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RESUMEN 

El plásmido simbiótico de Rhizobium etli (p42d), cepa CE3, pertenece a la familia de 

replicadores RepABC. Los miembros de esta familia estan ampliamente dispersos entre 

las Rhizobiaceas, y contienen tres genes (repA, repB , repC), además de una secuencia 

intergénica entre repB y repC que está muy conservada. Existen muy pocos estudios sobre 

las funciones de los genes rep, sobre su organización genética y sobre la identificación de 

los determinantes de incompatibilidad. Por otra parte, no se conoce nada sobre sus 

características transcripcionales. 

Con la finalidad de establecer las bases moleculares de la incompatibilidad, de la 

replicación, de la partición y de la regulación de la replicación del plásmido p42d, en este 

trabajo se identificaron los elementos necesarios para la replicación, para la partición, y su 

relación con las propiedades de incompatibilidad. Adicionalmente, se estudiaron sus 

propiedades transcripcionales y su relación con la regulación de la replicación. 

Los resultados obtenidos mostraron que: 

a) RepC es esencial para la replicación. b) RepA y RepB participan en la estabilidad del 

plásmido. c) RepA y RepB participan en la regulación del número de copias. d) RepA es 

un factor de incompatibilidad de acción en transo e) El plásmido contiene 2 sitios de 

incompatibilidad de acción en cis, uno localizado entre repB y repC (inca) y el segundo 

curso abajo de repC (ine{3, esencial para la replicación). f) Los genes repABC están 

organizados en un operón. g) La región promotora/operadora está contenida en un 

segmento de 127 pb curso arriba de repA. h) RepA es un regulador negativo de la 

transcripción del operón. i) El operador es una secuencia inversa repetida localizada entre 

el inicio de la transcripción y el codón de inicio de repA. j) El inicio de la transcripción se 

encuentra a 57 pb del codón de inicio de repA. k) Curso arriba de este sitio se encuentra 

una secuencia similar a la secuencia consenso para promotores de la familia sigma 70. 1) 

El promotor del operón no es funcional en Eseheriehia eolio m) Es indispensable para la 

transcripción una pequeña región de 22 pb localizada curso arriba de la probable caja -35. 

Un alineamiento de dicha secuencia muestra un porcentaje de identidad del 63 % entre 

los replicadores RepABC de Rhizobium etli y de Agrobaeterium. 

1 
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ABSTRACT 

The Rhizobium etli symbiotic plasmid (p42d), from strain CE3, is a member of the 

RepABC family. This plasmids family is widely distributed among the Rhizobiaceae, and 

contain three conserved genes (repA, repB and repC), and also a conserved intergenic 

sequence between the repB and repC genes. The rep genes functions, their gene tic 

organization, and incompatibility determinants have been poorIy studied and nothing is 

known about their transcriptional characteristics. 

To elucida te the molecular basis of incompatibility, replication, partition and the 

regulation of the replication of the p42d plasmid, the replication and partition elements 

and their relation to the incompatibility properties were identified. Additionally, the 

transcriptional characteristics were studied. 

The results showed that: 

a) RepC is essential for replication. b) RepA and RepB participate in the stability of the 

plasmid. e) RepA and RepB participate in the regulation of plasmid copy number. d) 

RepA is a trans incompatibility factor. e) The plasmid contains two incompatibility 

regions, one located between repB and repC (inca), and the other, downstream of repC 

(incf3) essential for replication. f) The repABC genes are organized in an operon. g) The 

promoter/operator region is contained in 127 bp upstream from repA. h) RepA is a 

negative transcriptional regulator of the operon express ion. i) The operator region is an 

inverted repeat sequence located between the transcription start site and the initiation 

codon of repA. j) The transcription start site of the repABC operon was found 57 bp 

upstream of the initiation codon of repA. k) Upstream from this site, a similar sequence 

to the -35 and -10 boxes of the Escherichia coli sigma 70 promoter consensus was 

recognized. 1) The promoter of repABC operon is not functional in Escherichia coli and 

m) A conserved fragment of 22 pb located upstream the -35 box of the promoters of the 

Rhizobium etU and Agrobacterium replicators is essential for their transcription. 

2 
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INTRODUCCION 

Definición e importancia biológica de los plásmidos. 

La información genética contenida en las bacterias puede estar codificada en dos tipos 

de moléculas de DNA, llamadas cromosoma y plásmidos. 

Los plásmidos son moléculas de replicación autónoma y autoregulada, cuyo tamaño 

puede variar desde 1.5 kb hasta 2 400 kb (Carcía-de los Santos el al. 1996; Burian el al. 

1999). Además de la variedad en tamaños, pueden ser circulares o lineales, tener un 

número de copias que varía desde 1 hasta 500 e incluso coexistir con 11 plásmidos 

diferentes en una misma bacteria (Ka do 1998). En conjunto, estas características 

determinan que, en algunas bacterias, los plásmidos pueden representar más del 25 % del 

material genético (Holmes el al. 1995). 

En adición a las propiedades mencionadas, los plásmidos contribuyen de manera 

importante al proceso de diversificación bacteriana mediante eventos de recombinación y 

transferencia horizontal. En particular, éste último mecanismo se refiere a la 

movilización de material genético entre organismos de la misma especie o entre 

diferentes especies. El principal mecanismo de transferencia horizontal es la conjugación, 

y se ha observado que muchos plásmidos no sólo codifican los elementos necesarios para 

auto transferirse, sino que también pueden co-transferir a otros plásmidos o al 

cromosoma, propiedad que los señala corno importantes factores de la evolución 

bacteriana (Amábile-Cuevas el al. 1992). 

Todos los replicones pueden mantenerse en la célula gracias a que poseen regiones 

encargadas de codificar las funciones necesarias para replicar y segregar. En el caso de los 

plásmidos, dichas funciones suelen estar codificadas en "Módulos" estructuralmente 

independientes pero que se encuentran funcionalmente relacionados. Ambos módulos, 

en muchos casos, están contenidos en segmentos de 2 a 5 kb de largo que son llamados 

replicones básicos (Summers 1996). La mayoría de los plásmidos presentan únicamente 

un replicón básico; sin embargo, se han descrito plásmidos que tienen dos o más 

rep licones básicos (Bartosik et al. 1997). 

En condiciones naturales, las funciones de replicación y segregación están 

estrictamente controladas mediante diversos mecanismos, y ambas funciones están 

relacionadas con las propiedades de incompatibilidad que exhiben los plásmidos. Una 

breve descripción de los elementos que participan en la replicación y en la partición de 

estas moléculas, así corno las estrategias para su control y la forma corno determinan las 

propiedades de incompatibilidad, se presenta a continuación. 

3 
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REPLICACION 

Generalidades. 

La replicación es el proceso que permite sintetizar, a partir de una molécula de 

DNA, dos moléculas con la misma cantidad y calidad de información que la parental. 

Cuando se observa una molécula de DNA que se está replicando, pueden distinguirse dos 

regiones; aquella formada por una doble cadena, que corresponde al DNA que no ha sido 

replicado; y aquella en la que se encuentra una" horquilla de replicación ", y que 

corresponde al DNA que se está replicando. La distinción de estas regiones es importante, 

pues permite establecer un criterio para clasificar a los plásmidos en función de la 

dirección en la que son replicados. Así, un plásmido se replica unidireccionalmente 

cuando una horquilla se mueve a lo largo del DNA, mientras que un plásmido se replica 

bidireccionalmente cuando dos horquillas, que parten del mismo punto, se mueven en 

sentidos opuestos a través del DNA. En las horquillas se encuentra ensamblada la 

maquinaria enzimática necesaria para la replicación. 

El mecanismo seguido por las proteínas de replicación básicamente es el mismo para 

cromosomas y plásmidos, y puede dividirse en tres etapas; inicio, elongación y término 

de la replicación. En el inicio, un conjunto de proteínas de inicio de la replicación 

interaccionan con el DNA en una región específica llamada origen de replicación (ori, ver 

más adelante). Tras la unión de las proteínas iniciadoras al DNA, éstas catalizan la 

apertura de la doble cadena y promueven la incorporación de las proteínas del 

primosoma y de DnaB en la horquilla re cien formada. El primosoma es una estructura 

protéica que ayuda a desnaturalizar al DNA y facilita la función de DnaB (una helicasa) y 

DnaG (una primasa). Por su parte, DnaB desplaza a las proteínas de inicio y a su vez 

recluta a la proteína DnaG para que comience con la síntesis del prímero de RNA 

necesario para la fase de elongación de la nueva cadena de DNA. A continuación, el 

complejo multiprotéico de la DNA polimerasa (DNApol) se incorpora a la horquilla de 

replicación para dar lugar a la formación del replisoma. El deslizamiento del replisoma a 

lo largo del DNA corresponde a la etapa de elongación, en la cual también participan 

proteínas de unión a DNA de cadena sencilla (proteínas SSB), que ayudan a evitar la 

renaturalización y el daño a la molécula de DNA. Finalmente, el término de la 

replicación involucra el desmantelamiento del replisoma y la separación de las moléculas 

obtenidas (Baker y Wickner 1992). Un breve listado de las proteínas involucradas en la 

replicación, así como su función, se presenta en la Tabla 1. 

4 
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Gen 

dnaA 
dnaB 
dnaC 
dnaG 
himA, hip 
fis 
hupA,hupB 
dnaE 

dnaQ 

halE 

dnaX 

dnaX 

halA 

halB 
halC 
halO 

dnaN 
palA 
lig 
gyrA, gyrB 
parC, parE 
tus 
priA 
priB, priC 

Proteína Función 

DnaA 
DnaB 
DnaC 
Primasa 
IHF 
FTS 
HU 
a 
E 

e 

y 

8 

Proteína de inicio de la replicación del cromosoma. 
Helicasa y activador de la primasa. 
Ayuda a introducir a DnaB en el complejo de inicio. 
Síntetiza al prímero de RNA. 
Heterodímero, dobla al DNA en el ariC a través de una unión específica. 
Dobla al ONA en el ariC a través de una unión específica. 
Heterodímero, dobla al DNA en el ariC mediante una unión inespecífica. 
Proteína central de la holoenzima ONApolIII. 
Exonucleasa con actividad 3' a 5'. Forma parte de la ONApolIIl. 
Función desconocida. Forma parte de la ONApolIIl. 
Centro de dimerización de la ONApolIIL 

8' 1--- Forman parte del complejo de inicio de polimerización. 
x 
'l' 

~ 
PolI 
Ligasa 
Girasa 
Topo IV 
TBP 
PriA 
PriE, Prie 

Factor de procesividad. 
Renovación del prímero y rellenado de espacios vacíos. 
Une fragmentos de DNA. 
Heterotetrámero, decatenación de dímeros de DNA. 
Heterodímero, decatenación de dímeros de DNA. 
Proteína de término de la replicación. 
Forma parte del primosoma. Helicasa con actividad 3' a 5'. 
Forman parte del primosoma. 

Tabla 1. Genes y Proteínas relacionados con la replicación del cromosoma de Escherichia 
coli (Tomada de Baker y Wickner 1992 con modificaciones). 

