts et al.,

1991).
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C.2.2. Glucanos ciclicos (GC).

Los PB-glucanos ciclicos (GC) se encuentran en el espacio
periplasmico celular, aunque también se excretan al medio (Abe et al.,
1982; Miller et al., 1986; Miller y Gore, 1992; Breedveld y Miller, 1994). El
transporte de estas moléculas al medio extracelular varia segun la especie y
la fase de crecimiento en la que se encuentran las células (Zevenhuizen,
1986; Breedveld et al., 1990; Breedveld et al., 1991; Hisamatsu, 1992;), el
medio de cultivo utilizado y la temperatura de incubacion (Breedveld et al.,
1990; Breedveld et al., 1991; Geiger et al., 1991).

Los GCs son moléculas ciclicas formadas por 6-13 residuos de
glucosa. Se encuentran casi exclusivamente en la familia Rhizobiaceae y
alcanzan concentraciones del 5 al 20% del peso seco total de la célula
dependiendo de las condiciones de cultivo. Los GC de las rhizobiaceas son
similares  estructuralmente a los MDOs “membrane-derived
oligosaccharides” de E. coli. Se trata de una familia de glucanos que se
encuentran también en el espacio periplasmico de bacterias Gram
negativas (Schulman y Kennedy, 1979; Bohin, 2000). El primer dato sobre
GC lo encontramos en una cita sobre A. tumefaciens en 1942 (Mclintire et
al., 1942). Posteriormente se encontraron en Rhizobium spp.,
Bradyrhizobium spp. y otras especies de Agrobacterium. En los géneros
Agrobacterium y Rhizobium, estas moléculas contienen residuos de glucosa
unidos Unicamente por enlaces glicosidicos del tipo B-(1-2). Sin embargo, en
otros géneros como Bradyrhizobium, los enlaces entre glucosas son B-(1-3)
o B-(1-6). Aunque estas moléculas contienen glucosas como Unica hexosa,
se pueden encontrar sustituyentes no sacaridicos como X-1-fosfoglicerol,

acido succinico o fosfoetanolamina (Schulman y Kennedy, 1979).
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En el cromosoma de A. tumefaciens C58 se han identificado los
genes chvA y chvB, implicados en el transporte y la sintesis de B-glucanos
ciclicos, y que son también requeridos para la virulencia y la unién de la

bacteria a la planta (Douglas et al., 1985).

Las cepas de Rhizobium spp. poseen dos genes homdlogos que,
ademas de codificar funciones relacionadas con los glucanos ciclicos,
también estan implicados en el desarrollo de nédulos en la planta: ndvA y
ndvB (Figura 8). Se demostrd que estos genes descubiertos en S. meliloti
eran funcional y estructuralmente homodlogos a chvA y chvB de A.
tumefaciens (Dylan et al., 1986). ChvA y NdvA son las proteinas implicadas
en el transporte de B-(1,2)-glucanos ciclicos al exterior extracelular
(Cangelosi et al., 1987; Stanfield et al., 1988), mientras que ChvB y NdvB
son proteinas de elevado peso molecular, situadas en la membrana
citoplasmatica, implicadas en la sintesis de estos glucanos ciclicos a partir
de UDP-glucosa (Zorreguieta et al., 1985; Zorreguieta y Ugalde, 1986;
Geremia et al., 1987; lelpi et al., 1990). Estas proteinas parecen tener gran
importancia para la interaccion de la bacteria con la planta huésped, tanto
si es patdgena como si es simbionte. Los estudios sobre la sintesis de GC in
vitro muestran que las enzimas implicadas en la biosintesis de B-(1,2)-
glucanos ciclicos se activan mediante iones metalicos como el Mn** y/o

Mg?* (Breedveld y Miller, 1994).

Los GC tienen una funcidon importante en la osmorregulacién
celular, ya que su sintesis es inversamente proporcional a la osmolaridad
del medio externo (Miller et al., 1986; Lequette et al., 2004). Ademas, son
también importantes en la virulencia, ya que mutantes en la sintesis de GC

producen menos sintomas en sus plantas huésped y se obtiene una
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respuesta menos evidente en las planta no-huésped (Mukhopadhyay et al.,
1988; Page et al., 2001; Minsavage et al., 2004). La sintesis de GC esta
regulada en funcién de estimulos externos transcripcional y/o post-
transcripcionalmente, dependiendo de la especie bacteriana. En la especie
S. meliloti se ha descrito un sistema sensor de dos componentes, el sistema
FeuP-FeuQ, que regula la transcripcion de multiples genes, incluyendo el
gen ndvA, que codifica la proteina NdvA, implicada en el transporte de GC
(Griffits et al., 2008) (Figura 10). FeuQ es una proteina sensor del tipo
histidina-quinasa, situada en la membrana cioplasmatica de la célula, que
detecta el bajo nivel de osmolaridad en el medio. FeuQ fosforila a FeuP, un
regulador de respuesta del citoplasma que activa la transcripciéon de
determinados genes, entre ellos ndvA (Griffitts et al., 2008; Carlyon et al.,
2010). Recientemente se ha descrito una tercera proteina llamada FeuN,
cuya funcién es regular negativamente el sistema FeuP-FeuQ. Se han
encontrado genes ortdlogos de feuP, feuQ y feuN en A. tumefaciens C58
(Carlyon et al., 2010). En la Figura 10 se muestra un esquema de este

sistema.
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Figura 10. Esquema del funcionamiento del sistema FeuP-FeuQ y genes implicados en el
transporte de GC. (Tomado de Carlyon et al., 2010).

Se ha estudiado el fenotipo de cepas mutantes en los genes chvA y
chvB de A. tumefaciens C58 y se ha visto que los mutantes en el gen chvB
son incapaces de sintetizar GC tanto in vitro como in vivo. Ademds, se ven
afectados en su capacidad para crecer en condiciones de baja osmolaridad,
son avirulentos y mas sensibles a ciertos antibidticos (Schulman y Kennedy,
1979; Douglas et al., 1985; Zorreguieta y Ugalde, 1986; Smit, 1988). Por otra
parte, se observé que los mutantes en chvA sintetizaban GC tanto in vitro
como in vivo, pero estaban disminuidos en su capacidad de crecer en
medios con baja osmolaridad, eran avirulentos, no tenian una unidén
eficiente a las superficies y no tenian GC en el exterior de la célula (Douglas
et al., 1985; Puvanesarajah et al., 1985; Okada et al., 1985; Zorreguieta y
Ugalde, 1986; Ifidn de lannino y Ugalde, 1989; Cangelosi et al., 1989).
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C.2.3. Polisacaridos capsulares (CPS).

Los polisacaridos capsulares (CPS) forman una capa adherente y
cohesiva sobre la superficie de la célula. La estructura de los CPS no esta
muy estudiada en el género Agrobacterium, aunque muchas veces se
extrapolan rasgos descritos en el género Rhizobium (De Castro et al., 2007).
En algunas cepas de Rhizobium spp. estos CPS tienen caracter acido, se
caracterizan por contener una alta cantidad de Kdo (acido 3-desoxi-D-
mano-2-octulosdnico) y son estructuralmente andlogos a CPS del grupo Il
del antigeno K de E. coli (Reuhs et al., 1993). Por ello, se denominaron
polisacaridos tipo antigeno K o KPS. Se han descrito KPS en diversos
rizobios, como S. meliloti y S. fredii (Reuhs et al., 1993). Aunque la
estructura del KPS es muy heterogénea segun la cepa, existen evidencias de
diferencias entre los CPS de Rhizobium sp. y de A. rubi DSM 6772, que
contiene grupos O-acetil, en mayor o menor cantidad dependiendo de Ia
fase de crecimiento (De Castro et al., 2007). Ademas, A. rubi DSM6772
produce un CPS compuesto por un azlcar poco comun: 6-deoxy-L-talosa,
anclado fuertemente a la membrana.

Estos polisacaricos estan estrechamente asociados a la bacteria a
través de su unién al lipido A anidado en la membrana externa (Figura 9),
no contribuyen a la mucosidad de las colonias y estan presentes en
numerosas bacterias (Patrick et al., 2009). Los CPS constituyen una matriz
hidratada que le confiere a la bacteria resistencia a bacteriéfagos y a las
condiciones de sequedad frecuentes en la rizosfera. En Sinorhizobium spp.
se ha probado que, por una parte, estan implicados activamente en la
sefializaciéon bacteria-planta y, por otra, tienen una funciéon de

enmascaramiento de la bacteria, protegiéndola de los productos de
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defensa de las plantas, asi como de otras bacterias (Rodriguez-Carvajal et

al., 2001; De Castro et al., 2007).

En A. rubi se ha comprobado experimentalmente que la aparicidén
de grupos O-acetil estd retrasada respecto a la produccién del polisacarido,
alcanzando la maxima acetilacién en las ultimas etapas del crecimiento. La
necesidad de esta acetilacion parece estar ligada a un incremento de la
hidrofobicidad, de manera que el polimero podria tener un papel
importante en la adhesion a heridas en la raiz de las plantas o incluso para

formar biopeliculas (De Castro et al., 2007).

C.2.4. Exopolisacaridos (EPS).

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros de azlcares que secretan
las bacterias al medio externo con poca o ninguna asociacion directa a la
célula, pero que forman una capa externa alrededor de la superficie celular
(Becker y Piihler, 1998) (Figura 9) Generalmente, son muy heterogéneos en
su composicién, ya que cada especie bacteriana es capaz de sintetizar
distintos tipos de EPS.

Uno de los EPS mas estudiados en el complejo
Agrobacterium/Rhizobium son los succinoglicanos formados por unidades
repetidas de octopolisacaridos de D-glucosa, D-galactosa en la proporcién
7:1 (Becker y Pihler, 1998). También pueden contener piruvato, succinato y
grupos acetil (Zevenhuizen, 1997). Otro EPS estudiado en A. tumefaciens
C58 es la celulosa, que es un polisacarido compuesto exclusivamente de
moléculas de glucosa unidas entre si mediante enlaces B-1-4-O-glicosidico.

La celulosa tiene una estructura lineal y fibrosa, en la que se establecen
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multiples puentes de hidréogeno entre los grupos hidroxilo de las distintas

cadenas de glucosa, lo que hace que sea insoluble en el agua.

Debido a las propiedades y la localizacion de los EPS, contribuyen a
proteger las bacterias contra estreses ambientales y tienen un importante
papel en la unidn a superficies, la captacion de nutrientes, la defensa ante
el huésped y la formacion de biopeliculas (Becker y Piihler, 1998). Durante
la interaccién de A. tumefaciens C58 con la superficie de la planta, ésta
estimula la sintesis de fibras de celulosa por parte de la bacteria (Matthysse
et al. 1981; Matthysse, 1983). Los mutantes de A. tumefaciens incapaces de
sintetizar celulosa ven reducida su capacidad de unidn a la superficie de la
planta y son muy faciles de eliminar mediante lavados. Ademas, cuando son
deficientes en la produccion de celulosa presentan una reduccién en su
capacidad para colonizar y crecer en las raices (Matthysse y McMahan,
1998). Los mutantes superproductores de celulosa de A. tumefaciens no
mostraron diferencias en adhesiéon con la cepa silvestre, pero fueron
capaces de formar biopeliculas mas espesas aunque mas fragiles y faciles
de disgregar (Matthysse et al., 2005; Danhorn y Fuqua, 2007). Tanto los
mutantes deficientes como los superproductores de celulosa fueron menos
eficientes que la cepa silvestre en la colonizacién de la raiz (Matthysse et

al., 2005).

El succinoglicano tiene un papel importante en la produccion de
biopeliculas, tanto en las etapas iniciales como en su proceso de
maduracién y expansion. Esto se demuestra cuando mutantes en genes
implicados en la sintesis de este EPS repercuten en fenotipos tales como la
adhesion a superficies abidticas y bidticas, la movilidad por flagelos y la

mucosidad de la superficie celular (Tomlinson et al., 2010). Se han descrito
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mutantes deficientes en succinoglicano que se adhieren a la superficie de
las raices, mientras que los mutantes superproductores ven reducida su

capacidad de adhesidon (Ramey et al., 2004a).