A pesar de que el mecanismo enzimático de replicación es universal, los plásmidos 

contienen información que genera diferencias, principalmente durante la etapa de inicio 

de la replicación. De acuerdo a la naturaleza de las interacciones entre el ori y las proteínas 

de inicio, pueden distinguirse tres mecanismos de replicación de plásmidos, que son 

nombrados como: i) tipo theta, ii) por desplazamiento de cadena, y iii) círculo rodante. 

La replicación tipo theta ocurre en plásmidos circulares, en los que se forma una 

burbuja cuando la molécula se está duplicando, por lo que cuando se observan al 

microscopio, asemejan a una letra griega theta (e). Dicha burbuja puede estar formada por 

una o dos horquillas de replicación y por lo tanto, la replicación puede ser unidireccional 

o bidireccional. 

En cuanto al mecanismo de desplazamiento de cadena (también llamado "loop 

D "), la maquinaria de replicación desdobla la doble hélice y usa, inicialmente, una de las 
5 
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cadenas parentales como templado. En esta condición, el movimiento del replisoma a 

través de la doble hélice provoca que se desplace la cadena que aún no se replica, misma 

que permanece como cadena sencilla hasta que queda descubierta una segunda señal que 

promueve su replicación. 

Finalmente, el mecanismo de replicación por círculo rodante comienza cuando la 

proteína de inicio de la replicación hace un corte en una de las cadenas, para así generar 

un extremo 3' que es usado como prímero para comenzar con la síntesis de la cadena que 

no sufrió el corte. Una vez concluida la replicación de la cadena intacta, la cadena que 

sufrió el corte es replica y reparada. 

Como puede notarse, la replicación de los plásmidos tiene múltiples peculiaridades 

sin embargo, es claro que depende estrictamente de la maquinaria de replicación del 

huésped, lo que implica que los plásmidos deben de establecer una adecuada 

comunicación con los elementos de replicación de la bacteria para asegurar su existencia 

sin afectar la viabilidad celular. 

Elementos esenciales para la replicación de los plásmidos. 

Además de las proteínas proporcionadas por la célula (Tabla 1), los plásmidos 

codifican la información requerida para la replicación y su control en una región del 

replicón llamada" Módulo de Replicación". Este locus es de vital importancia pués 

determina el número de copias y el mecanismo de replicación, propiedades que son 

características de cada plásmido. 

La anatomía del módulo de replicación es esencialmente la misma en cualquier 

replicón; en él se encuentra un origen de replicación, una o más proteínas relacionadas 

con el inicio de la replicación (en la mayoría de los casos), y elementos de regulación del 

inicio de la replicación. 

Origen de replicación (ari). 

Estrictamente hablando, corresponde al punto en que comienza la síntesis del DNA, 

no obstante, también podemos definirlo como el locus en donde las proteínas de inicio 

reclutan a la maquinaria de replicación. 

Se sabe que para el caso de plásmidos bacterianos, pueden coexistir varios origenes de 

replicación en una misma molécula (Banerjee et al. 1992; Kim et al. 1994). Estos origenes 

pueden estar contenidos en un solo replicón básico o puden estar en replicones básicos 

diferentes. 

6 
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En la gran mayoría de los casos, un on es una reglOn en la que se encuentran 

secuencias de unión para proteínas de replicación, que pueden ser de dos tipos: los 

reconocidos por las proteínas de inicio de la replicación, y los que son reconocidos por 

proteínas accesorias (Fuller et al. 1984, Helinski et al. 1996). Los sitios de unión para 

proteínas de inicio son indispensables, y en la mayoría de los casos corresponden a 

secuencias directas repetidas llamadas iterones. Los iterones tienen un tamaño que varía 

de 12 a 22 pb Y suelen estar separados por 11 pb. Estas secuencias están relacionadas con 

dos procesos: el inicio de la replicación y la regulación de la replicación, y por lo tanto, 

pueden encontrarse en el origen de replicación o en una región reguladora (ver más 

adelante) (Chattoraj et al. 1997). Además de los iterones, también se han encontrado 

secuencias palindrómicas que funcionan como sitios de unión para proteínas de inicio (i. 

e. plásmidos R1, pALSOOO) (Giraldo y Díaz 1992; Stolt y Stoker 1996). 

En adición a los sitios de unión para las proteínas de inicio, muchos origenes de 

replicación suelen tener una región rica en AT, sitios de metilación, y una o más 

secuencias de unión para las proteínas DnaA, IHF, HU Y PIS. Estas proteínas están 

codificadas en el cromosoma bacteriano y funcionan como elementos accesorios para la 

replicación de los plásmidos (Tabla 1) (Hans en et al. 1986; Ogura et al. 1990). 

Concretamente hablando, DnaA, la proteína de inicio de la replicación del cromosoma 

bacteriano, participa en la replicación de algunos plásmidos ayudando a desnaturalizar la 

doble cadena de DNA. Para ello, un monómero de la proteína se une a una secuencia de 9 

pb conocida como caja DnaA y en esta condición, la proteína DnaA interacciona con las 

proteínas de inicio de la replicación del plásmido para catalizar la apertura de la cadena. 

Con respecto a las proteínas IHF, HU Y FIS, colectivamente hablando se les conoce como 

proteínas similares a histonas, debido a la propiedad que tienen de unirse 

cooperativamente al DNA para inducir su doblado. Las tres proteínas funcionan como 

dímeros, y tras su unión a diferentes tipos de secuencias, inducen un dobléz en el DNA 

que ayuda a desnaturalizar la doble cadena (Travers 1997). 

Proteínas de inicio de la replicación. 

La enorme mayoría de los plásmidos codifican una proteína que cataliza el inicio de 

la replicación, aunque cabe aclarar que los plásmidos tip·o ColE1 no requieren proteína de 

inicio (Helinski et al. 1996). 

Para el caso de plásmidos con replicación theta, las proteínas mejor estudiadas 

forman parte de una familia llamada Rep, entre las que figuran las proteínas de los 

plásmidos F, pSC101 y R6K (del Solar et al. 1998). 

7 
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Todas las proteínas de la familia Rep tienen una enorme tendencia a formar 

dímeros en solución, interacción que se establece a través de un un motivo" cierre de 

leucina ". Adicionalmente, tales proteínas se unen a iterones a través de un motivo HTH 

(Giraldo et al. 1998). Bajo la forma homodimérica, las proteínas de la familia Rep 

funcionan como represores de su transcripción, uniendose a los iterones localizados sobre 

la región promotora del gen que las codifica. Contrastando con la función de los dímeros 

de Rep, la forma monomérica es responsable de catalizar el inicio de la replicación 

mediante su unión a los iterones que se encuentran en el origen de replicación 

(Matsunaga et al. 1997; Komori et al. 1999). Cabe aclarar que proteínas que recocen iterones 

también pueden controlar el inicio de la replicación a través del mecanismo de 

desplazamiento de cadena. El caso mejor estudiado corresponde a la proteína RepC del 

plásmido RSF1010 cuyas propiedades son similares a las mencionadas anteriormente 

(Sakai et al. 1996). 

Por su parte, las proteínas de plásmidos que se replican por el mecanismo de círculo 

rodante, se caracterizan por formar dímeros o multímeros que tienen la doble función de 

romper un enlace fosfodiester de una de las cadenas del DNA, y reparar el daño al 

terminar el ciclo de replicación del plásmido (Espinosa et al. 1995; Zhaoe et al. 1998). A 

diferencia de las proteínas Rep antes mencionadas, estas proteínas no presentan un 

motivo de unión a DNA tipo HTH, aunque mantienen la capacidad de formar dímeros a 

través del cierre de leucina (del Solar et al. 1998). 

Mecanismos de inicio de la replicación. 

Para el caso de plásmidos con replicación tipo theta, la forma dimérica de las 

proteínas Rep es activada para la replicación mediante la conversión a monómeros, 

reacción catalizada por las chaperoninas DnaK, DnaJ, GrpE y ClpX (Kawasaki et al. 1990; 

Sozhamannan et al. 1993; Konieczny et al. 1997). En su forma monomérica, las proteínas 

Rep se une a los iterones del origen, y en colaboración con las proteínas IHF y HU, 

promueven el desdoblamiento local de la cadena en una región rica en AT (Marczynski et 

al. 1993; Brendler et al. 1997). Simultáneamente, la proteína de inicio recluta a la helicasa 

DnaB y a la primasa DnaG en la horquilla recién formada, para posteriormente 

abandonar el complejo y permitir la síntesis del RNA prímero indispensable para 

continuar con la fase de elongación de la nueva molécula de DNA. 

En cuanto a plásmidos con replicación por círculo rodante, los dímeros de la 

proteína de inicio se unen a secuencias repetidas en el origen e introducen un corte en 

una de las cadenas del DNA. Tras la ruptura del enlace fosfodiester, en la mayoría de los 
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casos la proteína de inicio permanece unida al extremo 5' del DNA, generando un 

extremo 3' libre que se utiliza para la síntesis de la cadena líder. Al concluir esta etapa se 

libera un intermediario de cadena sencilla en donde la RNA polimerasa sintetiza un 

prímero que sirve de sustrato para la síntesis de la cadena complementaria (Espinosa el al. 

1995). 

Aunque teóricamente en cada etapa de la replicación es posible establecer un 

mecanismo de control, hasta el momento sólo se han encontrado sistemas de regulación 

de la replicación de plásmidos asociados a la etapa de inicio, los cuales son directamente 

responsables de establecer el número de copias. Los modelos propuestos para tal función 

se presentan a continuación. 

Regulación del inicio de la replicación. 

Independientemente del sistema de replicación que se siga, la regulación del inicio 

de la replicación de los plásmidos puede explicarse por alguno de dos modelos: 

- Modelo 1. Requiere de una molécula que funciona exclusivamente como un inhibidor, 

el cual es codificado de manera constitutiva por el plásmido. La vida media del inhibidor 

es pequeña y su concentración es proporcional al número de copias del plásmido. En este 

sistema, cuando la célula aumenta de tamaño la concentración del inhibidor disminuye 

por dilución, lo que promueve la replicación del plásmido y con ello el aumento del 

número de copias. A su vez, al aumentar el número de copias aumenta la concentración 

del inhibidor hasta que se alcanza un punto en que la replicación se inhibe nuevamente. 

Este modelo puede llevarse a cabo mediante una proteína inhibidora que interactua en el 

ori (regulación directa; i. e. plásrnidos pMv158, pIP501) (del Solar el al. 1998), o a través de 

un inhibidor (que nuevamente puede ser una proteína o que incluso puede ser una 

molécula de RNA), que puede actuar sobre el promotor del gen para la proteína de inicio 

de la replicación o sobre el RNAm de ésta (regulación indirecta; i. e. plásmidos R1, pT181) 

(Nordstrbm el al. 1984; Novick 1989). 

- Modelo 2. El control del inicio de la replicación se ejerce limitando la concentración de la 

proteína de inicio o impidiendo su unión al origen de replicación. Para el primer caso, la 

proteína de inicio regula negativamente su expresión uniendose a su propio promotor (i. 

e. plásmido F) (Ishiai el al. 1994; Uga el al. 1999). El segundo caso requiere de un locus de 

regulación formado por un grupo de iterones localizados en una región separada del 

origen de replicación. En este sistema, las proteínas Rep se unen inicialmente al origen; 

sin embargo, tras aumentar la concentración de monómeros, muchos de ellos se unen al 

locus de regulación. Bajo tales condiciones, las proteínas unidas a las distintas regiones 
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interactúan entre sí provocando el doblado del DNA y con ello la formación de una 

estructura que oculta al origen de replicación e impide el armado del replisoma (i.e. 

plásmido PI) (Abeles el al. 1995). 

Otros mecanismos de regulación de la replicación. 

Algunos plásmidos son objeto de regulación del inicio de la replicación a través del 

control del estado de metilación del ori (i. e. PI, pSCI0l) (Bramhill y Kornberg 1988; 

Brendler el al. 1991). La metilación contribuye a la regulación en dos niveles distintos. En 

el primer nivel, el origen de replicación hemimetilado se oculta de nuevas rondas de 

replicación a través de su interacción con la membrana celular y/o con proteínas como 

SeqA, que reconoce los sitios de metilación no modificados (Brendler el al. 1995). En el 

segundo nivel, la metilación incrementa la eficiencia de inicio de la replicación, quizás 

favoreciendo la apropiada interacción entre proteínas y DNA (Abeles el a/. 1993; 

Chattoraj y Schneider 1997). 

El control por metilación no es indispensable ni se utiliza ampliamente para regular 

la replicación de los plásmidos, sin embargo, sí es de extrema importancia en la 

regulación de la replicación del cromosoma bacteriano (Reisenauer el al. 1999). 

Como se mencionó en la sección de generalidades, tras iniciada la replicación, 

continuan las etapas de elongación y término de la replicación. En este trabajo, no se hace 

hincapié en estas etapas de la replicación pues no son el objeto principal de estudio, sin 

embargo, la información referente a tales tópicos puede consultarse en las referencias 

Baker y Wickner 1992; y Bussiere y Bastia 1999. 

Es importante señalar que la replicación de los plásmidos corresponde al primer 

proceso necesario para asegurar la propagación de los mismos en la progenie celular. Una 

vez concluida, se pone en marcha un proceso de partición que es responsable de asegurar 

la distribución de las moléculas replicadas a las células hijas. Replicación y partición 

siguen mecanismos independientes, sin embargo, es claro que se encuentran 

perfectamente acoplados. Una breve descripción de los mecanismos de partición se 

presenta a continuación. 
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PARTICION DE PLASMIDOS 

Cuando el número de copias de un plásmido es elevado (de 50 a 100), la división 

celular permite la difusión de estos plásmidos a las células hijas; sin embargo, cuando el 

número de copias es pequeño (1 a 10) es necesaria la existencia de un módulo encargado 

de codificar un sistema de partición. 

Los sistemas de partición de plásmidos pueden agruparse en dos categorías; sistemas 

adictos o de muerte post-segregacional y sistemas de partición activa. 

Sistemas adictos o de muerte post-segregacional. 

Se basa en la existencia de sustancias tóxicas y de antídotos que son codificadas por el 

plásmido. La organización genética de los sistemas adictos es siempre la misma, pues 

constituyen un operón en donde el antídoto es codificado por el primer gen. Estos 

sistemas se autoregulan a nivel de la transcripción, mediante la unión del complejo 

antídoto-veneno al promotor del operón (Ruíz-Echevarria et al. 1991). En todos los casos 

conocidos, la molécula venenosa es químicamente estable, mientras que el antídoto es 

mucho menos estable pero se sintetiza en grandes cantidades (Jensen y Gerdes 1995). 

En los sistemas adictos, cuando la bacteria pierde al plásmido, la concentración de la 

molécula que actúa como antídoto decae rápidamente, mientras que la molécula 

venenosa persiste en su citoplasma, lo que provoca daños en la bacteria que conducen a 

su muerte (Salmon et al. 1994). 

De acuerdo a la naturaleza química del antídoto, se han identificado dos tipos de 

sistemas adictos: 

1. Antídoto protéico: La molécula venenosa y el antídoto son dos pequeñas proteínas que 

antagonizan entre sí, formando un complejo muy lábil, debido a la menor vida media del 

antídoto (i. e. plásmido F) (Bernard y Couturier 1992; Johnson et al. 1996). 

2. Antídoto ribonuc1éico: En este sistema, la traducción del RNAm del veneno la impide 

un RNA antisentido que se une al extremo 3' del mensajero (i. e. plásmido R1) (Jensen y 

Gerdes 1995). 

Sistemas de Partición Activa. 

La partición activa se refiere al movimiento dirigido de los plásmidos recién 

replicados hacia las células hijas. Estos sistemas, al igual que la replicación, funcionan 

mediante la cooperación de elementos codificados en los plásmidos y en el cromosoma 

bacteriano. 
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Todos los grandes plásmidos contienen sistemas de partición activa que se 

encuentran codificados en una región llamada" Módulo de Partición ". Este módulo es de 

suma importancia para los plásmidos que lo contienen; pues se ha demostrado que su 

carencia provoca una pérdida del plásmido en un porcentaje que varía del 10 al 20 % por 

generación (Austin y Eichorn 1992). 

En casi todos los plásmidos estudiados, se ha encontrado que el módulo de partición 

activa sigue un plan básico de organización genética, y que es idéntico al encontrado en el 

cromosoma de distintas bacterias. Dicha organización incluye un operón formado por dos 

genes (A y B), Y una región no codificante que funciona como centrómero (Hiraga 1992; 

Williams y Thomas 1992). La adecuada función de los tres elementos es absolutamente 

necesaria para la partición y para la regulación de la función (Yates el al. 1999). 

La región centromérica puede localizarse curso arriba o curso abajo del operón y, en 

la mayoría los casos, contiene sitios de unión para el producto del gen B y para la proteína 

IHF (Da m y Gerdes 1984; Gallie y Kado 1987; Davis y Austin 1988; Mori el al. 1989). 

En cuanto al primer gen del operón (A), este codifica una proteína que hidroliza ATP 

siempre que está unida a DNA (Montallebi-Veshareh el al. 1990; Watanabe el al. 1992; 

Davis el al. 1996). Dicha proteína tiene una fuerte tendencia a formar dímeros en solución 

y en tal configuración, reprime la expresión del operón mediante su unión a secuencias 

inversas repetidas que traslapan al promotor, actividad estimulada por la interacción de 

la proteína A con la proteína B (Mori el al. 1986; Friedman y Austin 1988). 

En lo que respecta al gen B, éste codifica una proteína que forma dímeros en 

solución, condición en la que puede unirse a la región centromérica mediante el 

reconocimiento de secuencias repetidas, lo que produce que el DNA se doble alrededor de 

la proteína B. La unión en el centrómero de un dímero de B, y de un he tero dímero de 

IHF, produce un complejo de partición que se piensa es reconocido por un sistema celular 

capaz de dirigir a los plásmidos hacia las células hijas (Bouet el al. 2000). Adicionalmente, 

la unión de B al centrómero estimula el reclutamiento de más proteínas B alrededor del 

complejo de partición. 

Se ha propuesto que la función de partición opera mediante el siguiente mecanismo: 

La unión de la proteína A con el ATP promueve su dimerización y la adquisición de una 

conformación que le permite interactuar con el complejo de partición, a través de su 

unión con la proteína B. Adicionalmente, A interactúa con un componente celular de la 

maquinaria de partición que permite posicionar específicamente a los complejos de 

partición, y quizás, proporciona la energía necesaria para el movimiento de los plásmidos 

a las células hijas (Niki e Hiraga 1997; Erdmann el al. 1999; Jensen y Gerdes 1999). Tras la 
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hidrólisis del ATP necesaria para la partición, el dímero de la proteína A adquiere una 

nueva conformación que le permite unirse a la región operadora, unión que favorece la 

proteína B (Hiraga 1992, Davey y FunnelI 1997; Bouet y FunnelI 1999). 

La apropiada partición de los plásmidos se altera al elevar los niveles de las proteínas 

A y B. En este sentido, se ha demostrado que un exceso de la proteína A provoca la 

pérdida del plásmido por un mecanismo molecular desconocido (Ogura et al. 1990). Por 

su parte, un exceso de la proteína B provoca la inestabilidad del plásmido dependiente 

del centrómero (Kusukawa et al. 1987; FunnelI 1988). La explicación de este fenotipo se 

relaciona con la propiedad que tiene la proteína B de formar agregados sobre el DNA. Se 

piensa que el exceso de la proteína B se recluta alrededor del complejo de partición, de tal 

suerte que se promueve la formación de una estructura que rebasa los límites normales 

del complejo, y que impide la expresión de los genes de replicación aledaños al módulo de 

partición (Lynch y Wang 1995). Este fenómeno se denomina silenciamiento, y se ha 

demostrado que es responsable de impedir la expresión de los genes que rodean al 

módulo de partición del plásmido PI (Rodionov et al. 1999; Rine 1999). 

Otros sistemas relacionados con la estabilidad de plásmidos. 

Existen sistemas de resolución de dímeros y de modificación-restricción que pueden 

ayudar a los mecanismos básicos de estabilidad de los plásmidos. El primero funcionan a 

través de recombinación sitio específica mediada por una región del DNA del plásmido y 

por una recombinasa que puede ser codificada en cromosoma o en el plásmido (Gerlitz et 

al. 1990; EberI et al. 1994; Diqué-Kochem y Eichenlaub 1993; Nordstrom 1989). La 

importancia de los sistemas de resolución de dímeros ha sido puesta de manifiesto con 

plásmidos de alto número de copias, puesto que mutaciones que impiden la separación de 

las moléculas recién sintetizadas, conducen a elevados porcentajes de pérdida por 

generación (Summers et al. 1993). La resolución de dímeros favorece la estabilidad tanto 

de.-plásmidos de bajo número de copias (i. e. F, PI) como de alto número de copias (pBR, 

RP4) (Nordstrom 1989). Con respecto a los sistemas de modificación-restricción, estos 

sigue una estrategia similar a la de los sistemas veneno-antídoto, sin embargo, son pocos 

los plásmidos en los que se ha descrito (Kulakauskas et al. 1995; Naito et al. 1995). 

Finalmente, no es extraño encontrar que plásmidos con bajo número de copias 

contienen más de un sistema que asegure su estabilidad. Tal es el caso de los plásmido F y 

PI que contienen sistemas adictos, de partición activa y de resolución de dímeros que en 

conjunto producen la pérdida del plásmido menos de 1 vez por cada 106 divisiones 

celulares (Nordstrom y Austin 1989; Thiested et al. 1994; Ruíz-Chavarria et al. 1995). 
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INCOMPATIBILIDAD 

Los mecanismos responsables del control del inicio de la replicación y de la partición 

están involucrados en una propiedad muy importante que se observa entre plásmidos, y 

que se denomina incompatibilidad. La incompatibilidad se refiere a la incapacidad que 

presentan dos o más replicones de ser heredados establemente en la misma línea celular, 

en ausencia de presión selectiva. Esta propiedad es un reflejo de la existencia de 

elementos comunes, ya sea del sistema de inicio de la replicación o del sistema de 

partición y; por lo tanto, se puede considerar que los plásmidos incompatibles tienen una 

relación ancestral (Novick 1987; Austin y Nordstrom 1990). 