En S. meliloti, ExoS y Chvl constituyen un sistema regulador de dos
componentes capaz de activar la produccién de succinoglicano (Cheng y
Walker, 1998a). Chvl es el regulador transcripcional que es activado por
ExoS, el sensor histidin quinasa. Este sistema de dos componentes esta
regulado negativamente por la proteina periplasmica ExoR (Wells et al.,
2007), que ha sido descrito recientemente en A. tumefaciens (Tomlinson et
al., 2010). Se identificaron mutantes deficientes en la formacién de
biopeliculas sobre PVC, uno de los cuales presentaba disrupcion del gen
exoR. Este mutante presentaba deficiencias en su capacidad de adhesion
tanto a superficies inertes como a raices, era hipermucoso debido a la
superproduccién de succinoglicano y, ademads, tenia disminuida su
movilidad (Tomlinson et al., 2010). Los mutantes en exoR de S. meliloti no
moviles muestran capacidad de formar biopeliculas; esto se debe a que
mutantes que tienen disminuida la actividad de Chvl pueden suprimir su
defecto en movilidad y restaurar la capacidad de formar biopelicula (Wells,
2007). Por el contrario, en A. tumefaciens la regulacién que la proteina ExoR
ejerce sobre los fenotipos de formacién de biopeliculas, movilidad y
producion de EPSs no parece requerir necesariamente el sistema de dos
componentes ChvG (ExoS/Chvl) (Tomlinson et al., 2010). La pérdida de
funcionalidad en este sistema no restaura el fenotipo silvestre. Por esto, la
proteina ExoR en A. tumefaciens parece tener funciones que responden a

sefiales distintas a las de S. meliloti (Tomlinson et al., 2010).
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Los EPS juegan un papel importante en distintos aspectos de la
biologia de las bacterias, como la formacién de biopeliculas. Las células
embebidas en este material extracelular quedan unidas entre ellas. Los EPS
forman parte de la matriz de la biopelicula junto con otros componentes
como Jacidos nucleicos, proteinas, productos de lisis y agua (Zhang et al.,
1998). La matriz de la biopelicula determina las caracteristicas fisico-
qguimicas de la misma y sera determinante en su estructura junto con las
condiciones del medio donde se desarrolle (Wimpenny y Colasanti, 1997

Sutherland, 2001).

C.3. Biopeliculas y biocontrol.

La formacién de una biopelicula es un modo de mantener una masa
critica de células, en una localizacién especifica, durante periodos
suficientemente largos como para iniciar interacciones beneficiosas con las
plantas hospedadoras. La alta densidad celular permite llevar a cabo ciertos
procesos que las células solitarias no pueden acometer de modo eficiente,
como la produccién de metabolitos o exoenzimas que sdlo son efectivos
por encima de una concentracion umbral. Ademas, las biopeliculas
confieren resistencia a ciertos tipos de estrés ambiental, protegen de la
predacion por protozoos, y favorecen la trasferencia horizontal de genes.

Existen escasos estudios que demuestran una relacion directa entre
la formacién de biopeliculas y la eficacia del biocontrol. Uno de los pocos
ejemplos conocidos seria el patosistema Pseudomonas syringae-raiz de
Arabidopsis y su control por Bacillus subtilis (Bais et al., 2004). Se obtuvo un

mutante de B. subtilis deficiente en formacion de biopeliculas, y se
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demostré que la habilidad para controlar la infeccion por P. syringae era
directamente proporcional a la capacidad del agente de biocontrol para
colonizar y formar biopeliculas sobre la superficie de las raices de
Arabidopsis (Bais et al., 2004). Por otra parte, se ha observado que dos
cepas de Pseudomonas spp. con capacidad de colonizar las raices de plantas
de aguacate, difieren considerablemente en su habilidad de controlar al
hongo Rosellinia necatrix y a la vez muestran patrones de formacién de
biopeliculas muy diferentes (Pliego et al., 2008).

Se sabe que el agente de biocontrol K84 presenta una serie de
caracteristicas que la hacen adecuada para este fin, entre ellas Ia
produccion de la agrocina 84 (ver apartado B.2.1). Sin embargo, esta
caracteristica por si sola no explica del todo la eficiencia en el biocontrol,
por lo que deben existir otros factores importantes a tener en cuenta
dentro de la complejidad de este sistema de control biolégico (Farrand y
Wang, 1992). Esta demostrado que el agente de biocontrol K84 es un buen
colonizador de la rizosfera de distintos huéspedes (Shim et al., 1987,
Macrae et al., 1988; Stockwell et al., 1993; Vicedo et al., 1993; Penyalver y
Lépez, 1999). Ademas, existen estudios que sugieren que su habilidad para
colonizar y persistir en las raices esta directamente relacionada con su
capacidad de biocontrol (Ellis et al., 1979; Shim et al., 1987; Penyalver y
Lépez, 1999). Ademas, la capacidad de formar biopeliculas podria contribuir
de manera directa a la colonizacion de las raices por parte del agente de
biocontrol K84, permitiendo el asentamiento y la resistencia al lavado (que
supone el riego o la lluvia), y contribuyendo a que se alcancen altas
poblaciones del agente de biocontrol en la rizosfera, que serian
responsables de la eficiencia del control de la enfermedad. La capacidad de

formar biopeliculas podria contribuir de una manera directa a que se
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alcanzaran concentraciones in vivo suficientes de la agrocina 84 como para
qgue se produjera una inhibicién real del desarrollo del patdgeno, ya que la
agrocina 84 podra concentrarse lo suficiente al quedar retenida en la matriz
de las biopeliculas y al haber gran cantidad de células productoras juntas. Si
la agrocina 84 difundiera a las inmediaciones de la biopelicula lo haria de
forma lenta y controlada, creando una zona menos accesible para el
patégeno (Morris y Monier, 2003). Por ultimo, el agente de biocontrol
podria también actuar especificamente en microhabitats de la raiz, como
son las heridas, que constituyen los puntos en los cuales la planta es
susceptible de ser infectada por el patégeno, que son el escenario principal
en la induccion tumoral. Si el agente de biocontrol K84 formara biopeliculas
en las heridas, éstas podrian constituir una barrera fisico-quimica contra la
entrada del patdgeno. Por todo ello, nuestra hipétesis es que la capacidad
de formar biopeliculas en las raices por parte del agente de biocontrol K84

puede ser un factor crucial en su eficacia como agente de control biolégico.
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Objetivos

Para abordar la posible implicacion de la formacion de biopeliculas
en el control de la enfermedad causada por Agrobacterium, mediante el
uso del agente de biocontrol K84, en esta tesis doctoral se han propuesto

los siguientes objetivos:

1. Evaluar la capacidad de formar biopeliculas en cepas patdgenas y no
patdégenas de las especies A. tumefaciens, A. rhizogenes y A. vitis tanto en
superficies inertes como sobre la superficie de raices en condiciones in

vitro.

2. Comenzar el analisis genético de la formacidon de biopeliculas por el

agente de biocontrol K84 in vitro.

3. Estudiar la implicacién de los genes ndvB, feuP y ctpA relacionados con la
biosintesis y regulacién de polisacaridos bacterianos, en la movilidad,
estrés osmadtico y capacidad de formar biopeliculas en el agente de
biocontrol K84.
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Abstract

Pathogenic and non-pathogenic Agrobacterium tumefaciens, A.
rhizogenes and A. vitis strains growing in minimal liquid medium adhered
to different abiotic surfaces, forming biofilms at initial stages of
development. A. tumefaciens and A. vitis strains were able to attach to
both polystyrene and polypropylene materials, whereas A. rhizogenes
strains only bound to polystyrene surface. Strains of the three species
were able to form biofilms on borosilicate coverslips. It is concluded that
their ability to adhere to and form nascent biofilms on abiotic surfaces is
dependent on the Agrobacterium species (biovar), surface material and
growth conditions. Furthermore, tumorigenic A. tumefaciens and A. vitis
strains, and the biological control agent A. rhizogenes strain K84, bound
tightly to and formed complex biofilms on the surface of tomato root tips
ex planta. More importantly, in planta assays confirmed that all three
Agrobacterium spp. strains efficiently colonized tomato seedlings and also
formed biofilms on roots. These complex structures, as revealed by
scanning electron microscopy, were composed of numerous bacterial cells
arranged in different ways: either dense and continuous carpets, large
aggregates embedded in extra-cellular material or globular mushrooms
traversed internally by channels. Confocal laser scanning microscopy,
using GFP-marked derivative strains, corroborated the presence of live,
three-dimensional and thick green fluorescent structures attached to
plant material. This study illustrates that besides A. tumefaciens, strains of
the species A. rhizogenes and A. vitis are also able to build biofilms on

abiotic as well as on root surfaces.
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Introduction

Agrobacterium species are Gram-negative soil-borne bacteria that can
be classified into three biovars based on physiological and biochemical
properties, without considering their disease phenotype (Kerr &
Panagopoulos, 1977). In this study, the strains belonging to biovar 1 are
designated as A. tumefaciens, those belonging to biovar 2 as A. rhizogenes
and the biovar 3 strains as A. vitis. Agrobacterium spp. strains efficiently
colonize plant roots (Matthysse & McMahan, 1998; Penyalver & Lopez,
1999) producing galls in a large variety of plants (DeCleene & Deley,
1976). During bacterium-plant cell interactions in wounded tissues,
tumorigenic strains have the ability to transfer a particular DNA segment
from the Ti plasmid of the bacterium to the plant genome, and its
expression in the transformed plant cell leads to the development of a
crown gall tumor (reviewed in Zhu et al., 2000; Zupan et al., 2000). The
first step in the infection process is the attachment of individual or small
groups of bacterial cells to the plant surface (Matthysse, 1987).
Adherence is followed by bacterial growth and additional attachment to
form large aggregates, currently considered as biofilms (Matthysse et al.,
2005). Biofilms are assemblages of microorganisms that adhere to each
other and/or a surface, embedded in a matrix of exopolymers that they
themselves synthesize (Morris & Monier, 2003; Ghannoum & O’Toole,

2004).

Bacterial aggregates or micro-colonies and biofilm formation are
common behaviours observed in pathogenic and non-pathogenic bacteria

that colonize plant roots (Morris & Monier, 2003; Danhorn & Fuqua,
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2007). Within the Agrobacterium genus, has been described that A.
tumefaciens strain C58 forms biofilms on abiotic and plant surfaces.
Phosphorus and oxygen limitation, as well as cellulose production, seem
to enhance biofilm formation in this strain (Danhorn et al., 2004; Ramey
et al., 2004b; Matthysse et al., 2005). More recently, a transcriptional
repressor that regulates an operon involved in biofilm development in
strain C58 has also been described (Barbosa & Benedetti, 2007). However,
nothing is known about the biofilm-forming ability of other Agrobacterium
species. Agrobacterium rhizogenes strain K84, a biocontrol agent for
crown gall disease (reviewed in Penyalver et al., 2000) and A. vitis, the
causal agent of crown gall in grapevine (Ophel & Kerr, 1990), attach to
roots and are very good root colonizers (Brisset et al., 1991; Pu &
Goodman, 1993; Vicedo et al., 1993; Penalver et al., 1996; Penyalver &
Lépez, 1999). However, the ability to form biofilms on different surfaces
by these and other Agrobacterium species, and the ecological role of
biofilm formation in the interaction of each species with their host, is still
unknown. Interactions with plant tissue surfaces that lead to pathogenesis
may be considered as a subset of a larger group of interactions between
the bacterium and a range of biotic and abiotic surfaces (Ramey et al.,
2004a). Surface attachment to plants could share many features with
attachment to inert surfaces. Consequently, the aim of this study was to
evaluate the ability of several pathogenic and non-pathogenic strains of A.
tumefaciens, A. rhizogenes and A. vitis to form biofilms, both on different
inert surfaces as well as on the surface of tomato roots, and to analyze

such structures under confocal and electron microscopy.
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Materials and methods

Bacterial strains, plasmids and media

Bacterial strains and plasmids used in this study are described in
Table 1. Escherichia coli DH5 strain was grown at 37 2C in Luria-Bertani
(LB) medium (Sambrook et al., 1989). Agrobacterium spp. strains were
routinely grown at 262C on rich MG/L medium (Cangelosi et al., 1992)
supplemented with biotin (2 g/ml). AT (Tempé et al., 1977) or AB
(Chilton et al., 1974) minimal media, with 0.2% mannitol as a carbon

source (called ATM or ABM, respectively) were also used.