Básicamente existen dos tipos de secuencias que pueden funcionar como 

determinantes de incompatibilidad, la primera corresponde a genes que pueden codificar 

proteínas responsables de la replicación, de la partición, o de la regulación de ambos 

procesos. A este tipo de determinantes se les llama elementos transo El segundo tipo de 

determinante corresponde al origen de replicación, a la región centromérica, o a las 

secuencias reguladoras. Este tipo de determinantes se denomina elementos cis. Debido a 

que la incompatibilidad sólo puede observarse entre plásmidos con sistemas de 

replicación o de partición muy similares, dicha propiedad puede usarse como un criterio 

para la clasificación de plásmidos, además de que tiene importantes implicaciones en la 

dirección del flujo genético en la naturaleza (Couturier et al. 1988). 
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ANTECEDENTES 

Recientemente, en nuestro laboratorio se aisló y caracterizó el replicón básico (pH3) 

del plásmido simbiótico (pSim) de Rhízobíum etlí, cepa CFN42. Este replicón mide 5.6 kb, 

se encuentra localizado en la banda 79 del mapa de restricción en BamHI del pSim, y porta 

todas las funciones necesarias para replicar con la misma estabilidad y con el mismo 

número de copias que el pSim, además de que es incompatible con el pSim. El análisis de 

la secuencia de pH3 demuestra que pertenece a la familia de replicadores básicos tipo 

RepABC, los cuales se caracterizan por tener tres genes, llamados repA, repB y repe, y en 

donde repA precede a repB y este a su vez a repe. Entre repB y repe se encuentra una 

región no codificante de 150 pb misma que está conservada en todos los miembros de la 

familia. 

El análisis tipo BLAST de los genes de pH3 demuestra que repA y repB codifican 

proteínas que son homólogas a diferentes proteínas responsables de la partición de varios 

plásmidos y cromosomas enterobacterianos (proteínas de la familia Sop/Par), mientras 

que la proteína codificada por el gen repe no es homóloga a ninguna proteína de función 

conocida (Ramírez-Romero et al. 1997). 

Por otra parte, se ha demostrado que los replicadores de esta familia se encuentran 

ampliamente distribuidos entre las Rhizobiaceas. En particular, datos de nuestro 

laboratorio señalan que la secuencia de pH3 se encuentra presente en los plásmidos 

simbióticos de diferentes cepas de Rhízobíum etlí e incluso, existe evidencia que 

demuestra la coexistencia de dos o más plásmidos tipo RepABC en la misma bacteria 

(Burgos et al. 1996; Turner et al. 1996; Rigottier-Gois et al. 1998). En este punto cabe aclarar 

que la familia RepABC tiene ocho miembros, siete de los cuales están contenidos en la 

familia Rhizobiaceae y uno en el género Paracoccus (Nishiguchi et al. 1987; Tabata et al. 

1989; Turner y Young 1995; Freiberg et al. 1997; Bartosik et al. 1998; Susuki et al. 1998; Li Y 
Farrand 2000). 

Con lo que respecta a las funciones desempeñadas por cada elemento de los 

replicadores básicos tipo RepABC, únicamente se cuenta con evidencia genética que 

señala que RepA y RepB están relacionadas con la estabilidad, y que RepC es esencial para 

la replicación. De acuerdo al análisis hecho con el replicador de Paracoccus, los sitios cís 

relacionados con la replicación y con la partición se encuentran dentro del gen de repe 

(Bartosik et al. 1998). Con respecto a la regulación de este tipo de replicadores, datos 

obtenidos por Gallie y colaboradores señalan la existencia de un locus localizado curso 

abajo de repe que afecta el número de copias del plásmido; sin embargo, dicho locus no se 
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encuentra en todos los replicadores de esta familia (Gallie et al. 1985). 

En los estudios de incompatibilidad entre plásmidos de Rhizobiaceas previamente 

realizados, se ha encontrado que existe incompatibilidad entre los plásmidos de 

Rhizobium, los de Agrobaclerium y entre los plásmidos de ambos géneros (O'Conell el al. 

1984; Hooykaas el al. 1985; Szgedi y Otten 1998). Los estudios realizados han generado 

importantes avances en la clasificación de plásmidos de Rhizobiaceas en base a grupos de 

incompatibilidad, sin embargo, esta clasificación aún es insuficiente pues carece de bases 

moleculares. Particularmente hablando, las propiedades de incompatibilidad entre 

miembros de la familia de replicadores RepABC han sido poco estudiada. Así, los 

plásmidos pTiC58, pTiB6S3 (ambos de Agrobaclerium lumefaciens) y pTAV1 (de 

Paracoccus versulus) pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad, mientras que el 

plásmido pRiA4b (de Agrobacterium rhizogenes) forma parte de otro grupo de 

incompatibilidad (Hooykaas el al. 1980; Nester y Kosuge 1981; White y Nester 1995). Las 

bases moleculares de esta característica se encuentran en una fase insipiente de estudio, 

de tal suerte que sólo se ha definido un determinante de incompatibilidad para la región 

intergénica que separa a los genes repB y repe del plásmido pTiB6S3 (Tabata el al. 1989). 

A pesar de que existen varios trabajos en los que se han aislado replicones básicos 

tipo RepABC, muy poco se sabe de la organización funcional y de la regulación de estos 

replicones. Este trabajo se desarrollo con la finalidad de buscar evidencia que indique 

cuales son los elementos responsables de la replicación, de la partición, de la regulación 

de la replicación y la caracterización primaria de las propiedades de incompatibilidad 

asociadas con los elementos descritos. El modelo de estudio fué el pSim de la cepa CFN42 

de Rhizobium etli, un miembro de la familia de replicadores RepABC. 
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HIPOTESIS 

Las hipótesis de trabajo fueron las sigientes: 

1. Si RepC es la proteína de inicio de la replicación, una mutación en el gen que la codifica 

provocará que el plásmido no pueda replicar. 

2. Si RepA y RepB están relacionadas con la función de partición, una mutación en los 

genes repAB provocará la inestabilidad del plásmido. 

3. El orígen de replicación y el centrómero del plásmido deben de corresponder a 

segmentos de DNA con propiedades de incompatibilidad. 

4. Si un sitio cis de incompatibilidad es indispensable para la replicación, entonces su 

deleción debe de evitar la replicación del plásmido y, por lo tanto, debe de corresponder al 

origen de replicación. 

5. Si un sitio cis de incompatibilidad es necesario para la partición, entonces su deleción 

debe de conferir inestabilidad al plásmido y, por lo tanto, puede funcionar como el 

centrómero del plásmido. 

6. Si las proteínas RepABC están relacionadas con las funciones de replicación y I o 

partición, entonces deben de funcionar como determinantes de incompatibilidad de 

acción en transo 
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OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Estudiar los mecanismos moleculares de la regulación de la replicación del plásmido 

simbiótico de la cepa CFN42 de Rhizobium etli. 

Objetivos particulres. 

1. Determinar la organización genética del replicón básico del pSim de CFN42. 

2. Analizar las funciones de repA, repB y repC. 

3. Localizar el origen de replicación y el centrómero del plásmido. 

4. Localizar los determinantes responsables de la incompatibilidad. 

5. Describir el sistema de regulación del inicio de la replicación. 
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The symbiotic plasmid of RhizobiwlI elti CE3 belol1gs to lhe RepABe family of plasmid replicons. This Camily 
is charactcrizcd by the presence of three conserved genes, repA, repB, and repe, encoded by the same DNA 
strand. A long intergenic scquence (jgs) betwcen repB and Tepe is al50 conscned in all members of the plasmid 
family. In this paper \Ve demonstrate that (i) the repARe genes are organized in an operon; (ii) the RepC 
product is essential for replication; (iii) RepA and RepB products participate in plasmid segregation and in the 
regulatíon of plasmid copy number; (iv) there are two cis-acting incompatibility regions, one located in the ¡gs 
(inca) and the other downstream of repe (illcfl) (the former is esscntial for replication); and (v) RepA is a 
tralls.acting incompatibility factor. 'Ve suggcst that inca is a cis.acting site required for plasmid partitioning 
and that the origin of rcplication lies within incfl. 

Rhizobiwn clli, Iike other members of the gcnus, contains 
large, low·copy-number plasmids. One of these, the symbiotic 
plasmid (pSym), carries many of the genes required for the 
formation of the nitrogen-fixing nodules which characterize 
the interaction of this bacterium with bean plants. pSym cocx· 
ists in the same cell with 1 to 10 undercharacterized plasmids 
also known as "cryptic plasmids." Nevertheless, genes impli
cated in the synthesis of cellular components or in the utiliza
tion of nutrients have becn located on sorne of these plasmids 
(14,27). 

Several basic replicons of RhizobiunJ and AgrobacteriuJ1l 
plasmids have been cloncd and sequenccd: the Agrobacterium 
tllmefaciens pTiB6S3, pTiC58, and pTi-SAKURA tumor-in
ducing plasmids (24, 41, 42); the AgrobacterillnJ rhizogenes 
pRiA4b root-inducing plasmid (31); the Rhizobium legllmino· 
sllmm pRL8JI eryptie plasmid (43); the R. etli p42d symbiotie 
plasmid (36); the R/¡izobium sp. pNGR234a symbiolie plasmid 
(11); and the Sinor/¡izobillm melilotj pRmeGR4a plasmid (28). 
The firsl seven plasmids be long to the RepABe family and 
share the same genetic organization and a high degree of 
sequence identity in the three genes that identify these plas
mids. Plasmid pRmeGR4a belongs to the RepC family, whieh 
is related to the forrner beca use they share a high degree of 
sequence identity with the repC gene, but repA and repB are 
not present. It has becn shown that plasmids of the RepC 
family are common in field populations of Rhizobillm (7, 37, 
44). 

Reeently, a member of Ihe RepABC plasmid family 
(pTAV320) was isolated from ParacoccllS versWlls, a bacterium 
unrelated to the Rhizobiaceae farnily, thus raising the possibil· 
ity of finding this type of plasmid in olher" proteobaeteria (4). 

Three genes, repA, -B, and oC, are required for the stable 
replication and adequate partitioning of this plasmid family. 
The three genes are located in the same DNA strand and in the 
same order in all members of the family. The RepA and RepB 
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products are similar to proteins involved in the partitioning of 
plasmids F and PI (46). Moreover, mutations in repA or repB 
of pTiB6S3 atIeet plasmid stability. It has been suggeslcd Ihat 
the products of these genes act as replication enhancers (42), 
but the data presented do not contradict a role in segregation 
(8). Also, it has becn shown that RepC is the principal initia· 
tion protein, since framcshift mutations within the repC gene 
eompletely abolish replieation funetions (42). Dcspite the high 
degree of sequence identity that they share, plasmids pTiB6S3 
and pRiA4b are compatible, and the Rep proteins of the first 
plasmid are not interchangeable wilh the corresponding prod· 
ucts of the second in complementation tests. This indicates that 
the Rep proteins are highly speeialized and speeifie (42). A 
large intergcnic sequence (igs) is found between repB and repC 
in all replicators of the farnily. 

Members of the RepABC plasmid famiIy are unit eopy plas
mids or very low copy number plasmids. However, sequence 
analysis has shown that these plasmids do nol contain DnaA 
boxes, al least with the signatures proposed by Sehaper and 
Messer (39) and by Fuller et al. (12), and do not eontain 
repeated sequences (iterons), whieh are common thernes in 
low-copy-number plasmids. 

Incompatibility has been detected between Rhizobium plas
mids and between Rhizobium and Agrobacteril/m plasmids (5, 
20,21,34,35). The symbiotie pIasmids, unrelated lo their host 
range determinants, can be long to different incompatibility 
groups (16, 19). Nevertheless, the molecular basis for Rhizo
hit/m plasmid incompatibility is poorly understood 

The basie replieon of the symbiotie plasmid (p42d) of R. etlj 
CE3 belongs, as mentioned aboye, to the RepABC plasmid 
family. This basic replicon is contained within a 5.6-kb HindIlI 
fragment and confers replication stability on a plasmid nor
mally ineapable of replieating in R. etli (pSUP202). A reeom
binant plasmid containing the 5.6·kb HindllI fragment ¡ntro
duced into a recA derivative of CE3 exhibited incompatibility 
with p42d and replicated with the same copy number as the 
symbiotic plasmid. These data indica te that all the sequences 
of the symbiotic plasmid required for replication, copy number 
control, stability, and incompatibility reside in this fragment 
(36). With the aim of elueidating the molecular basis of the 
incompatibility and replication functions of plasmids of the 
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RepABC family, we report he re the identification of thc lrans
acting elements and the cis-acting sites required foc ¡necmpat
ibility and their relation to replication and segrcgation. 

!\L\TERIALS AND METHODS 

Bacterial strains and growth condilions. Bacteria! straiflS and plasmids used in 
Ihis work are listed in Table 1. Eschen'cllia coli strains wece grown al 37"C in 
Luda·Bertani medium. Rhizobium strains were grawn al 30"C in PY medium 
(32). Antibiotics wece added al the following concentrations (in micrograms per 
mi!1iliter): nalidixic aeld, 20; tetracydine, to; kanamycin, 30; ch!oramphenicol. 
25; and ampicillin, streptomycin. oc spectinomycin, 100 oc as otherwise indicated. 

Bacterial malings. pSUP202 and pRK7813 derivati'lcs were introdueed into 
Rhi:obium using pRK2013 as the helper plasmid. Strains were grown in the 
proper liquid medium {O stationary phase, mL'(ed in a proportion (donor-helper) 
of 2: 1 on PY plates, and ineubated at 300C ovcrnight. The cclls werc rcsuspended 
in fresh PY medium, and serial diJutions were plated on the appropriate selective 
medium. 

Plasmid profiles. ProfiJes of high-molecular-weight plasmids were obtained by 
the in-gel lysis procedure described by Wheatcroft et al. (45). 

DNA isolation, manipulation, and hybridization. Genomic DNA was isolated 
by employing the components and instructions of the DNA-RNA isolation kit 
(Amcrsham). Plasmid DNA was isolated as described by Sambrook et al. (38). 
DN'As were restricted and ligated under the conditions specifkd by the enzyme 
manufaeturer (Amersham). Ta'l polymerase or elongase (Gibco BRL) was used 
for peRo The PCR producls were doned using a pMDSblue T vector kit or a 
p:-'IDSblue blunt-ended vector kit (Amersham). DNA restriction fragments were 
separated for hybridizations by electrophon:sis in 1% agarose gds, transferred 
onto Hybond N + membranes (Amersham), and cross-linked in a UV cross
linker unil (Stratagene). 

Hybridizations were performed overnight using [o:.12P]dCfP-labeled probes 
(Mega prime kit; Amersham) under high-stringency conditions (65"C in rapid
hyb buffer (Amershamj). Hybridization signals were detected on X-DMAT-K 
films (Kodak) in the presence of intensifying screens or in a Phosphorlmager 
(Molecular Dynamics). 

Plasmid stalJility. Plasmid stability was cakulated according to the procedure 
described by Durland anJ Helinski (10). Brie!1y. stationary-phase cultures were 
diluted in fresh medium without selection to give an initiaJ optica! density of 
0.001 at 620 nm and cultivated for 9, lS, and 31 generations. Samp!es taken al 
these times were serially diluted and ptated onlo solid medium in the absence of 
selective drug:;. One hundred colonies were chosen and picked onlO plates with 
and without the selective anlibiotic. 

PIllsmid construction. To identify the etements required for incompatibility 
anJ a stable replication oí pH3, m'o col!ections of subclones, PCR products, and 
deletion derivatives of pHY were created. Dne coIlection, dedicaled to identi
fying elements involved in repliealion, was constructed in the mobilizable vector 
pSUP202. This plasmid is unable to replicate in RhiJ:obium. AH members of this 
colleclion were named with the prefix pRE- fol!owed by the name of the inserto 
The sccond colleclion, made with the aim of identifying incompatibility deter
minants, was constructed in pRK7S13, a vector capable of replicating in R ~Ili 
(22). The members of this collection were named with the prefLX pKRE- and the 
name of ¡he insert. A dcscription of ¡he construction of each plasmid is given in 
Table 1, and a scheme of their conSlruc¡ion is shown in Fig. 1. 

Plasmid incompatibility. To determine the incompa¡ibility of the pKRE de
rivatives, the plasmids were introduced ¡mo CFNXI01. The plasmid proflles of at 
Jeast four transconjugants from each cross were analyzed. 

Plasmid rcplication in R. etli. To determine the replication capabilities of the 
pRE derivatives in R ~Ilj. the plasmids were imroduced imo CFNX107. The 
plusmid profiles of at least fouT transconjugants of euch eross were analyzed. A 
recombinant plasmid was considered 10 have ¡he capability to replicate in Re/U 
ir (i) Ihe plasmid profi!e oC the transconjugants showed a new band and hybrid
ization with pSUP202 and (H) the new plasmid eould be recovered from Ihe 
transconjugants by transformation or conjugation with E. eolio 

Determination o( plasmid COPJ number. PJasmid copy numbers of CFNX107 
tran$conjugan!~ containing rhe plasmids pH3. pRE-.lAl, pRE-prepA+D.B-C. and 
pRE-prep.lA-BC were evaluated as fol!ows. Total DNA was isolated, digested 
with HindlJI endonudease. resolved in a 1% agarose ge!. and transferred to 
Hybond N + membranes (Amersham). The blot was then simultaneously hybrid
ized with a 1.4-kb Hind[l!-EcoRI fragment of the chromosomally encoded gene 
recA anJ with a l.38-kb PCR product of repC. The n:cA probe hybridized with a 
1.9-kb fragment, and repe hybridized with a fragment ranging between 3.S and 
5.6 kb. Hybridization signals were quantified using a Phosphorlmager SI (Mo
lecular Dynamics). The plasmid copy number was calcu!ated as the ratio oí the 
integrated hybridization signal of repC (plasmid) and Ihe inlegrated hybcidiza
tion signa! of reeA (chromosome). 

RESULTS 

Rcplication and stability functions of the pH3 replicator 
regioo. The ability of plasmid pH3 to autonomously and stably 
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replicate in R. el/i and A. tumefaciens dcpcnds on its 5.6-kb 
HindIlI insert. This insert contains three open reading frames 
homologous to the repA, -B, and -e genes found in other 
plasmids of the RepABC plasmid family (Fig. la). To identify 
the sequences essential for replication and stability, a set of 
subc10nes or deletion derivatives of the 5.6-kb HindllI insert 
were ligated into the nonreplicative vector pSUP202 and in
troduced into an R. el!i reeA strain lacking the symbiotic plas
mid (CFNX107). As shown in Fig. lb, plasmid pRE-MR (con
taining an insert with the complete repABe genes, including 
270 bp upstream of ,epA and 500 bp dowostream of ,epe) was 
the only plasmid able to replicate with the same stability as the 
parental plasmid, pH3. Plasmid pRE-MR contains the shortest 
insert having the same rcplicative properties as pH3, indicating 
that all elements required for stable replication reside within 
this insert. Plasmid pRE-ilAl, a deletion derivative of pH3 
which lacks most of the repA and repE genes, was able to rep
licate in CFNX107 but was rapidly lost in cultures without 
selective pressure (Fig. 2). This result indica tes that at least 
one of thcse gene products is required for plasmid stability. To 
determine if both proteins participate in plasmid stabilization, 
two deletion-insenion derivatives of pRE-MR were con
structed. The first one (pRE-prepLlA-BC) is un in-frame de
letion·insertion of the repA gene in which a segment of 477 
nuclcotides has been replaced with a BarnHI si te. The deleted 
segment ineludes the nucleotides encoding the ATP binding 
motif characteristic of this protein family (30). The second 
construct (pRE-prepA-'ó'S-C) is an in-frame deletion-inscrtion 
of the repB gene in which a segment of 192 nucleotides has 
beeo replaced with a BamHI site. Although these constructs 
are able to replicate in CFNX107, 1hey wcre highly unstable, to 
ao even greater extent than the repAB dele tia n derivative (Fig. 
2). Theso results suggest that both the RepA aod RepB prod
ucts are required to promote stable replication. 

To evaluate the role of RepC in replication, an OKm inter
poson was introduced into the BglIl restriction site located 
within the ,epC gene of pH3. The mutant plasmid (pRE
repCflKm) was unable to replicate in CFNX107, indicating 
that Repe is essential for replication. 

The repA, replJ, and repe genes are organized in a single 
operon. The repA, -B, and -e genes are encoded by the same 
DNA strand and contain two putative Shine-Dalgarno se
quences, one located in the 5' end of repA and the other in the 
5' end of repe, within the large intergenic sequence between 
repB and repe. This genetic arrangement suggests that the 
repA, repB, and repe genes are organized in a single operon. 
However, regions containing the E. eati (170 promoter consen
sus [TIGACA(N 17)TATAC/AA!T] were not found in the pH3 
insert (17). 

To determine if these genes are organized in a single oper
an, a genetic approach was followed. As mentioned aboye, 
repA and repB are not essential for replication while repe is 
indispensable for rcplication. As shown in Fig. lb, a pSUP202 
derivative (pRE-Sl) eontaining the 3' end of ,epB and the 
complete repe gene and its downstream regio n is unable to 
replica te in R. etti, indicating that repe lacks a promoter of its 
OIVn. A pH3 derivative (pRE-LlS1.2) lacking the 5' end of ,epA 
and its upstream region is unable to replicate in R. etli as a 
result of a polar eft'ect of this deletion on repe. 