DNA constructions

Plasmid DNA was isolated from E. coli strain DH5a by an alkaline lysis-
based procedure using a commercial kit, following manufacturer
instructions (Qiagen). Plasmids were introduced into Agrobacterium spp.

strains by electroporation (Mersereau et al., 1990).
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strain or plasmid Relevant genotype, phenotype Reference or
or characteristicsa source

A. tumefaciens

C58 Pathogenic strain IVIAb

NT1 Non-pathogenic strain; Ti Watson et al.
plasmid-less C58 derivative (1975)
strain

A. rhizogenes

436 Pathogenic strain IVIA

K84 Non-pahogenic strain; crown Kerr (1992)
gall biocontrol agent

A. vitis

339 Pathogenic strain IVIA

E. coli

DH5a supE44 AlacU169 Sambrook et al.
(O80lacZAM15) hsdR17 recAl (1989)
endAl gyrA96 thi-1 relAl

Plasmids

pHC60 Vector constitutively Cheng & Walker

expressing the green (1998b)
fluorescent protein (GFP), Tetr

“Tet', resistance to tetracycline.

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias’ bacterial collection.

Growth assays

Growth rates in rich (MG/L) and minimal (ATM) liquid media at 26 °C
were evaluated for wild-type strains, as well as their GFP-labeled
derivatives using the Bioscreen C system (Labsystems, Finland), with
temporary shaking at intervals of 1 hour. The ODgy was periodically

recorded over 120 hours.
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Carbohydrate utilization

The profile of carbohydrate utilization was assessed in wild-type
strains and their GFP-labeled derivates using the miniaturized system,

API50CH, following manufacturer’s instructions (Biomérieux).

Pathogenicity assays

Wild-type pathogenic strains and their GFP-labelled derivatives were
stab-inoculated at two different points in the stems of 4-week-old tomato
seedlings with a needle touched onto 48-hour-old bacterial cultures
grown on MG/L solid medium. Appearance of tumours was assessed

visually 6 weeks after inoculation.

Agrocin 84 production

Production of agrocin 84 by A. rhizogenes strain K84 and its GFP-
labelled derivative was assayed on Stonier’s medium (Stonier, 1956) as
previously described (Pefialver et al., 1994), using the sensitive indicator

A. tumefaciens strain C58 (Engler et al., 1975).
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Biofilm assays on abiotic surfaces

Polystyrene and polypropylene wells. Overnight bacterial cultures in
ATM or ABM liquid media were diluted to an ODgy of 0.04 in fresh
medium and 200 L were placed into 96 well polystyrene or
polypropylene microtitre plates and incubated at 26 2C. After both 48
hours and 6 days of incubation, an aliquot of the liquid culture was initially
transferred to a new plate and the ODgy was measured (planktonic cells).
Subsequently, plates were rinsed repeatedly and thoroughly with distilled
water. Sessile bacteria were quantified by adding 125 pL of 1% crystal
violet (CV) solution and incubating for 10-15 minutes. CV-stained biofilms
were solubilized in 200pL of DMSO (99.5%) for 10-15 minutes at room
temperature. Then, 125uL were transferred to a new plate, and the Aggg

was determined (attached cells).

Borosilicate coverslips. Biofilm formation was assayed on borosilicate
coverslips by placing them vertically in 6-well cell culture plates and
inoculating them overnight with ATM cultures diluted to an ODgg of 0.04,
as described above. Plates were incubated at 26 2C. After three and five
days of incubation, coverslips were rinsed under a stream of distilled
water to remove planktonic cells, and biofilms were visualized by scanning
electron microscopy (SEM) as follows: after drying, coverslips with
attached bacteria were prefixed in 2.5% (vol/vol) glutaraldehyde for 2h at
room temperature in darkness, and then post-fixed in 1% osmium

tetroxide for another 2h. After being washed in distilled water (three

86



times, 10 min each), samples were dehydrated in a graded alcohol series
(20%, 30%, 50%, 70% and 80% for five min each and finally 100% for 20
min) and critical-point dried in CO, in a Tousimis Autosamdri model 814.
Finally, coverslips were coated with gold palladium in a Bio-Rad model
E5600, and examined with a Hitachi H-4100 scanning electron FE

microscope at 5 to 10 kV of accelerating potential.

Biofilm formation on the tomato root surface

Root tips ex planta. Tomato seeds cv. “Roma” were surface-
disinfected for 10 min by soaking in hypochlorite [2.5% (v/v) of active
chloride], and washed 5 times for 5 min each in sterile water. Seeds were
deposited on wet filter paper in Petri dishes and germinated in a climatic
chamber at 309C with a daily photo-periodicity of 16 hours of light and 8
hours darkness. Root tips measuring 1 cm were excised 3-4 days after
germination, washed with sterile PBS, and transferred into 6-well
microtitre plates containing 3 mL of bacterial cultures (ODgp=0.1) in ATM
liguid medium. Initial population densities were verified in each
experiment by spreading 10-fold dilutions of the suspension on MG/L
plates. Microtitre plates were incubated at 262C with low shaking (50
rpm). At both 2 and 6 days after incubation, root tips were washed lightly
with sterile PBS to remove planktonic cells, and bacteria that were tightly
bound to the root surface were then washed off by vortexing for 20 min
at room temperature in 1 mL of 0.25X Ringer’s solution containing 0.05%

Tween 20 (Penyalver et al., 2009). Attached bacteria removed from tips
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were quantified by spreading 10-fold dilutions of the washing solutions on
MG/L plates. Replicate root tips were monitored by SEM as described
above for coverslips and by confocal laser scanning microscopy (CLSM)
with a Leitz TCS SP, equipped with an argon-kripton laser beam. Five
stacks of z sections (approximately 1um spacing) were taken for each
evaluated root tip, and the results shown are the average of 10 sample
image stacks. Images were acquired with the Leitz TCS SP Confocal
Software package. All experiments were performed at least twice, with

two replicate root tips per strain.

Root segments in planta. Tomato seeds cv. Roma were surface
disinfected as described above. Glass tubes (15 cm high x 3 cm diameter)
were filled with 75 mL of sterile soil (1:1:0.5; perlite:sand:peat) and
moistened with 20 mL of sterile water. Surface-disinfected seeds were
sown at about 1cm below the soil, and the plants were germinated and
grown in a climatic chamber at 30 2C with a daily photoperiodicity of 16h
of light and 8h darkness. Seven to 15 days after germination, when
seedlings possessed three true leaves, the seedlings were carefully dug up
and the roots were gently washed in sterile water. The seedlings were
then dried between sterile filter paper and inoculated with GFP-labelled
bacteria by soaking for 30 min in an inoculum of the bacterial culture,
adjusted to ODgg of 0.1 in ATM. Excess liquid was decanted and the
coated seedlings were sown in the same tube. Planted seedlings were
grown under the same conditions as described above for seed

germination. Seven days after inoculation, 1 cm root pieces were excised
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from 1 cm above the primary root tip and the root surface-attached
bacteria were washed off and quantified as described above for the ex
planta assays. Biofilm structures were examined by SEM and CLSM as
described above. All experiments were performed at least twice with two

replicate seedlings per strain.
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Results

Biofilms formation on abiotic surfaces.

Polystyrene and polypropylene. The ability to form biofilms on
polystyrene and polypropylene surfaces by the different strains belonging
to the three Agrobacterium species when grown on ATM is shown in
Figure 1. As absorbance values for attached cells were generally higher at
6 days than at 48h (data not shown), only those corresponding to the
longer time period are represented. Pathogenic A. tumefaciens C58 strain
and the non-pathogenic derivative NT1 (biovar 1), and A. vitis pathogenic
strain 339 (biovar 3) were able to attach to both polystyrene and
polypropylene surfaces (Fig. 1). The derivative of strain C58 lacking the pTi
plasmid attached and formed biofilms on both surfaces to a similar extent
to the wild-type. The two strains of A. tumefaciens exhibited higher
absorbance values for attached cells on polystyrene than on
polypropylene surfaces, but A. vitis 339 attached equally to the two
materials. Surprisingly, both pathogenic A. rhizogenes strain 436 and the
non-pathogenic strain K84 (biovar 2) were only able to adhere to
polypropylene (Fig. 1). Planktonic cells, measured as ODgy of liquid
cultures, were not different either among strains or within each strain for
surface materials (data not shown). Overall, A. vitis strain demonstrated

the highest average attachment values.

In contrast to A. tumefaciens strains, A. vitis attached to and formed

biofilms on polystyrene when growning in ATM but not when grown in
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ABM liquid media. Agrobacterium rhizogenes strains did not form biofilms

on polystyrene whether grown in ATM or ABM media (Fig. 1).

08
B Palystyrene-ATM
07 @ Polypropylene-ATM
O Palystyrene-ABM
06
=3
3
! 05
=X
2
B 04
o
')
E L
g 03 =
H
: |
02 +
0.1 +
0 T

C58 NT1 436 K84 339
Agrobacierium spp. strains

Figure 1. Attachment of pathogenic Agrobacterium tumefaciens strain C58 and its Ti-
plasmid-less derivative strain NT1 (biovar 1), A. rhizogenes pathogenic strain 436 and the
non-pathogenic strain K84 (biovar 2), and pathogenic A. vitis strain 339 (biovar 3) to
polystyrene and polypropylene surfaces after cells were grown in ATM or ABM liquid
medium for 6 days, as measured by the Agy values of DMSO-solubilized crystal violet from
adherent cells. Each bar represents the mean value and the standard deviation of at least
two independent experiments with six replicate wells per strain and experiment (n>12).

Borosilicate. Agrobacterium tumefaciens strain C58, A. rhizogenes
strain K84 and A. vitis strain 339, also attached to borosilicate surfaces
(Figure 2). SEM observations showed that the three evaluated strains of
Agrobacterium species formed a monolayer biofilm that covered the glass
surface in contact with the bacterial suspension, showing greater cellular

densities at the air-liquid interface of the coverslip.
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Figure 2. Visualization by SEM of borosilicate-attached bacteria obtained after incubation
of coverslips for 2 days at 26 2C in ATM minimal liquid medium with Agrobacterium
tumefaciens strain C58 (a,b,c), A. rhizogenes strain K84 (d,e,f) and A. vitis strain 339 (g,h,i).
White arrows point to fiber-like structures connecting bacterial cells to each other.

Different adhesion patterns were observed depending on the strain
analyzed (Fig. 2d,e). A large amount of exopolymeric-like material could
be distinguished at high magnification, connecting cell to each other in all

assayed strains (Fig. 2c,f,i).
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Biofilms formation on tomato root surfaces.

Root tips ex planta. Agrobacterium tumefaciens C58, A. rhizogenes
K84 and A. vitis 339 bound tightly to tomato root tips after 48h of
incubation, reaching bacterial densities of 10°-10” CFU per root tip (Fig. 3).
Biofilm structures on these tomato root tips were visualized by SEM (Fig.
4). Agrobacterium tumefaciens C58 and A. vitis 339 formed dense
continuous bacterial carpets on the root tip surface (Figure 4a, g), not
composed of a cell monolayer, but large and compact cell aggregates (Fig.
4b, c, h, i). The carpets formed by A. vitis (Fig. 4h) were denser and had a
higher cell number than those of A. tumefaciens C58 (Fig. 4b). Biofilm
structures developed by A. rhizogenes K84 were very different from those
described for the 339 and C58 strains. K84 biofilms were elevated over
the root surface, with the presence of hollow channels within those
bacterial aggregates (Figure 4d). Moreover, globular and individualized
structures with a mushroom-like form were dispersed along the root
surface (Fig. 4e, f). Extracellular material anchored such structures to the

surface (Figure 4f).
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Figure 4. Visualization by SEM of tomato root tip surface-attached biofilms obtained after
incubation for two days at 26 2C in ATM minimal medium with A. tumefaciens strain C58
(A, B, C), A. rhizogenes strain K84 (D, E, F), and A. vitis strain 339 (G, H, 1). White arrows in
panels A and G show carpet-like biofilm structures formed by C58 and 339 strains,
respectively. White arrow in panel D shows elevated structures with hollow channels
across the biofilm formed by A. rhizogenes K84. White arrow in panel E shows globular and
individualized structures with a mushroom-like form. White arrow in panel F points to
fiber-like structures connecting those globular biofilms formed by strain K84 to the root
surface. No bacteria were observed on the surface of uninoculated root tips.
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The presence of these complex structures on tomato root tips was
also corroborated by CLSM observation using GFP-tagged strains. GFP
expression did not affect any evaluated phenotypic trait of parental
Agrobacterium spp. strains (data not shown). GFP-labelled derivatives of
the three Agrobacterium spp. strains reached population densities similar
to that of their corresponding wild-type strains on the tomato root tip

surface (Fig. 3).
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Figure 3. Bacterial populations on tomato root tip surface after incubation for 48h with
wild-type (wt) and the corresponding GFP-labeled derivatives from Agrobacterium
tumefaciens C58, A. rhizogenes K84 and A. vitis 339 strains. Each bar represents the mean
value and the standard deviation of at least two independent experiments with two
replicates per strain and experiment (n>4).