Plasmid pRE-MR replieates in R. etli as well as pH3, but the 
replacement of an internal fragment of repA or repB by an 
flKm cassette (pRE-repAflKm and pRE-repBflKm, respec
tively) eliminates the replication of these constructions, indi
cating a polar effeet on ,epC (Fig. lb). Together, 1hese data 
indicate that the repABe genes are arranged in a single operon. 
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Slrain or plasmid 

E. coli 
HB101 
DH5a 

R. etli 
CE3 
CFNX101 
CFNX107 

Plasmids 
pRK7813 
pRK2013 
pSUP202 
pBSL128 
pH3 
pHY 

pRE-S1 
pRE-uX1 

pRE-uA1 

pRE-AS1.2 

pRE-MR 

pRE-prepuA-BC 

pRE-prepA-uB-C 

pRE-AincCt 

pRE-repCflKm 

pRE-repADKm 

pKRE-1 
pKRE-prepAB 

pKRE·inc~ 
pKRE-inca 
pKRE-S3 
pKRE-repAB 

pKRE-repC 
pKRE-prep,lA-B 

pKRE-prepA-uB 

pKRE-prepA 

TABLE 1. Straios and plasmids used in this study 

Hast strain for plasmids 
Hast strain for plasmids 

Sm'; nadulates P. vulgaris 
recA::n Sp' Srn'; derivative of CE3 

Relevant propcrtics" 

recA::D Sp' Sn{ p42a- p42d-; derivative of CE3 

Te'; RK2·based plasmid vector 
Hclper plasmid; Km' 
Ap' Cm' Te'; CalEl origin; unable to replicate in Rhizobium spp. 
Ap' Km'; contains an DKm cassette 
pSUP202 derivative carrying a 5.6-kb HindllI fragment containing the basic replicon of p42d 
pBlucscript Il SK( +) derivative carrying a 5.6-kb HindIII fragment containing (he basic replican 

ar p42d 
pSUP202 derivative carrying a 2.4-kb SalI-flindIlI fragment 
pSUP202 derivative in which the Xhol interna! fragment of the 5.6-kb HindlH insert was de!eted 

(from nucleotide 3235 to 4170t 
pSUP202 derivative in which two contiguous AalII interna! fragments of the 5.6-kb HindlII insert 

were deleted; the deletions eliminate a portian of the repA and -B genes (between nucleotides 
1187 .nd 3124) 

pSUP202 derivative in which (wo contiguous SalI internal fragments af the 5.6-kb HindlIl insert 
were deleted; the deletion elimina tes the 3' end of the repA gene and its downstream regian 
(between nucIeotides 358 and 1314) 

pSUP202 derivative containing the complete repABC genes; the segment was generated by PCR 
and carries nucIeotides 793 to 5084 

pSUP202 derivative containing the same iosert as plasmid pRE-MR but with an in-frame deletion
insertion io the repA gene; the DNA sequcnce between nuclcatides 1200 and 1667 ioside the 
repA gene was replaced by a BamHI restriction si te; the insert was generated by ligating two 
PCR products in the carreet direetion; the first includes nucJeotides 793 to 1200. and the secand 
incJudes nucJeotides 1667 to 5084 

pSUP202 derivative containing the same insert as plasmid pRE-MR but with an in-frame deletion
insertion in [he repB gene; the DNA scquence between nuc1eotides 2392 and 2586 inside the 
repB gene was replaced by a BamHI restriction site; lhe insert was generated by ligating two 
PCR products in the carrect direction; the first includes nuc1eotides 793 to 2392. and the second 
includes nuc1eotides 2586 to 5084 

pSUP202 derivativc containing the same insert as plasmid pRE-MR but with the intergenic se
quence between repB and repC replaced by a BamHI restriction site; the insert was generated by 
ligating tv.'o PCR products in the correct direction; the first encompasses nuc1eatides 793 to 
3299, and the second inc1udes nuc1eotides 3455 lo 5084 

pSUP202 derivative containing the same insen as plasmid pRE-MR bu! in which the sequence 
downstream of repC was eliminated; the segment was generated by PCR and carries nuc1eotides 
793 to 4660 

pSUP202 derivative wilh the same insert as pH3 but in which the repC gene was interrupted by an 
DKm cassette (pBSL128 was the DKm cassette donar); the cassette was introduced by utilizing 
a BglJI restriction site within the repC gene 

pSUP202 derivative with the same insen as plasmid pRE-prepA-ó,B-C but wilh ao DKm cassette 
inserted in the BamHI si te located within the remaining sequence of repB (pBSL128 was the 
flKm cassette donar) 

pSUP202 derivative with the same iosen as plasmid pKRE-prepj,A-BC but with an DKm cassette 
inserted in the BamHI site located within the remaining sequence of repA (pBSL128 was the 
DKm cassette donar) 

pRK7813 derivative with the same insert as pH3 
pRK7813 derivative containing the complete repAB genes; the segment was generated by PCR and 

carríes nuc1eotides 793 to 3299 
pRK7813 derivative with an EcoRI fragment of 502 bp (incl3) 
pRK7813 derivative containing the intergenic sequence between repB and -C genes (inca) 
pRK7813 derivative with a 959-bp SaLI fragment, including the upstream regian and 5' end of repA 
pRK78lJ dcrivative containing the complete repAB genes but exduding the upstream regio n of 

repA; the segment was generated by PCR and carries nuc1eotides 1063 to 3299 
pRK7813 derivativc containing the sequence eorresponding to the open reading frame of repC 
pRK7813 derivative containing a PCR product obtained from plasmid pRE-prepllA-BC; the ¡oser! 

contains repB and the same deletion in the repA gene as plasmid pRE-prepuA-BC but lacks 
inca, repC, and inc¡3 

pRK78lJ derivative containing a PCR produe! obtained from plasmid pRE-prepA-.1B-C; the 
iosen contains repA and the same dele tia n 00 the repB gene as plasmid pRE-prepA-.1B·C but 
lacks inca, repC, aod inc¡3 

pRK78lJ derivative containing the complete repA gene, inc1udiog the upstream regian; the seg
ment was generated by PCR and carries nucleotides 793 la 2277 

" Plasmid derivative descriptions use nudeotide numbers of the sequence oí pH3 as coordinates. 
b Gen8ank accession number U80928. 

Reference 

6 
18 

32 
25 
25 

22 
9 
40 
2 
36 
36 

This work 
This work 

This work 

This wark 

This wark 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 
This work 

This wark 
This worlc 
This work 
This work 

This work 
This work 

This work 

This work 
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(a) 1 .... B?h .».<&696 ", .• _"-"'" .... 2' •••• 

par 

Sal! Sal! 

rap 

BglII 
EcoRI 

XhoI EcoRI Sa::.r 
HindIII 

AatII 
PstI AatII EcoRI EcoRI HindIII 

! , 1 ! " ! 
'" !! ! I 

• • • rapA rapB 

(b) 
NAME REPLICATION 

• pH) R 

• pRE-Ml R 

= • pRE-AS1.2 "" • pRE-MR R 

c::J----1 • pRE-prepM-BC R 

H • pRE-prcpA-lill-C R 

H pRE-Ainca R 

• pRE-ltinc¡3 NR 

• pRE-repAnKm NR 

pRE-repB n Km NR 

R??ZZ¡Z¡Z¡¡¡?¿?b 
! • 

• 

(e) 

• 

• -

pRE-repC n K;n 

pRE-Sl 

NAME 

pKRE-l 

pK?E-prepAB 

p:<"~-repAB 

pKRE-prepM-B 

pKRE-prepA-6B 

pKRE-prepA 

pKH.E-S] 

pKRE-repC 

pKRE-inca 

pKRE-inc~ 

NR 

NR 

:INCOMPATIBILITY 

I 

I 

e 
e 
I 

I 

e 
e 
I 

I 

HG. 1. Replicatlon capabilities and incompatibility propenies of pH3. (a) Restriction map of che pHJ inserto The shaded bar indicates regioos ¡nvolved in partilion 
and replicatlon. The orientations oflhe three open reading frames are indicated by arrows. The salid boxes indicate Ihe locations of Ihe cis-acling regions, which exhibí¡ 
incompatibility with the symbiotie plasmid. (b) The open boxes represen! tht: DNA inser!s contained in each plasmid derivalive. The thin lines connecting the open 
boxes indicate the DNA regions los! in ¡he dell.':tioo deriva!ives. The hatched boxes represenl OKm cassettes. lo the columo labeled "replicatioo," R indientes Ihat the 
plasmid derivative has ¡he abi[ity to replicate in Ihe Re/ti straio CFNX107, and NR indieates that the plasmid is unable to rep[ieate io this straio. (e) The opeo boxes 
represeot the DNA inserts contained in each plasmid derivative. The thio lines betv.·een the open boxes indieate the DNA regioos [oSI in ¡he delelion derivatives. lo 
the column labeled "ioeompatibility," ( iodicates Ihat the plasmid derivative is incompatible with pSym of R etli strain CFNXI01, aod C indieates ¡ha! the eonstruct 
is compatible wilh pSym of R. etli strain CFNXIOl. The salid boxes indieate the positions of Ihe DNA regions containing cis-aeting incompatibility determinants. 

RepA and RepB are ¡nvolved in the control of plasmid copy 
number. Plasmid copy numhcr is one factor that inftuences 
plasmid stability. Plasmid pH3 in R. etti has the same eopy 
number (between one and two copies per chromosome) as its 
parental plasmid, pSyrn. However, plasmid derivatives lacking 
most of the ,epA and ,epB genes (pRE·tlAI), or with an in· 
frame deletion of repA (pRE·preptlA·BC) or ,epB (pRE·prepA· 

!lB-e), are unstable. To determine if this instability is the 
result, at least in part, of a diminished plasmid copy number, 
the plasmicVchromosome ratios of strains CFNX107(pRE·tlAl), 
CFNXI07(pRE·preptlA·BC), and CFNX107(pRE·prepA· 
tlB·C) were dClermined (Fig. 3). Plasmid pRE·preptlA·BC 
contained 3.1 :!: 0.98 plasmid copies per chromosome, slight~ 
Iy more than pH3 (1.9 :!: 0.09 copies per chromosome), and 
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FIG. 2. Plasmid stability. Plasmid 10$$ from populations of ce\[s carrying 
different constructions with chloramphenicol resislance genes. O. CFNXt07 cells 
carrying plasmid pH3; O, CFNX107 ce!ls carrying plasmid pRE-prep~A-BC; 'il, 
CFNX107 cells carrying plasmid pRE-.1.Al;~, CFNX107 cclls carrying plasmid 
pRE-prepA-.lB-C. The graph show$ the plasmid retenlion means (t) of three 
independen! experiments ::: the standard dcviations. 

plasmid pRE-prepA-ilB-C containcd 1 :!: 0,02 copies per chro
mOSOme. Surprisingly, plasmid pRE-IlAl had a copy number 
(6.4 :!: 0.04 plasmid copies per chromosome) three times high
er than that of pH3. These results indicate that RepA and 
RepB are ¡nvolved in the control of the plasmid copy number. 

cis-acting sitcs rcquired for incompatibility. Incompatibility 
is defined as the inability of two different plasmids to reside in 
the same cell as independent replicons in the absence of se
lective pressure as a consequence of sharing similar replication 
andJor partition systems. To identify the incompatibility deter
minants prescnt in pH3, several restriction fragments, PCR 
products, or deletion derivatives of the pH3 ¡nsert were sub
cloned in pRK7813 and introduced into CFNXlOl (a reeA 
derivativc of the wild-type strain). Plasmid pRK7813 was cho
sen because it is a multicopy plasmid (two to seven copies per 
cell) capable of replicating in R. etli and beca use it is compat
ible with the six plasmids present in the R. etli wild-type strain. 
The incompatibility properties of these derivatives were eval
uated by plasmid profile analysis. A DNA fragment was con
sidered to exhibit incompatibility if jts introduction into 
CFNXlOl (i) caused the displacement of the symbiotic plas
mid or (ii) induced the cointegration of the symbiotic plasmid 
with another cognate plasmid. The latter situation was ínter
preted as a result of the symbiotic plasmid's inability to survive 
as an ¡ndependent replico n under selective pressure. A sum
mary of the results is shown in Fig. le. 

Plasmid pKRE-l carrying the 5.6-kb HindlIl fragment ex
hibits incompatibility with the symbiotic plasmid to the same 
extent as pH3, although its replication does nol necessarily 
depend on itseIf. AII constructs containing the intergenic se
quence located between repB and -C or constructs harboring 
the 500-bp EeoRI fragment located immediately downstream 
of repC exhibited incompatibility with the symbiotic plasmid 
(Fig. lc and data not shown). Mareover, a pRK7813 derivative 
harboring a PCR product containing no more than the ¡nter
genic sequence and a pRK7813 derivative containing only the 

O.5-kb EcoRI fragment downstream of repe were incompatible 
with the symbiotic plasmid. These results cJcarly indicate that 
the replicator of the symbiotic plasmid contains two ¡ncompat
ibility regions, one located within the intergenic region be
twecn the repB and -C genes (inca) and the other (inc~) 
located within the EcoRI fragment downstream of repe. Nej
ther of these regions encorles any protein, suggesting that they 
are cis-acting si tes for incompatibility and probably targets for 
proteins ¡nvolved in replication and/or partitioning. It is im
portant to point out that a pRK7813 derivative containing the 
promoter of the repABe operon (pKRE-S3) is unable to ex
hibit incompatibility with the symbiotic plasmid. Similarly, con
structions carrying only the open reading frames of the repA, 
-B, and -C genes do not exhibit incompatibility with the sym
biotic plasmid, indicating that these regions do not carry other 
cis-acting incompatibility regions. 

RepA is a tralls-acting element required for incompatibility. 
To test whether the RepA ami/or -B products exhibit incom
patibility with the symbiotic plasmid, these proteins were sup
plied in trans from a multicopy vector (pRK7813). Different 
constructs containing the repAB genes but lacking the illca and 
illc¡3 DNA regions were introduced into CFNX101. Transcon
jugant plasmid profiJes were examined to determine incompat
ibility with the symbiotic plasmid. Figure le shows a scheme of 
the construction and a summary of the incompatibility results. 
Plasmid pKRE-prepAB, carrying the 270-bp repA upstream 
region and the complete repA and -B genes, displaced the 
symbiotic plasmid. 

Plasmids containing only the repA upstream sequences or 
carrying only the repA and -B genes without the ,epA upstream 
regio n were unable to induce incompatibility with the symbi
otic plasmid. Thus, the express ion of the repA ami/or repB gene 
is required to induce incompatibility. Te determine if both or 
only one of the gene products was required for incompatibility, 
plasmids harboring (i) the ,epA gene with its upstream regio n 
(pKRE-prepA), (ii) the upstream repA region and the repA 
and -B genes but with ,epA containing an internal deletion 
(pKRE-prep~A-B), and (iii) the upstream repA region and the 
repA and -B genes but with repB containing an internal deletion 
(pKRE-prepA-IlB) were introduced into CFNXlOl. Plasmid 
profile analysis of the transconjugant showed that construc
tiens containing the complete ,epA gene were incompatible 
with the symbiotic plasmid, indicating that RepA but not RepB 
is needed to induce incompatibility. 

2 3 4 5 6 
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FIG. 3. Plasmid copy number. Autoradiogram of a Southern blot of total 
DNA digested with EcoRI and HindIll and probed simultaneously with a chro
mosomal detector (reeA) and with a repC detector. The pJasmid copy number oí 
each strain was calculated as the ratio of the integrated hybridization signal of 
repC (plasmid) and the integrated hybridization signa] of recA (chromosome). 
une 1, CFNX107; lane 2, CFNX107(pH3); Jane 3, CFNX107(pRE-,1AI); lane 
4, CFNXI07(pRE-prepj,A-BC); !ane 5, CFNX107(pRE-prepA-6B-C); and Jane 
6, CFNXI07. 



• • 
• • • • • • • • • • • • • • • 
• • • • • • • 
• 
• • • • • • 
• 

3122 RAMÍREZ-ROMERO ET AL. 

The cis~acting incompatibility region and its relation \\-ith 
replication and/or partitioning. The inca and inc¡? sites are po
tential targets for replication, partitioning, oc regulatory pro
teios. Reasoning that the origin of replication is essential for 
plasmid existence but that the partition site and rcgulation 
sites are dispensable in the short term, we constructed plas
mid derivatives containing the repA, -B, and -C genes but 
lacking the inc¡) regio n oc the inca intergenic sequcnce (pRE
L\inc~ and pRE-.6.inca, respectively) and crossed them with 
CFNXI07. Transconjugants wece cxclusively obtained with de
rivativcs lacking inca and only when a low concentration (15 
~g ml- 1

) of the selcctive antibiotic was used. Plasmid profile 
analysis of these transconjugants showed the presence of the 
construct as an independent entity, indicating that the new 
plasmid was capable of autonomous replication but was highly 
unstable. These data indicate that inc¡l is essential for replica
tion aod that the iotcrgenic sequence between the repB and 
repe genes (inca) contaios a sequence involved io the stable 
replicarion of the symbiotic plasmid (a possible interaction site 
for the RepA and/or RepB protein) (Fig. lb). 

DISCUSSIO:-I 

Thc minimal DNA fragment that the symbiotic plasmid of R. 
e/ti CE3 requires for stable replication aod incompatibility is 
4.3 kb. This size Iies within the range of the 5 kb reported for 
plasmid pRL8Jl (43) and the 4_2 kb reported for pTiB6S3 (42), 
which are members of the RepABC plasmid family. 

In this work, the roles of the proteins encoded by the basic 
replicon of the symbiotic plasmid were determined. RepC is 
essential for replication, because an insertion of a flKm cas
sette in the repC gene abolished the replication ability of pH3. 
In plasmids pTiB6S3 and pTAV230, members of the RepABC 
plasmid family, it was also demonstrated that RepC is the 
limiting factor for replication and, accordingly, RepC was con
sidered the initiator protein (4, 42)_ Derivatives ofpH3lacking 
most of the repA and repB genes or carrying an in-frame de
letion of repA or ,epB showed reduced stability, indicating that 
each of these genes has a role in the stability of the pS)'m basic 
replicon. A plasmid harboring the ,epB deletion is significantly 
less stable than the plasmid derivative with repA deleted, and 
this construction is less stable than a plasmid lacking most of 
the repA and 'epB genes. These findings can be interpreted in 
two ways: first, that these plasmid derivatives have defects in 
the segregation machinery, and second, that these plasmids 
have a reduction in the frequency of the initiation of replica
tion. To choose between the two interpretatioos, the plasmid 
copy numbers of these deletion derivatives were determined 
and compared with the plasmid copy number of the parental 
plasmid (pH3). Plasmid derivatives with an in-frame deletion 
of repA had slightly higher copy nurnbers than the parenlal 
plasmid. On the other hand, a pH3 derivative with a deletion 
of ,epB has a plasmid copy number similar lO that of pH3, 
indicating that the frequency of ¡nitiation is not reduced; thus, 
we concluded that RepA and RepB are part of the plasmid 
segregation machinery. Furthermore, RepA and RepB prod
ucts are homologous to the proteins of the soplpar family of 
partition systems, and the relative positions of the genes coding 
for these products are similar to those of the soplpa, family 
(46). 

The best-studied mernbers of the soplpar family are the 
partition systcms of the F and PI plasmids (sop and par, re
spectivcly)_ Each system consists of two polypeptides (A and 
B), encoded by a single operon, and a eis-acting site_ The gene 
encoding A precedes that encoding B, and the cis-acting site 
(centromerelike si te) is located immediately downstream of 
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lhe B gene. Both proteins participate in the autoregulation of 
the operon and, togethcr with the centromerelike site, in plas
rnid partitioning (46). 

Genetic evidence indica tes that the repA, -B, and -C genes 
are organized in a single operon: a pH3 dele tia n derivative 
lacking the 5' end of ,epA and its upstream sequence was 
unable to replicate in R. etU, indicating that the prometer of the 
replicator genes is located upstream of repA. Moreover, inser
tion derivatives with flKm cassettes, but not in-frame deletions 
of ,epA or repB, were unable to replicate, indicating a polar 
etfect 01' these insertions on ,epe. This is an unusual situatíon, 
in which genes implicatcd in partition and in replication are 
organized in the same operon. 

Transconjugants containing plasmid pRE-.6.Al centain more 
plasmid copies than transcenjugants containing pH3 or plas
mid dcrivatives with in-frame deletions of the repA or repB 
gene, suggesting that the 'epA and ,epB products act together 
to regulate the plasmid copy number. Currently, we are testing 
the simplest hypothesis, namely, that RepA and RepB repress 
operon transcription and consequently the quantity of RepC, 
the initiator protein, so that plasmids lacking the RepA and 
RepB products will be increased in copy number. An explana
tion for the increased stability observed for plasmid pRE~.6.Al 
compared with that of the deletion derivatives of repA and repB 
is that the elevated copy number of pRE-ó.Al partially com
pensates for defects in partition. 

Plasmid pH3 exhibits incompatibility with the symbiotic 
plasmid when introduced into an R. etli ,ecA strain. Two small 
DNA regions within the pH3 insert exhibited incompatibility 
when they were introduced into a replicable vector. Dne is 
located in the intergenic sequence between ,epB and repe 
(i/leex), and the other is located within a 500-bp EcoRI frag
ment downstream of repe (inc~). Neither of thcse is a coding 
region, suggesting that they are cis-acting sites for partitioning 
and!or replicatian. A comparative sequence analysis of inca 
and illc¡l did not show any obvious similarity between them, 
and repetitive sequences were not found within or between 
thern. A possible explanation is that the factor(s) interacting 
with inca is different from those interacting with inc¡l. 

A functional origin of replicatíon is an essential feature of a 
plasmid but, in the short term, the cis-acting partitioning site 
is dispensable. Qur results showed that only plasmids lacking 
inca were capable of replication, although they were very un~ 
stable. As ine~ appears to be indispensable for plasmid repli
cation and deletion of inca produced a replicable but unstable 
plasmid, we tentatively conc1ude that the origin of replication 
resides within inc¡l and inca is a cis-acting partitioning site. 
From this assumption it fallows that the cis-acting partitioning 
si te is located immediately downstream of ,epB, which is pre~ 
cisely the situation found in members of the sop/par partition 
system famUy. The cis-acting sites for partitioning of the PI 
and F plasmids are also incompatibility determinants (3, 15, 
33). 