The stability of the GFP-expressing plasmid pHC60 was evaluated as
the ratio of CFU on MG/L medium supplemented or not with the marker
antibiotic. Thus, the stability found in these assays was 106 + 14%, 100 *
1% and 95 + 16% for the GFP-labeled derivatives from A. tumefaciens C58,
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A. rhizogenes K84 and A. vitis 339 strains, respectively. All three GFP-
tagged Agrobacterium spp. strains formed three-dimensional and complex
live structures on tomato root tip surfaces, but with an uneven
distribution (Fig. 5). Some representative pictures are presented to
illustrate the diverse biofilm structures formed on the tomato root tip
surfaces by the three Agrobacterium spp. strains. Figure 5a shows a
heterogeneous biofilm structure formed by GFP-labeled A. tumefaciens
C58, with some parts of the biofilm comprising few cells, while others are
denser. Reconstructed vertical cross sections of this biofilm clearly show a
dense biofilm formed inside a root groove (Fig. 5b). GFP-labelled A.
rhizogenes K84 and A. vitis 339 strains formed thick green fluorescent
structures attached to the root tip surface, with large numbers of
bacterial cells located far from the surface (Fig. 5c, e). Figure 5d and f

shows hollow channels across these biofilm structures.
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Figure 5. Visualization by CLSM of tomato root tip surface-attached biofilms obtained after
incubation for two days with GFP-labelled derivatives from Agrobacterium tumefaciens
C58 (A,B), A. rhizogenes K84 (C,D) and A. vitis 339 (E,F) strains. The left side and top of
panel b are reconstructed vertical cross sections of the biofilm formed by strain C58
showing a dense biofilm inside a root groove (white arrow). White arrow in panel d points
out hollow channels across the biofilms formed by strain K84. No GFP-expressing bacteria
were found on the surface of uninoculated root tips.
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Root segments in planta. All GFP-labeled derivative Agrobacterium
spp. strains colonized the roots of tomato seedlings, vyielding
approximately 10°> CFU per root segment at 7 days after seedling
inoculations (5,57 +/- 0,41, 5,15 +/- 0,76 and 4,28 +/- 0,84 log CFU per
root segment for C58, K84 and 339 strains respectively). Bacterial
aggregates and complex biofilm structures were also formed by these
bacteria when colonizing roots, as observed by SEM and CLSM microscopy
(Fig. 6). Figures 6a,e show a dense carpet formed on tomato roots by GFP-
labelled A. tumefaciens C58 and A. vitis 339 strains, respectively. Figure 6¢
shows, in detail, a bacterial aggregate on the root surface formed by the
GFP-labelled A. rhizogenes K84 strain. Three-dimensional and complex live
structures on these tomato roots were also corroborated by CLSM (Fig.

6b,d,f).
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Figure 6. Visualization by SEM (A, C, E) and CLSM (B, D, F) of biofilms on tomato roots 7
days after seedlings were inoculated with GFP-labeled derivatives from A. tumefaciens C58
(A, B), A. rhizogenes K84 (C, D) and A. vitis 339 (E, F) strains. No bacteria were observed on
the root surfaces from uninoculated tomato seedlings.
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Discussion

Plant-associated bacteria form biofilms in different tissues and their
host interaction is significantly influenced by the conformation of the
adherent populations (Ramey et al., 2004a; Danhorn & Fuqua, 2007).
Attachment of agrobacteria is required for their plant interaction and it is
also the initial step for the formation of biofilms on roots (Matthysse,
1987; Mathysse et al., 2005). This is the first evidence that, besides A.
tumefaciens strain C58 (biovar 1), other pathogenic and non-pathogenic
strains belonging to other species (biovars), such as A. rhizogenes (biovar
2) and A. vitis (biovar 3), are able to attach to different abiotic surfaces

and build complex multi-layer biofilm structures on tomato root surfaces.

Agrobacterium tumefaciens and A. vitis strains were able to attach to
and form biofilms on polystyrene, whereas A. rhizogenes strains were not.
Although biovar 1 strains seemed to attach to a greater extent to
polystyrene than to polypropylene wells, significant differences were not
found due to the observed variability, which was remarkably high in the
case of strain NT1. A set of replicate experiments performed only with
strain K84 also showed high variability in the absorbance values of the
crystal violet (attached cells), even for the same optical density of the
planktonic culture (unpublished results). These data suggest that the
observed variability is intrinsic to the experimental method used. This
phenotype of non-adherence to polystyrene was observed both in a
pathogenic (436) and in a non-pathogenic (K84) strain, suggesting that it

could be a specific trait for A. rhizogenes species. Differences in biofilm
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formation on polystyrene and polypropylene are probably due to the
different natures of the two surfaces and the different adhesion
mechanisms of each Agrobacterium species. This is because adhesion
ability is related to certain elements of the bacterial envelope, which
could be different from one Agrobacterium species or strain to another. In
fact, a putative capsular polysaccharide locus in A. rhizogenes strain K84
has recently been identified, required for attachment to abiotic surfaces,
which is virtually missing in the A. tumefaciens C58 and A. vitis S4

genomes (unpublished results).

Agrobacterium vitis strain 339 attached to and formed biofilms on
polystyrene when grown in ATM, but not when grown in ABM liquid
media. Consequently, at least in this strain, biofilm formation on inert
surfaces is regulated by growth conditions. Cell-to-surface interactions are
dependent on environmental signals, but not all nutrients promote the
development of biofilms (O'Toole & Kolter, 1998b). In the case of A.
tumefaciens strain C58, it has been reported that phosphorus limitation
enhances biofilm formation (Danhorn et al., 2004). However, since both
minimal media employed in the present study provide Pi-replete
conditions, the observed growth medium effect would not seem to be
related to phosphorus limitation, but to another as yet unidentified factor.
Other differences between both minimal media, that could explain the
different behaviour in biofilm formation by strain 339 in polystyrene wells,
are that ABM do not contain manganese sulphate (which is present in
ATM), and that the amounts of the remaining elements, except the

potassium (magnesium, calcium, ammonium and iron), in ABM are several
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times higher than in ATM. Biofilm formation on polystyrene was not
observed in strain 339 when manganese sulphate was added to the ABM
medium (data not shown). Overall, the ability of Agrobacterium spp. to
bind and form biofilms on inert surfaces in vitro was found to be

dependent on the strain, nature of the surface and growth conditions.

In agreement with previous observations on polyvinyl chloride
(Danhorn et al., 2004), the Ti plasmid does not seem to be required for
the formation of biofilms on abiotic surfaces in vitro, since the C58-
derivative strain NT1 was able to attach to inert surfaces to the same
extent as its parental strain.. Quorum sensing and biofilm formation
processes have been suggested to be connected in A. tumefaciens
(Goryachev et al., 2005). All genes that are thought to constitute the
guorum sensing network in A. tumefaciens are located on the Ti plasmid
(Zhu et al., 2000) and the entire process is only active in the presence of
opines, novel compounds that are restricted to Agrobacterium-induced
plant galls. So, whether or not the Ti plasmid or quorum sensing can affect

biofilm formation in tumour tissues remains unknown.

Biofilm formation on abiotic surfaces could have several
epidemiological implications for diseases caused by Agrobacterium spp. It
is well documented that agrobacteria can survive in bulk soil for long
periods of time, where bacteria could persist as surface-associated
populations on soil particles due to biofilm formation. Agrobacterium-
related diseases of cucumbers and tomatoes can also be prevalent in
hydroponic nurseries (Weller et al., 2000). These diseases can be

extremely difficult to eradicate between growing seasons, even when the
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growth substrate is replaced between seasons. Thus, biofilm formation in
surfaces such as irrigation lines could be a likely case for this re-
occurrence (S. Weller, Dstl Porton Down, Salisbury SP4 0JQ, UK, personal

communication).

Agrobacterium tumefaciens strain C58 grown in minimal liquid media
binds to the surface of several plant roots, forming multi-cellular biofilm
structures (Danhorn et al., 2004; Ramey et al., 2004b; Mathysse et al.,
2005; Barbosa & Benedetti, 2007). In this study, we have shown that,
besides the tumorigenic A. tumefaciens strain C58, tumorigenic A. vitis
strain 339, and the biological control agent A. rhizogenes strain K84,
developed complex multi-layer cell architectures on the surface of tomato
root tips ex planta. SEM visualization suggests that the dehydrated
“carpet-like” biofilms formed by A. tumefaciens C58 and A. vitis 339
strains are different from the “tower or mushroom-like” structures
formed by A. rhizogenes K84. Bacterial cells in mature biofilms are
encased in a matrix mainly composed of exopolysaccharides. Cellulose
fibers and the periplasmic cyclic -(1,2)-D-glucan are involved in biofilm
formation in A. tumefaciens strain C58 (Mathysse et al., 2005). Fibre-like
structures and other exopolymeric material were extensively observed by
SEM in all strains, which could be the dehydrated remains of the
corresponding matrix. The presence of three-dimensional and thick green
fluorescent structures surrounding these root tips, after incubation with
all three Agrobacterium spp. strains was verified by means of CLSM using
GFP-marked strains. Our results on the comparative behaviour of wild-

type versus their corresponding GPF-labeled derivatives showed no
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influence of the expressing plasmid on the bacterial traits evaluated.
Therefore, the biofilm structures observed could be representative of the
natural situation during host colonization. These biofilm structures had
discontinuous and non-homogeneous forms along the root tip. CLSM also
revealed that the biofilm structures of A. tumefaciens C58 and A. vitis 339
strains resembled “carpet-like” more than “tower or mushroom-like”
structures produced by A. rhizogenes K84 strain. Channels with no
bacteria were often observed across the biofilms, which probably allow
the flow of molecules into and out of the biofilm (Ghannoum & O’Toole,

2004).

SEM revealed that, when grown in the same minimal liquid medium
for the same period of time, bacteria were only able to form thin biofilms
(composed of one to three cell layers) on the surface of borosilicate
coverslips (Fig. 2), but were able to build more complex multi-layer cell
structures on the surface of tomato root tips ex planta (Fig. 4). Therefore,
the presence of a live plant surface seems to enhance the formation of
complex mature biofilms in Agrobacterium spp. Several organic
compounds can be released by the root tips to promote the formation of
bacterial biofilms, as reported for the synthesis of cellulose fibrils
(Mathysse et al., 1981). Transition from planktonic existence to sessile
lifestyle is thought to be regulated in part by the nutritional status of the

environment (Wimpenny & Colasanti, 1997).

Biofilm assays in planta showed that bacteria colonizing tomato
seedlings were also able to form biofilms on the root surfaces. As

observed by SEM and CLSM, all tested Agrobacterium spp. strains clearly
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formed complex biofilms when colonizing roots in planta, although these
were not as complex as those found on the surface of root tips ex planta,
probably due to the different growth and assay conditions. These plant
pathogens could persist as surface-associated populations on the
rhizosphere or soil particles, and their ability to form biofilms could
contribute to colonization and survival in its environmental niches.
Moreover, ability to form biofilms on the root surface or in wound tissues
by the bio-control agent, K84, could be a relevant trait to control crown

gall disease.
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Abstract

Agrobacterium rhizogenes strain K84 is a commercial biocontrol agent used
worldwide to control crown gall disease. The organism binds tightly to
polypropylene substrate and efficiently colonizes root surfaces as complex,
multilayered biofilms. A genetic screen identified two mutants affected in
these surface interactions. One of these mutants failed to attach and form
biofilms on an abiotic surface; although interestingly, it exhibited normal
biofilm formation on the biological root tip surface. This mutant is disrupted
in a webD ortholog gene of A. rhizogenes strain K84, which is part of a large
locus predicted to encode functions for the biosynthesis and export of a
group Il capsular polysaccharide (CPS). Expression of a functional copy of
wcbD in the mutant background restored the ability to attach and form
normal biofilms on the abiotic surface. The second identified mutant
attaches and forms visibly denser biofilms on both abiotic and root tip
surfaces. This mutant is disrupted in the rkpK gene, predicted to encode an
UDP-glucose 6-dehydrogenase required for lipopolysaccharide LPS (O-
antigen) and K-antigen capsular polysaccharide (KPS) biosynthesis in some
rhizobia strain. The rkpK mutant from strain K84 is deficient in O-antigen
synthesis and produces exclusively rough-LPS. We also show that strain K84

does not synthesize KPS. In addition, we identified a putative type Il CPS,
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distinct from KPS, that mediates cell-surface interactions and show that O-
antigen of strain K84 is necessary for normal cell-cell interactions within the

biofilms.
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Introduction

Agrobacterium species are soilborne bacteria that cause crown gall disease
in a large variety of plants (DeCleene and Deley, 1976). An early step in the
infection process is the attachment of agrobacteria to plant tissues
(Matthysse, 1987) and further global root colonization (Matthysse and
McMahan, 1998; Penyalver and Ldpez, 1999). During the bacterium-plant
cell interactions in wounded tissues, tumorigenic strains have the ability to
transfer a particular DNA segment from the Ti plasmid of the bacterium to
the plant genome, and its expression in the transformed plant cell leads to
the development of a crown gall tumor (reviewed in references Zupan y col.,
2000 and Zhu vy col., 2000). It is well known that crown gall disease can be
controlled by treatment of the root plant system with the biocontrol agent
A. rhizogenes strain K84 (reviewed by Penyalver et al., 2000). Strain K84 also
attaches to root tips ex planta and efficiently colonizes the plant root system
(Macrae et al., 1988; Stockwell et al., 1993; Vicedo et al., 1993; Penalver et

al., 1996).

Bacteria can live and proliferate in natural environments either as
individual cells (planktonic) or as highly organized multicellular communities

encased in a self-produced polymeric matrix called biofilms that are in close
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association with surfaces or in air/liquid interfaces (Ghannoum and O'Toole,
2004). Aggregates, microcolonies and highly-structured biofilms are
common multi-cellular developmental stages observed also by pathogenic
and non-pathogenic root colonizing bacteria (Pearce et al., 1995; Chin-A-
Woeng et al., 1997; Morris and Monier, 2003; Ramey et al., 2004a; Danhorn
and Fuqua, 2007; Abarca-Grau et al, 2011b). A. tumefaciens strain C58
forms biofilms on the roots, which is enhanced by phosphorus, oxygen
limitation and cellulose production (Danhorn et al., 2004; Ramey et al,
2004b; Matthysse et al.,, 2005; Merrit et al. 2007). Two transcriptional
regulators, BigR and ExoR, are necessary for biofilm growth in A. tumefaciens

strain C58 (Barbosa and Benedetti, 2007; Tomlinson et al., 2010).

We recently reported that the crown gall biocontrol agent A.
rhizogenes K84 binds tightly to polypropylene and efficiently colonizes root
surfaces as complex, multilayered biofilm structures (Abarca-Grau et al.,
2011b). However, the genetic basis for these properties remained
undefined. Here we report, the identity of a mutant strain that fails to attach
and form biofilms on an abiotic surface, although it exhibits normal biofilm
formation on the biological tomato root tip surface. This mutant is disrupted
in a gene that is an ortholog of wcbD, which in strain K84 is part of a locus

dedicated for the biosynthesis and export of a type 2 -capsular
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polysaccharide (CPS). Thus, a putative CPS produced by A. rhizogenes strain
K84, which is distinct from the K-antigen capsular polysaccharide (KPS)
produced by rhizobia strains, appears to play an important role in cell-
surface interactions. We also isolated a rkpK mutant strain that produces
denser biofilms on both abiotic and root tip substrate. This mutant lacks the
O-antigen lipopolysaccharide (LPS) fraction, indicating that wild-type LPS is

necessary for normal cell-cell interactions within the K84 biofilms.
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Materials and methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1.

Table 1. Bacterial strains and plasmids used.

Strains or plasmid

Relevant genotype, phenotype, or

Reference or

rkpK (Arad3519) ; O-antigen
defective; denser biofim producer;
Gmr

characteristica source
A. rhizogenes
K84 Wild-type biocontrol strain Kerr, 1972
M71 Mar2xT7-induced mutant of K84; This study
Arad9146; attachment defective;
Gmr
M108 Mar2xT7-induced mutant of K84; This study

Sinorhizobium

mariner family transposon
MAR2xT7, Ampr, Gmr

meliloti
AK6311 Producer of the high-molecular Kereszt et al.
weight K-antigen capsular 1998
polysaccharide (HMW-KPS)
Non-producer of the HMW-KPS Miiller et al.
1021 2009
Escherichia
coli
DH5a supE44 AlacU169 (©80lacZAM15) Sambrook et
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 al. 1989
relAl
S17-1 (Apir) Pro- Res- Mod+ recA; integrated Simon et al.
RP4-Tet::Mu-Kan::Tn7, Mob+, pir+, 1983
Smr
Plasmids
Suicide vector for delivery of the Liberati et al.
PMAR2XT7

2006
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Vector constitutively expressing the  Cheng and
PHC60 green fluorescence protein (GFP), Walker,

Tetr 1998b

RK2-based cloning vector, Kmr Kovach et al.
pBBR1-MCS-2 1995

1369 bp PCR fragment containing This study
pPWcbD the Arad9146 ORF (1212 bp) cloned

into pPBBR1-MCS-2 that

complements the 71 mutation

1538 bp PCR fragment containing This study
PRKpK the Arad3519 ORF (1323 bp) cloned

into pPBBR1-MCS-2 that

complements the 108 mutation

“Abbreviations are: Mob®, mobilizes transfer to other plasmids; Km', resistance to kanamycin;
Ap', resistance to ampicilin. Tc', resistance to tetracicline. Gm', resistance to gentamicin. Sm’,

resistance to streptomycin.

LB medium (Sambrook et al., 1989) was used for growing Escherichia
coli. Agrobacterium rhizogenes strain K84 was routinely grown on rich MG/L
(Cangelosi et al., 1992) supplemented with biotin (2 pg/ml) and occasionally
on TY medium (Beringer, 1974). AT (Tempe et al., 1977) or AB (Chilton et al.,
1974) minimal media, with 0.2% mannitol as a carbon source (called ATM or
ABM, respectively) and supplemented with biotin (2 pg/ml) were also used.
Antibiotics were added to media at the following concentrations (ug/ml): for
Agrobacterium, tetracycline (Tc), 10; gentamicin (Gm), 15; kanamycin (Km),

100 and neomycin (Nm), 100; for E. coli, Tc, 20; Gm, 10; Ampicilin (Ap), 50

and Km, 50.
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DNA manipulations

Plasmid DNA was isolated from E. coli by an alkaline lysis-based
procedure kit following manufacturer’s instructions (Qiagen). Standard
recombinant DNA techniques were used as described by Sambrook et al.,
(1989). Plasmids were introduced into Agrobacterium by electroporation
(Mersereau et al., 1990) or by biparental cross streak mating using E. coli
S17-1(Apir) harboring the plasmid of interest as the conjugative donor
(Simon et al., 1983). Genomic DNA for Agrobacterium strains was isolated

using a kit and following manufacturer’s instructions (Epicentre).

Transposon mutagenesis

A transposon mutagenesis library was generated in wild-type A.
rhizogenes strain K84 with MAR2xT7, an engineered derivative of the Himarl
transposon of the mariner family (Liberati et al., 2006). Transposon
insertions were randomly generated by introducing the suicide plasmid
PMAR2xT7 into strain K84 by conjugation with E. coli S17-1(Apir).
Transposon-induced mutants of strain K84 were selected on ABM

supplemented with Gm.
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MAR2xT7 insertion-site identification

Transposon insertion sites were identified using a two-round PCR
protocol (Caetano-Anolles and Bassam, 1993) with genomic DNA from
mutants, amplifying sequence adjacent to the transposon insertion with a
transposon-specific primer and an arbitrary primer, followed by a second
amplification using a nested transposon-specific primer and a primer
corresponding to a non-random portion of the arbitrary primer used in the
first PCR reaction. A third nested transposon-specific primer was used for

sequencing reactions. Sequences for the used primers are shown in Table 2.

Table 2. Primers used for MAR2xT7 insertion-site identification and gene cloning.

Primer Sequence (5’-3')
MAR2xT7-1 (Fisrt round) TACAGTTTACGAACCGAACAGGC
Arbitrary-1 (Fisrt round) GGCCAGGCCTGCAGATGATGNNNNNNNNNNGTAT

MAR2xT7-2 (Second round) TGTCAACTGGGTTCGTGCCTTCATCCG

Arbitrary-2 (Second round) GGCCAGGCCTGCAGATGATG

SEQ (Sequencing) GACCGAGATAGGGTTGAGTG

Arad9146 (wcbD) forward ATAAGGTACCCGCCCATGCGTTGTCGATGG

Arad9146 (wcbD) reverse TGATGGATCCTGTTGCATCATGCTCAGC
Arad3519 (rkpK) forward ATTGGAAGCTTGATCCACGCATGTCACATTG
Arad3519 (rkpK) reverse ATCTGAATTCCGGTGATGAGATAGCGCATTC

116



Gene cloning

A fragment of 1369 bp containing the wcbD ortholog gene
(Arad9146) was obtained by PCR amplification of genomic DNA from strain
K84 using the specific designed primer set (Table 2) and cloned between the
Kpnl and BamHI sites of the broad host range vector pBBR1-MCS-2 (Kovach
et al., 1995). This fragment contains the Arad9146 ORF (1212 bp) and an
extended promoter region of the gene. A fragment of 1538 bp containing
the rkpK ortholog gene (Arad3519) was obtained by PCR amplification (Table
2) and cloned between the Hindlll and EcoRl sites of pBBR1-MCS-2. This
fragment contains the Arad3591 ORF (1323 bp) and promoter region of the

gene.

Biofilm screen

Transposon-induced mutants of strain K84 were screened in two
steps. In the first, large-scale screen, 10 pl of an overnight cultures in MG/L
liguid medium were added to 200ul of ATM liquid medium in 96-well
microtitre plates of polypropylene using one well per mutant. The amount of
planktonic (ODs7) and surface-attached (Abssy) cells was determined by the

standard crystal violet assay after static incubation for 48h at 262C (O'Toole
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& Kolter, 1998b; Abarca-Grau et al, 2011b). Each potential mutant
compromised in biofilm formation in this first screen, was then re-screened
by individually adjusting the ATM culture to an ODs7 of 0.04 and continued
growth in microtiter plates. Comparative biofilm formation was measured as
function of cristal violet staining as previously described. Experiments were
repeated at least twice using 10 replicate wells per strain. Alternatively,
biofilm formation on borosilicate culture tubes was also visualized after
growing strain K84 and its mutants on ABM liquid medium for 48h under

shaking conditions (100 rpm) with the tube in slant position.

Biofilm formation on the root tip surface. GFP-labeled derivative
strains of strain K84 and its mutants were evaluated for biofilm formation on
the surface of tomato root tips following the methodology described by
Abarca-Grau et al. (2011b). Tightly bound bacteria were visualized on the
surface of washed root tips by chemiluminescent GFP detection using a LAS-
3000 imaging system (Fujifilm). Biofilms on the surface of washed root tips
were directly examined with a fluorescence microscope (Nikon Eclipse E800)
equipped with a high-resolution digital camera (Nikon DXM1200). All
experiments were performed at least twice, with two replicate root tips per

strain.
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LPS analysis. Cells were grown overnight in ATM minimal medium to
an ODgyp = 0.3-0.5 and purification of lipopolysaccharides (LPS) was
performed as previously described by Campbell et al. (2003). SDS-PAGE gels
were stained using the Pro-Q" Emerald 300 Lipopolysaccharide Gel Stain kit,

Molecular Probes, Inc.

K-antigen capsular polysaccharide (KPS) analysis. For purification
and visualization of the high-molecular weight KPS, bacterial cultures were
grown on liquid TY medium for 48 hours. Cells were washed three times in
0.9% NaCl and pelleted by centrifugation. The bacterial pellet was
resuspended and lysed by heating at 1002C in 500 pl of KPS extraction buffer
(50 mM Tris/HCl pH8.5; 13 mM EDTA; 15 mM H3BOs) for 6 min. The bacterial
crude extract was then treated with RNase (60 pg/ml) and DNase (20 pg/ml)
for 3 hours at 379C, followed by two 24 hour treatments with proteinase K
(30 pug/ml) at 379C. Finally, the treated mixture was centrifuged at 10,000 x g
for 5 min, and 400 ul of the supernatant was mixed with 680 pl of 1 M
sucrose and 120 pl of absolute ethanol and stored at -209C. Samples
obtained were analysed by PAGE without SDS as previously described
(Rodriguez-Carvajal et al., 2001; Parada et al.,, 2006) with the addition of
ethanol to the running buffer as well as to the running and stacking gels at a

final concentration of 10% (v/v). Acrylamide concentration of the running gel
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was 18% (w/v), and acrylamide/N,N’-methylenebisacrylamide ration was
29:1. Gels were fixed using Alcian Blue (0.5% in 2% acetic acid) and silver-
stained. LPS extraction, separation on SDS polyacrylamide gel
electrophoresis, and silver staining were performed as previously described

(Buendia-Claveria et al., 2003).

Transmission electron microscopy. Overnight cultures in ATM liquid
medium were resuspended in 0.01 M phosphate buffer saline (pH = 7.2) at
10° ufc/ml. Suspensions were deposited on Formvar-coated 400-mesh
copper grids and allowed to settle a few seconds. Excess liquid was blotted
and then cells were stained with 2% phosphotungstic acid (w/v). Grids were
washed in distilled water and blotted. Cells were viewed with a JEOL

transmission electron microscope model JEM-1010.
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Results

Identification of a K84 mutant with an attachment defect to
polypropylene wells but proficient for biofilm formation on the root tip
surface. A mutant collection of A. rhizogenes K84 carrying the MAR2xT7
transposon was screened for attachment and biofilm formation in 96-well
polypropylene microtitre plates. In our assay, adherent bacteria of wilt-type
K84 increased as increasing cell density (Fig. 1). Attached bacteria (Abss7)

highly varied for a given optical density of the culture (R’= 0,5337).
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Figure 1. Adherent bacteria of wild-type K84 increased as increasing the optical density of the
culture. Measurements of DMSO-solubilized cristal violet staining (Abssy) of attached
bacteria to polypropylene wells after static incubation of A. rhizogenes strain K84 for 48h in
ATM liquid medium versus corresponding planktonic cell density (ODs;o). Data correspond to
24 independent plates with at least four replicate wells per plate (n=142).
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The initial screen of approximately 1,700 transposon-derivative K84
mutants yielded two strains with a different surface-adhesion phenotype
(Fig. 2). One of these mutants, M71, grew normally in ATM liquid medium
(data not shown), but it was completely defective in attachment and

subsequent biofilm formation on polypropylene wells (Fig. 2A).
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Figure 2. A) wcbD orthologous gene of Agrobacterium rhizogenes K84 is required for
attachment and subsequent biofilm formation on polypropylene surface. Cristal violet (CV)-
stained biofilms on polypropylene wells produced by wild-type strain K84, the wcbhD mutant
M71 and the complemented mutant M71 (pWcbD) after static incubation in ATM liquid
medium for 48h. B) The rkpK mutant M108 attaches to polypropylene and forms denser
biofilms than the wild-type K84. Normalized data of the ratio between DMSO-solubilized CV
staining (Abssyo) reflecting the surface-adherent cells, and the culture density (ODsy)
reflecting the planktonic cells, are presented for the wild-type K84, its rkpK mutant M108 and
the complemented mutant M108 (pRkpK) after static incubation in ATM liquid medium for
48h.
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Interestingly, this mutant attached and produced normal biofilms on
the root surface of tomato (Fig. 3). GFP-labelled fluorescent wild-type and
mutant strains exhibited the same level of bacterial attachment to washed
root tips (Fig. 3A), and formed undistinguishable patterns of biofilm

formation as also observed by epifluorescence microscopy (Fig. 3B).
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Figure 3. The wcbD mutant M71 attaches and forms biofilms on the surface of tomato root
tips. A) Attached bacteria expressing GFP were detected by a chemiluminescent detection
imaging system on the surface of 1-cm tomato root tips incubated for 48h with GFP-labeled
derivatives of the wild-type K84 and its wchD mutant M71-GFP. No GFP-expressing bacteria
were found on the surface of uninoculated control root tips. B) Visualization by fluorescence
microscopy of representative tomato root tip surface-attached biofilms obtained after
incubation for 48h with K84-GFP and its wcbD mutant M71-GFP. Green fluorescence
structures were clearly observed on the surface of tomato root tips incubated with bacteria,
whereas no such GFP-expressing structures were found on the surface of uninoculated
control root tips.
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The second K84 mutant, M108, attaches and forms visibly denser
biofilms on both abiotic and root tip surfaces. The mutant designated M108
showed visibly enhanced biofilms when grown in polypropylene wells (Fig.
2B), and also on the surface of tomato root tips (Fig. 4). This adhesion
pattern carried over to the natural root surface, with GFP fluorescently-
tagged M108 mutant strain, shows that this mutant formed visibly denser
biofilms (Fig. 4A). In fact, the mutant biofilms were uniformly thicker than
those formed by the wild-type K84 strain on the root surface as also
observed by epifluorescence microscopy (Fig. 4B), with clearly higher

number of GFP-expressing bacterial cells.

A)
Control root tips K84-GFP M108-GFP
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Figure 4. The rkpK mutant M108 attaches and forms denser biofilms than the wild-type strain
K84 on the surface of tomato root tips. A) Attached bacteria expressing GFP were detected by
a chemiluminescent detection imaging system on the surface of 1-cm tomato root tips
incubated for 48h with GFP-labeled derivatives of the wild-type K84 and its rkpK mutant
M108-GFP. No GFP-expressing bacteria were found on the surface of uninoculated control
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root tips. B) Visualization by fluorescence microscopy of representative tomato root tip
surface-attached biofilms obtained after incubation for 48h with K84-GFP and its rkpK mutant
M108-GFP. Green fluorescence structures were clearly observed on the surface of tomato
root tips incubated with bacteria, whereas no such GFP-expressing structures were found on
the surface of uninoculated control root tips.

The M108 mutant strain exhibited more pronounced biofilm
formation than the wild-type strain K84 also when grown in borosilicate
culture tubes under shaking conditions. The M108 mutant produced very
dense, but loose biofilms at the liquid/air interface of cultures, while strain
K84 grew mainly in suspension as planktonic cells, forming only a slight
biofilm (Fig. 5). The mutant also formed remarkable precipitated aggregate
at the bottom of the tube, which was absent in the wild type strain (Fig. 4).
Specifically, mutant M108 grew preferentially as surface-adherent biofilms
(sessile) distinctly different from the wild-type K84 strain that grows, for the

most part, as a planktonic suspension culture.

K84

Figure 5. The rkpK mutant M108 grows mainly in a sessile stage (aggregates or biofilms) than
in a planktonic way. Biofilm formation on borosilicate tubes by wild-type strain K84 and its
derivative rkpK mutant M108 after growing for 48 h in ABM liquid medium under shaking (100
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rpm). Strain K84 grew in suspension (planktonic cells), forming just a slight biofilm in the
surface of the tube at the liquid-air interface, whereas rkpK mutant M108 formed aggregates
which precipitated at the bottom, and formed clearly denser biofilm in the surface of the tube
at the liquid-air interface, without no visible planktonic cells.

Genetic analyses of the biofilm mutants. Sequence analysis of the
transposon-K84 DNA flanking region from genomic DNA of the mutant M71
localized the insertion site within the coding sequence of Arad9146 gene.
This gene is 1,212 bp long and is located on the chromosome 2, which is the
2.65 Mbp megaplasmid replicon of K84 genome (Slater et al., 2009). The
transposon insertion is located between nucleotides 141 and 142. The
projected translated product of Arad9146 gene shows the highest sequence
similarity with the WcbD ortholog genes from Erythrobacter sp. [33%
Identities (I) and 53% Similarity (S)], and from Burkholderia cenocepacia
[33% | and 52% S], and with BexC ortholog from Haemophilus influenzae
[35% | and 53% S]. Based on these amino acid sequence similarities, the
Arad9146 coding sequence is predicted to encode a capsular polysaccharide
inner-membrane export protein (Kroll et al., 1990; Lo et al., 2001; Warawa et
al., 2009). In fact, the wcbD ortholog gene in A. rhizogenes strain K84 is part
of a locus (extending from gene ID Arad9136 to Arad9152) that is predicted
to encode the biosynthesis and export of a group Il capsular polysaccharide
(CPS) (Fig. 6).
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Figure 6. The wcbD ortholog gene in A. rhizogenes strain K84 is part of a locus dedicated for
the biosynthesis and export of a group Il capsular polysaccharide (CPS). The genetic structure
of the wcbD ortholog gene locus (extending from Arad9136 to Arad9152) where Mar2xT7
transposon is inserted in mutant M71 (gene ID Arad9146) is presented. Genes related to CPS
biosynthesis loci from other bacteria are bold highlighted. BexA-C genes belong to the CPS
biosynthesis locus of Haemophilus influenzae, CtrB-D belong to that from Neisseria
meningitidis, KpsE belong to that from Escherichia coli and WcbD belong to that from
Erythrobacter sp. (28). Further information about the properties of these putative CPS proteins
of A. rhizogenes strain K84 and their homologues is presented also in the supplemental
material Table S2. A. rhizogenes strain K84 complete genome analyses and annotation are
available from Virginia Tech Bioinformatics Institute Genome sequencing webpage:
agro.vbi.vt.edu/public/index.html

Interestingly, this locus is part of a larger genomic region (extending
from gene ID Arad9127 to Arad9160) in strain K84 that is virtually missing in
the other fully sequenced genome of A. tumefaciens C58 and with only a few

orthologous genes in the A. vitis S4 genome (Fig. 7).
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Figure 7. The predicted CPS locus of A. rhizogenes strain K84 (from gene ID Arad9136 to
Arad9152) is part of a larger genomic region (from genes Arad9127 to Arad9160) virtually
missing in the other two complete sequenced Agrobacterium spp. genomes. Orthologues
genes in the A. tumefaciens C58 (Atu genes) and A. vitis S4 (Avi genes) genomes are indicated.
Further information about the properties of proteins from this anomalous region of the A.
rhizogenes strain K84 genome and their closer homologues are presented in Table 3. A.

rhizogenes strain K84 complete genome analyses and annotation are available from Virginia
Institute Genome sequencing webpage:

Tech Bioinformatics
agro.vbi.vt.edu/public/index.html.

Moreover, the most highly related homologous for this K84 CPS

locus genes are not from the Rhizobiaceae family (Table 3).
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Table 3. The predicted CPS locus of A. rhizogenes strain K84 (from gene ID Arad9136 to
Arad9152) has very low similarity with genes from the Rhizobiaceae family. Properties of
proteins of this anomalous region of strain K84 genome and their closer homologues are
presented.

K84 ID gene Source organism and Amino acid Product
ortholog gene identity (%)
Arad9136 Sphingomonas sp. 56 Capsule polysaccharide
export transport system
Arad9137 Chlorobium 40 Capsule polysaccharide
phaeobacteroides export transport system
Arad9138 Mesorhizobium sp. 38 Capsule polysaccharide
synthesis
Arad9140 Nitrococcus mobilis 39 Capsule polysaccharide
modification protein
Arad9141 Methylobacterium sp. 34 Glycosyl transferase
group 1
Arad9142 Novosphingobium 25 Metyltrasnferase FkbM
aromaticivorans family
Arad9143 Hypothetical protein
Arad9144 Burkholderia 41 Capsule polysaccharide
thailandensis export transport system
Arad9146 Erythrobacter sp. 33 Capsule polysaccharide

export transport system

Arad9148 Caulobacter sp. 42 O-linked GIcNAc
trasnferase

Arad9149 Hypothetical protein

Arad9152 Aquifex aeolicus 30 Glycosyl transferase
group 1

A. rhizogenes strain K84 complete genome analyses and annotation are available from
Virginia Tech Bioinformatics Institute Genome sequencing webpage:
agro.vbi.vt.edu/public/index.html.
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Sequence analysis of the mutant strain M108 localized the
transposon insertion between nucleotides 302/303 of the 1,323 bp
Arad3519 coding sequence, which is located on the chromosome 1 of strain
K84. This gene has been designated as rkpK based on the predicted amino
acid sequence. The K84 rkpK gene shows the highest similarity to mtpE of
Mesorhizobium tianshanenese [83% ldentities (I) and 89% Similarity (S)], and
rkpK orthologues of Rhizobium leguminosarum bv. viciae [82% | and 89% S],
R. etli [83% | and 89% S], and Sinorhizobium meliloti [79% | and 88% S], plus
exo5 of R. leguminosarum bv. trifolii [82% | and 89% S]. The rkpK gene
encodes a UDP-glucose 6-dehydrogenase (Kereszt et al, 1998). In A.
rhizogenes strain K84, the rkpK gene is part of a two-gene operon called rkp-
2 (Fig. 8), that also encondes the IpsL gene, which is predicted to specify a
UDP-glucuronic acid epimerase function (Kereszt et al., 1998). The synteny
of the rkp-2 locus is well conserved in M. tianshanenese, R. leguminosarum
bv. viciae, R. etli and A. vitis strains, but less so in the A. tumefaciens and S.
meliloti strain (Fig. 8). This rkp-2 operon is required for the
lipopolysaccharides (LPS) synthesis including K-antigen capsular
polysaccharides (KPS) produced by rhizobia strains (Kereszt y col. 1998;

Campbell et al., 2003).
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Figure 8. The synteny of the rkp-2 region of A. rhizogenes strain K84 is not conserved amongst
the closer phylogenetic related species within the Rhizobiaceae family. Genetic structure of
the rkpK orthologous gene locus where Mar2xT7 transposon is inserted in mutant M108 (gene
ID Arad3519) is presented. Shown below the rkpK gene of strain K84 are the homologous rkpK
gene regions from the four closer phylogeneyic species: Rhizobium leguminosarum bv. viciae,
R. etli, A. tumefaciens and A. vitis (Slater et al., 2009). In all cases, orthologous genes from
different species are indicated by identical fill patterns. Black dots between two genes indicate
that they are not contiguos in the genome. A. rhizogenes strain K84 complete genome
analyses and annotation are available from Virginia Tech Bioinformatics Institute Genome

sequencing webpage: agro.vbi.vt.edu/public/index.html

wcbD gene of A. rhizogenes K84 is required for attachment and
biofilm formation on the abiotic surface. Expression of a functional copy of
wcbD in the M71 mutant (M71(pWcbD) strain), completely restored the
attachment and biofilm deficiencies of the mutant (Fig. 2A). These results
confirm that the wcbD locus plays an important role in surface adhesion and

biofilm development phenotypes of mutant M71.
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Analyses of cell envelop polysaccharides. (1) rkpK, but not the
wcbD gene, is required for lipopolysaccharide (LPS) synthesis. Because both
wcebD and rkpK genes are involved in strain K84 biofim formation and
showed high degree of similarity to functions involved in cell envelop
polysaccharide synthesis, we examine the LPS profiles of these mutants in
comparison to that of the wild-type strain. As shown in Fig. 9A, the wild-type
strain K84, gives a characteristic LPS banding pattern after gel-
electrophoretic separation, showing smooth (LPS I) and rough LPS (LPS II)
(lipid A plus the core saccharide but without the O-antigen). Interestingly,
the webD mutant does not generate any visible changes in this banding
pattern; while, the rkpK mutant lacked the O-antigen fraction, and was
concomitantly enriched in the rough LPS band (LPS Il) (Fig. 9A). The colonies
of the rkpK mutant were slightly less mucoid (drier) than the wild-type and

exhibited a characteristic rough colony morphology.
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Figure 9. A) Lipopolysaccharide (LPS) production of wild-type K84 and its transposon derivative
mutans. Proteinase K-treated SDS-lysed cell extracts were separated in PAGE gels and LPS was
visualized after staining as described in Material and Methods. In wild-type strain K84, smooth
LPS and rough LPS (lipid A linked to the core oligosaccharide but without the O-antigen)
migrate as distinct species. The smooth LPS (LPS I) produced by the wild-type strain K84 runs
an a series of distinct bands. The rough LPS (LPS Il) migrates faster on the gel and consists of
one prominent upper band and a very faint lower band. Initial culture densities (ODgq) Were
0.506, 0.376 and 0.432 for strains K84, wcbD and rkpK mutants, respectively. B) Bacterial crude
extracts were separated in PAGE gels and polysaccharides were visualized after Alcian blue
treatment and silver staining. Lanes: 1, Sinorhizobium meliloti strain 1021 (Non-producer of
HMW-KPS); 2, S. meliloti strain AK6311 (HMW-KPS producer); 3, A. rhizogenes strain K84; 4,
wcbD mutant; and 5, rkpK mutant.
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(2) Strain K84 does not produce the K-antigen capsular
polysaccharide (KPS) typical of rhizobia. Because of the relatedness of both
WcbD and RkpK to functions involved in the synthesis of capsular
polysaccharides, we were interested to examine whether strain K84
produces the high molecular weight K-antigen capsular polysaccharide (KPS)
as described for other rhizobia (Reuhs et al., 1993). As shown in Fig. 9B, the
total LPS extract of S. meliloti strain AK631 separated by gel electrophoresis
contains a prominent KPS fraction, which is absent in the KPS-deficient strain
1021. Importantly, A. rhizogenes strain K84 does not produce a related high
molecular weight KPS (Fig. 9B). A faint banding pattern corresponding to
low-molecular weight polysaccharides was observed in strain K84 and its

wcebD and rkpK derivative mutants.
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Discussion

We have recently shown that the biocontrol agent A. rhizogenes K84
is able to form biofilms not only on abiotic but also on plant root surfaces,
where biofilms become complex and structured, with cells adhered to
surface and to each other (Abarca-Grau et al., 2011b). Based on these
observations we hypothesized that biofilm formation is an integral part of
strain K84 host root colonization and its ability to serve as an efficient
biocontrol agent. A genetic screen for A. rhizogenes K84 mutants deficient
for adhesion and biofilm formation identified two loci encoding functions
consistent with this prediction. The first mutant is located in a wcbD
ortholog gene, which is required for attachment and biofilm formation on an
abiotic surface, but is capable of forming seemingly unaltered biofilms on
root tip surfaces. Bacterial cells counts, quimioluminiscent detection and
fluorescence microscopy evaluation of GFP-tagged wild-type and mutant
strains clearly showed similar numbers of cells within the biofilms formed by
both strains on the root surfaces, but also indicated that wcbD mutant was
supported by a tightly adherent sub-population that remained attached to
the root surface even after rigorous washing. Thus, in the wcbD we are
altering an adhesion factor of this biocontrol agent K84 required for its

interaction with the abiotic polypropilene substrate. The reason for the
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observed differences in the abiotic vs. biotic adhesion phenotypes of wcbD
mutant remains unclear, although similar differences in adhesion patterns
have been also observed in Pseudomonas putida (Espinosa-Urgel et al,
2000; Yousef-Coronado et al., 2008), P. fluorescens (Barahona et al., 2010)
and Vibrio cholerae (Mueller et al., 2007) mutants. Physicochemical
properties of the surfaces are important aspects of bacterial adhesion
(Korber et al., 1995), which could explain the observed difference in
attachment to the polypropylene, which is hydrophobic, versus the likely
hydrophilic root surface. Adhesion to these different substrates may require
specific adhesion factors. Thus, we infer that the adhesion factor encoded by
the webD locus is specific for adhesion to hydrophobic surfaces, with little or
no role in adhesion to the root surface. Alternatively, the root surface could
be coated with organic material released by root exudates, providing a
nutrient source which might influence bacterial adhesion to the roots

(Korber et al., 1995; Watnick et al., 1999).

Cell envelope polysaccharides, including capsular polysaccharides
(CPS), are often involved in attachment to inert surfaces and plant tissues
(Beveridge and Graham, 1991; Danhorn and Fuqua, 2007). Changes in the
CPS content might be related to different hydrophobicity characteristics that

could play a key role in surface adhesion selectivity as suggested by De
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Castro et al. (2001). The wchD gene is part of a predicted CPS locus in strain
K84. It therefore likely that the wcbD mutant has an altered CPS component
at the cell surface. The fact that in trans expression of wcbD restored normal
adhesion and biofilm formation on the abiotic surface, strongly suggest that
this locus of strain K84 encodes an adhesion factor that is important for
attachment to the abiotic substrate, but has minimal, if any, role in adhesion
to the natural plant surface. A typical bacterial capsule surrounding the cells
was absent in strain K84 growing in liquid culture as confirmed by negative
staining and transmission electronic microscopy. There is the possibility that
the predicted K84 capsule would be a very loosely layer attached to the
external membrane or constitute a microcapsule that is not readily
discerned as described in other bacteria ( Beveridge and Graham, 1991;
Patrick et al., 2009). Agrobacterium rhizogenes is closely related to R.
leguminosarum and R. etli, and less so to other Agrobacterium species
(Slater et al., 2009). This entire wcbhD locus from A. rhizogenes strain K84 is
virtually missing in A. tumefaciens C58 and A. vitis S4 genomes. Moreover,
each gene present in this wcbD locus in strain K84 has very low similarity
with genes from the Rhizobiacea familiy, suggesting that this predicted CPS
locus belongs to a larger DNA region that could be a genomic island in the

K84 genome.
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The second biofilm mutant we identified has an insertion in the rkpk
gene, and resulted in the formation of denser biofilms on both the abiotic as
well as on the root tip surfaces. This gene encodes for an UDP-glucose
dehydrogenase, which is predicted to catalyze to conversion of UDP-glucose
to UDP-glucuronic acid (Kereszt et al., 1998). The contiguous IpsL gene in this
rkp-2 operon, is predicted to encode for an UDP-glucuronic acid epimerase,
that will convert UDP-glucuronic acid to UDP-galacturonic acid (Kereszt et
al., 1998). Both UDP-saccharides are likely monomeric substrates for LPS (O-
antigen) or KPS (K-antigen) biosynthesis, for that reason a rkpK mutant of S.
meliloti was impaired in normal LPS and KPS production (Kereszt et al., 1998;
Campbell et al., 2003;). The rkpK mutation in A. rhizogenes strain K84 blocks
the O-antigen biosynthesis, indicated by the enriched amounts of rough LPS
(LPS I1). Moreover, in this study we show that A. rhizogenes strain K84 does
not produce the high-molecular weight K-antigen capsular polysaccharide
(KPS). In S. meliloti, three genomic regions, named rkp-1 (rkpA-F, rkpG, rkpH,
rkpl)), rkp-2 (rkpK-LpsL) and rkp-3 (rkpL-Q, rkpR-T) are required for KPS
biosynthesis (Kerestz et al., 1998, Putnoky et al., 1990, Miller et al., 2009).
The fact that A. rhizogenes K84 genome lacks the rkp-1 and rkp-3 loci isin
agreement with our analytical data showing that the strain K84 does not

produce the characteristic KPS fraction observed in rhizobia.
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Interestingly, the rkpK mutant strain grew preferentially in a sessile
stage (aggregates or biofilms), rather than in suspension (planktonic), when
grown in liquid culture under static and shaking conditions. This culture
behaviour suggested that the lack of the O-antigen in the LPS from rkpK
mutant enhances the adherence between cells, allowing higher bacterial
numbers within the biofilms formed either on the abiotic or the root tip
surfaces. One hypothesis to explore would be the fact that rkpK mutant lacks
the O-antigen linked to the core and, subsequently, the core
oligosaccharides would be exposed (Kannenberg et al., 1998). Some of these
core saccharides, such as N-acetyl-glucosamine, can act as potent
intercellular and surface adhesins (Jefferson, 2009; Tomlinson and Fuqua,
2010). Although we can not infer the exact role of the O-antigen LPS in the
formation of biofilms by strain K84 based on this rkpK mutant phenotype, it
is likely that it could be necessary for an efficient root colonization by this
biocontrol agent (Lerouge and Vanderleyden, 2001). In fact, the lack of the
O-antigen LPS in the rkpK mutant could compromise its fitness, since others
O-antigen mutants of several rhizobia species show decreased
competiveness when compared with their wild-types (Noel et al., 2000;

D’Antuono et al., 2005).
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Clearly biofilm formation is a highly complex system and involves a
number of development-specific functions. The data presented here are a
first step in dissecting the biofilm formation process in this important
biocontrol agent, where the wcbD gene is required for attachment to
polypropylene (cell-surface interactions), likely through the synthesis of a yet
uncharacterized capsular polysaccharide (CPS), which is distinct from the K-
antigen KPS produced by other rhizobial strains. In K84 genome, only a
subset of the rkp genes (specifically the rkpK-2 locus) are present. One of
these genes, rkpK, is required for the synthesis of the O-antigen in the LPS
from strain K84 and to form normal biofilms by this crown gall biocontrol

agent.

140



The biocontrol agent Agrobacterium
rhizogenes K84 requires cyclic 3-1,2 glucan
regulated by a two-component system for
proper motility and biofilm formation

Plant Pathology (en preparacion)



Abstract

The crown gall biocontrol agent, Agrobacterium rhizogenes strain K84, is
an efficient colonizer of roots, where it forms complex biofilms. Since
motility is a very important factor in the colonization of surfaces and in
biofilm formation, two derivative mutants of strain K84 defective in surface
motility, one disrupted in ndvB gene, coding for the cyclic B-1,2 glucan
synthetase, and other in feuP gene, coding for a response protein of the
two-component system FeuP-FeuQ, were evaluated for swimming motility
and biofilm formation. Both mutants exhibited reduced swimming halos,
but the wild phenotype was restored by adding salt to the medium, which
indicates that the defect is due to osmotic stress. Although the two mutants
were able to attach and form biofilms on polypropylene surfaces, they did it
at a lower extent than the wild-type strain. In conclusion, cyclic -1,2
glucans seem not to be crucial but required for normal bacterial motility,
hypoosmotic stress resistance and biofilm formation in biocontrol agent A.

rhizogenes K84, through regulation by a two-component system.

142



Introduction

Agrobacterium rhizogenes strain K84, a biocontrol agent for crown gall
disease (reviewed by Penyalver et al., 2000), attaches to and colonizes roots
very efficiently (Shim et al., 1987; Macrae et al., 1988; Vicedo et al., 1993;
Pefialver et al., 1996; Penyalver & Ldépez, 1999). Moreover, we have
recently shown that K84 is able to form biofilms both on abiotic and plant
root surfaces. In plant, these biofilms become multilayered and complex
structures, with cells adhered to each other and to roots (Abarca-Grau et

al., 2011a).

A critical early step in infection process in Rhizobiaceae is the
attachment to plant, which involves several adhesins and polysaccharides
(Ausmees et al., 2001; Laus et al., 2006; Russo et al., 2006). In fact, we have
recently identified an adhesion factor related to a capsular polysaccharide
locus in strain K84 (Abarca-Grau et al., 2011b). After initial attachment to a
surface, bacteria can assemble into biofilms. Motility, trough several modes
of translocation, influences the colonization and biofilm formation on
surfaces since it allows an optimal positioning of bacteria in microniches
(Berg, 2003). Agrobacterium spp. drive swimming motility through a small
group of polar or subpolar flagella, being nonmotile mutants of A.
tumefaciens deficient in biofilm formation under static conditions (Merrit et
al., 2007). A. rhizogenes strains do not swarm (Sile et al., 2009a), but they
can drive swimming and surface motilities in semi-solid media. Cells within
biofilms are often enmeshed within a matrix largely composed of
exopolysaccharides (Branda et al., 2005). Motility and matrix production

are involved in the formation of mature biofilms (Tomlinson et al., 2010).
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Periplasmic cyclic glucan polysaccharides are required in several
bacterial species, such as A. tumefaciens, Brucella abortus and
Xanthomonas campestris, for interactions with their respective hosts
(Breedveld and Miller, 1994; Arellano-Reynoso et al., 2005; Rigano et al.,
2007). Cyclic glucans are major cell envelope components in Rhizobiaceae
(Breedveld and Miller, 1998) and, specifically, cyclic B-1,2-glucans seem to
have an important function as periplasmic solutes for hypoosmotic
adaptation (Breedveld and Miller, 1998). Agrobacterium spp. and
Sinorhizobium spp. strains exhibit cyclic glucan levels that are inversely
proportional to the osmolarity of their growth medium, with cyclic glucan
synthesis enhanced at low osmotic strengths (Dylan et al., 1990). Gene
ndvB encodes an integral membrane glycosyltransferase that synthesizes
cyclic glucans in the cytoplasm (Castro et al., 1996; Ciocchini et al., 2007),
which are transported to the periplasmic compartment by a cyclic glucan
exporter of the ATP-binding cassette transporter family, encoded by ndvA
gene (Stanfield et al., 1988). Sensing of environmental information in
bacteria is often mediated by two-component phosphotransfer systems.
They typically consist of a membrane-bound sensor kinase that
communicates environmental cues to an intracellular response regulator
via phosphorylation (West and Stock, 2001). In Sinorhizobium meliloti the
two component system FeuP-FeuQ regulates transcription of ndvA,
responding to extracellular osmotic conditions, with low osmolarity

stimulating ndvA expression (Griffits et al., 2008).

Although it is very likely that polysaccharides may also operate in host
colonization, biofilm and biocontrol (Bais et al., 2004) in K84 strain, there is
no information about their exact role in all these important processes. In

this study, we have investigated the involvement of a cyclic B-1-2-glucan
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synthetase and a response protein of FeuP-FeuQ system enconding genes
in bacterial motility and biofilm formation in the biocontrol agent A.

rhizogenes K84.
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Materials and methods

Bacterial strains

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. LB
medium (Sambrook et al., 1989) was used for growing Escherichia coli.
Agrobacterium rhizogenes strain K84 was routinely grown on rich MG/L
(Cangelosi et al.,, 1992) or minimal AT (Tempe et al., 1977) with 0.2%
mannitol as a carbon source (ATM) media, both supplemented with biotin
(2 pg/ml). Antibiotics were added to media at the following concentrations
(ug/ml): for Agrobacterium, tetracycline (Tc), 10; gentamicin (Gm), 15; for E.

coli, Tc, 20; Gm, 10; and Ampicilin, 50.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strain or plasmid Relevant genotype, Reference
phenotype or characteristics® | or source

Strains

A.rhizogenes

K84 Non-pathogenic strain; crown | Kerr
gall biocontrol agent (1972)
M90 Mar2xT7-induced mutant of This study

K84; ndvB (Arad4726);
motility and biofilm defective;
Gm'

M123 Mar2xT7-induced mutant of This study
K84; feuP (Arad1490); motility
and biofilm defective; Gm'

E. coli

S17-1 (Apir) Pro  Res Mod" recA; Simon et
integrated RP4-Tet::Mu’ al. (1983)
Kan::Tn7, Mob®, pir*, Sm’

Plasmids

pMar2xT7 Suicide vector for delivery of Liberati et

the mariner family transposon | al. (2006)
MAR2xT7, Amp’, Gm'

? Abbreviations are: Mob®, mobilizes transfer to other plasmids; Ap', resistance to ampicilin;
Gm', resistance to gentamicin. Sm’, resistance to streptomycin.
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Transposon mutagenesis and MAR2xT7 insertion-site identification

The MAR2xT7 transposon-induced mutagenesis library was generated in
A. rhizogenes strain K84, and the insertion-site identification of selected
mutants was performed according to Abarca-Grau et al. (2011b) and

Liberati et al. (2006).

Surface motility assay

The diameter of the growth colonies of the wild-type strain K84 onto
solid (2%) and semi-solid (0,5%) agar plates of MG/L and GG/L (modified
MG/L where the carbon source is 0.4% glycerol instead of mannitol) media

was compared.

Mutant screen

Transposon-induced mutants of strain K84 were screened in two steps.
In the first screen, sets of 12 mutants were patched on semisolid GG/L
medium in 15 cm diameter Petri dishes. Diameters of colonies were
monitored at 4-6 days. Each potential mutant compromised in surface
motility in this first screen was then screened again individually to quantify

the defect.
Growth assays

Growth rates in rich (MG/L and GG/L) and minimal (ATM) liquid media at
262C were evaluated for wild-type and mutant strains, using the Bioscreen
C system (Labsystems, Finland), with temporary shaking at intervals of 1

hour. The ODgy Was periodically recorded over 120 hours.
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Swimming motility assays and sensitivity to osmotic stress

Swimming was evaluated in quasi-liquid (0.25% agar) 1/20 diluted MG/L.
A volume of 4 pl of a 10° cfu/ml bacterial suspension was inoculated inside
the medium. Plates were incubated face up at 262C, and motility was
assessed by measuring the diameter of the colonies at 4-6 days inside the

medium.

The effect of osmolarity was evaluated in the quasi-liquid 1/20 diluted
MG/L supplemented with 100 mM NaCl (Griffits et al., 2008). Plates were

inoculated, incubated and evaluated as described above.

Calcofluor assays

The production of B-linked polysaccharides was assessed by streaking
cultures of 48-72h of the different strains on MG/L supplemented with
0.02% Fluorescent Brightener 28 (Calcofluor) (Sigma-Aldrich, MO, USA).
After incubation at 262C for 72h, plates were observed under UV

irradiation.

Quantification of extracellular polysaccharide (EPS) production

This assay was performed according to Crespo-Rivas et al. (2009). Briefly,
strains were grown in 50 ml of GG/L in an orbital shaker (180 rpm) for 72h.
Then, bacterial cultures were adjusted to an ODgq of 10’ CFU/ml, and

incubated again for another 72h. Afterwards, ODgyo Was monitored again
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and culturable counts on MG/L were performed. After centrifugation at
10,000 x g for 15 min, supernatants were mixed with three volumes of
acetone and EPS were recovered with a glass rod, dried at 602C for 3h, and

weighed.

Biofilm formation

Biofilm formation was evaluated in ATM liquid medium in polypropylene
96-well microtitre plates. The amount of surface-attached cells was
determined by the standard crystal violet assay after static incubation for

48h at 262C (O’'Toole & Kolter, 1998a; Abarca-Grau et al., 2011b).

Statistical analysis

Analysis of variance of data collected from the surface motility,
swimming, osmotic stress and biofilm experiments was performed with the

InfoStat software.
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Results

Surface motility

Strain K84 grew at the same rate on MG/L and GG/L liquid media (data
not shown), and the diameter of the growth colonies onto both solid agar
media was also similar. However, the growth colonies of strain K84 were
significantly larger on GG/L than MG/L when semi-solid media were

inoculated (Table 1), reflecting somehow a type of surface motilty.

Table 1. Diameter (mm) of the growth colonies of strain K84 on solid and semi-solid media.

MG/L GG/L
Solid 10+£0,1 10+0,2
Semi-solid 15,5+0,5 24+0,4

Selection of mutants

A genetic screen for K84 mutants deficient in surface motility identified
mutants M90 and M123, which grew normally in GG/L liquid medium (data
not shown), but were partially defective in surface motility, showing a
reduction of approximately 40 and 50%, respectively, in colony diameter

respect to the wild-type strain (Fig. 1).
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Figure 1. Colonies of A. rhizogenes strain K84 (A) and its derivative mutants M90 (ndvB) (B)
and M123 (feuP) (C) patched on semisolid (0.5% agar) GG/L medium.

Genetic analysis of selected mutants

Sequence analysis of the transposon-K84 DNA flanking region from
genomic DNA of the mutant M90 localized the insertion site within the
coding sequence of the 8,511 bp Arad4726 gene, which has been
designated as ndvB. This gene is located on chromosome 1 of strain K84,
and the transposon is inserted between nucleotides 6,938 and 6,939. The
translated product of ndvB gene shows the highest similarity with a
transmembrane B-1,2 glucan biosynthesis protein from Rhizobium
leguminosarum bv. viciae 3841 [75% Identities (I) and 86% Similarity (S)],
the glycosyltransferase 36 from R. leguminosarum bv. trifolii WSM1325
[75% | and 86% S] and a beta-1,2-glucan production associated
transmembrane protein from R. etli CIAT 652 [75% |, 86% S]. Gene ndvB is
predicted to encode the cyclic B-1,2 glucan synthetase (Breedveld & Miller,
1998).

The insertion site in mutant M123, after sequence analysis of the
transposon-K84 DNA flanking region from genomic DNA, was disrupting the

Arad1490 gene of strain K84, which has been designed as feuP. This gene is
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672 bp long and is located on chromosome 1 of strain K84, and the
transposon is inserted between nucleot