In contrast, for pTA V320, the most divergent member of the 
RepABC plasmid family, it was shown that it is possible to 
obtain transconjugants of a tetracyc1ine-resistant construct 
containing the ,epe coding sequence under the control of the 
lac promoter in a strain lacking the parental plasmid (4). It was 
conc1uded that the origín of replication resides within the cod
ing sequence of the ,epe gene. However, the repe coding 
regian of pH3 does not exhibit incompatibility with the sym
biotic plasmid, which would be expected if an origin of repli
cation, controlled by an initiation protein, resided within the 
,epe gene. This may indicate that the repe codíng region Con~ 
tains an accessory origin of replication or that these two plas
mids, despite their sequence homology, contain origins of rep-



• • 
• • • • • • • • • • • 
• • • • 
• • • • • • • 
• • • 
• 
• • • • 

VOL. 182, 2000 ELEMENTS FOR INCOMPATIBILlTY AND PARTITION OF pSym 3123 

Iication located in different positions. To obtain a definitive 
answer, we are currently mapping the origín of replication of 
pH3 by two-dimensional agarose gel clectrophoresis (26). 

In plasmids F and Pl, an overexpression of polypeptides A 
or B induces incompatibility as a result of abnormal DNA· 
protein complexes forrned betwcen the A and B polypeptides 
and their respective centromerclike DNA sequences oc by the 
overrepression that the A and B products exert on the tran
scription 01 Iheir respective operons (1,8, 13, 23, 29). In the 
R. etJi symbiotic plasmid, the RepA product was identified as a 
rrans-acting incompatibility determinant, bccause the rcintro
duction of extra copies of the repA gene, under the control oí 
its Qwn promoter, caused displacement of the symbiotic plas
mido In contrast, extra copies of the repB gene did not exhibit 
incompatibility with the symbiotic plasmid. This behavior can 
be explained in a way similar to that for the F and PI plasmids: 
(i) an excess of RepA forms an abnormal DNA-proteio com
plex between the partition si te and RepA and RepB or (ii) 
RepA is the principal repressor of the system, and thus, an 
excess of RepA blocks the transcription of the ¡nitiator proteio 
and in this way induces incompatibility with the syrnbiotic plas
mido This experimeot does not excludc the possibility that, by 
utilizing higher doses of RepB, an effect 00 incompatibility 
could be observed. 

In summary, we havc found that (i) RepC is essential for 
replication, (ii) the lack of repA andlor repB products destabi
lizes plasmid partitioning, (iii) the lack 01 the RepA and B 
products increases the plasmid copy number, (iv) the repA, -8, 
and -C genes are organized as ao operon, (v) RepA is ao. 
incompatibility determinant, and (vi) plasmid pH3 contains 
two Cls-acting incompatibility regions, one indispensable for 
replication (inc~) and the other dispensable in the short term 
but required for stability (inca). We pro pose, as a working 
hypothesis, that (i) the RepA and -B products and their cis
acting si te, inca, are part of the segregation machinery of the 
symbiotic plasmid, (ii) RepC is the initiatar protein and inter
acts with the origin ofreplication, probably lacated within inc~, 
and (iii) RepA and -B also act as repressors 01 the repABe 
operon and regulate the amount of RepC produced aod, as a 
result, the rate of initiation of plasmid replication. 
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Análisis de la secuencia de las regiones cis de incompatibilidad. 

Los resultados presentados en el artículo señalan la existencia de dos determinantes 

de incompatibilidad de acción en cis llamados inca e inc{3. De acuerdo a la información 

bibliográfica disponible, para que una región no codifican te ejerza incompatibilidad, debe 

de contener sitios de unión para alguna de las proteínas de replicación o de partición. Con 

la finalidad de identificar posibles sitios de unión para dichas proteínas, se analizó la 

secuencia de las regiones inc y se encontró que en inca, además del motivo 

AAAAGAAAA previamente reportado, existen dos pares de secuencias directas repetidas, 

un par de 7 nuc!eótidos y el otro de 5, todos contenidos en una región de 56 pb (Figura 

lA). Con respecto a inc{3, se identificó a 40 pb del término de repC una secuencia 

palindrómica perfecta de 16 pb, la cual se localiza en una región cuyo contenido de GC 

(45.5 %) es significativamente inferior al promedio de todo inc{3 (58.33 %) (Figura lB). 

A 

CCCGqAAAAGAAAijGAGCTCCCTCAACGTCGCCGTCGTGGAAGCCCTTCTGTCTCTGTAGCAAGAA 

CAGAATCGCATTTCCTCGAATCCTCGTCAAGAGTCTTTGGCGCCGTTTTGGTGAGCGAATTTCCTT 
----~.~ ... 

TGCCTGCTGAAAGGTGAGAGACA 

B 

GAATTCTCGCTTGGCCCGATGATAATGGCGTTGTTGAAGGCCAACGGGCAAGGCGGTTTGAGGGCT 

• GGGT~GTGCGGCTGATCGTTATTCCTGCCGTTGAGGATTTCGGT~TGGTCAGCTGACCAC~AAG 
CTAACCTCTTGGAAAACACCAACTTTCAAAGGCGGCTTGTCGCAGGCATTGTGCCGGTTACCGTCT 

GGCTCCCGAGCCAAATGACGCCTCTTAGGGGAACAGTAGACCGTGATCTCAATACGAACGCGCCCA 
AGGTCGCGCACGAACAAGACCAGGAGCGAAGTCTTCGCACGAAATGGCAGCCGCCTTTCATCAATT 
CATTGGCACCGGCGCGGCAAATCGCAAGGCGGCCGGCTGTGCCGGCTAATCGCGAGTGGGCGATGG 
CGCCGCATGGATAGGACGCAATAGGAACAACTACCTGCTGCCATCCGCAGCGCCGGAATCTACGGG 
GCTGATTCGCGGCGGCACTTCCACAACACTGGGAGAATTC 

Figura 1. Análisis de la secuencia de las regiones inca e incf3. A: inca. El rectángulo señala 
una secuencia presente en todos los replicadores repABC. Las flechas señalan secuencias 
directas repetidas; B: incf3. El rectángulo señala la posición de una secuencia palindrórnica. 
La flecha señala el término del gen repC. La barra negra señala una región rica en AT. 
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Análisis de la regulación de la replicación. 

El plásmido simbiótico de R. e/li, cepa CFN42, se clasifica como de bajo número de 

copias (1 a 2 por cromosoma). En teoría, los plásmidos con este número de copias pueden 

controlar su replicación a través de la síntesis de inhibidores de la replicación, ocultando 

al ori, o regulando negativamente la transcripción de la proteína de inicio. 

Debido a que el mecanismo de control de la replicación más ampliamente usado es 

la regulación transcripcional de la proteína de inicio, se decidió probar si la replicación de 

pH3 es controlada por dicho mecanismo. La estrategia y los resultados obtenidos para 

probar esta hipótesis se presentan a continuación. Las cepas y los plásmidos usados se 

presentan en la Tabla 2. 

Cepa 

Rhizobium etli 
CFNXI07 
Escherichia coli 
DH5a 

BW21038 

Características Relevantes 

CE3 recA:: Spr, Smr, p42a-, p42d-

Cepa hospedera para plásmidos 

recombinantes, Nalr 

pir+, uidA-, Cmr 

Referencia 

Martínez-Salazar el al. 1991 

Hanahan 1983 

Metcalf el al. 1996 

• Plásmidos 

• 
• • • 
• • • • 
• • • • • • • 

pBluescript II SK+ 
pRK7813 
pBBMCS53 

pMAK705 
pBBRIGUS-pl 

pBBRIGUS-p2 

pBBRIGUS-p3 

pBBRIGUS-plMR 

pKRE-l 
pKRE-t.Al 
pKRE-prepAB 
pKRE-prept.A-B 

pKRE-prepA-t.B 
pKRE-prepA 

Vector de clonación, ori ColEl, Cbr 

Vector de clonación, ori RK-2, Tcr 
pBBRIMCS-5 acarreando al gen uidA 
sin promotor, ori de Bordelella (promiscuo) 

pBBRIMCS-5 acarreando un segmento con 
172 pb curso arriba de repA 
pBBRIMCS-5 acarreando un segmento con 
127 pb curso arriba de repA 
pBBRIMCS-5 acarreando un segmento con 
63 pb curso arriba de repA 
pBBRIGUS-pl acarreando la deleción de una 
secuencia inversa repetida (posición +4 a +27) 
pRK7813, repA+, repB+, repC+ 
pRK7813, repA-, repB-, repC+ 
pRK7813, repA+, repB+, repC-
pRK7813, repA-, repB+, repC-
pRK7813, repA+, repB-, repC-
pRK7813, repA+, repB-, repC-

Stratagene 
Jonathan y Guterson 1987 
Girard, L. No publicado 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 
Este trabajo 
Este trabajo 
Este trabajo 

Este trabajo 
Este trabajo 

Tabla 2. Cepas y plásmidos usados en el estudio de la regulación de la replicación de pH3. 
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Identificación de la región promotora/operadora. 

Con la finalidad de identificar la región mínima necesaria para el control de la 

expresión de los genes rep, se fabricaron tres fusiones transcripcionales entre diferentes 

segmentos curso arriba de repA, con el gen reportero uidA (GUS) del plásmido 

pBBMCS53 (Tabla 2). La fusión más grande consistió de una sub clona de pH3 limitada 

por los sitios de restricción PstI y SalIo Dicho segmento está formado por 172 pb curso 

arriba de repA y 253 pb de repA. Las otras dos fusiones se obtuvieron clonando dos 

productos de PCR. Uno de ellos posee 127 pb curso arriba de repA, y el otro 63 nucleótidos 

curso arriba de repA (Figura 2). Los plásmidos obtenidos se movilizaron a CFNXI07 y se 

evaluó la actividad específica ~-glucuronidasa. Se encontró que con 127 pb curso arriba de 

repA la transcripción del gen reportero se comporta del mismo modo que el fragmento 

de 172 pb (Figura 2). 

HindIII SalI SalI 

l' " 
PstI , yalI I 1 

/) 
rapA 

~I 

Plásmido 

pBBRIGUS-pl 
pBBRIGUS-p2 
pBBRIGUS-p3 

Actividad 
~-glucuronidasa 

+ 
+ 

Figura 2. Identificación de la región mínima necesaria para la transcripción. La expresión 
de diferentes fusiones transcripcionales fué analizada en el fondo genético de la cepa 
CFNXI02. Las barras negras representan distintos segmentos del operon repABC. Las 
barras rayadas representan al gen uidA (GUS) del plásmido pBBMCS53. 

Identificación del inicio de la transcripción. 

Con la finalidad de mapear el inicio de la transcripción del operón repABC, se 

estableció un ensayo de extensión del prímero usando RNA total de la cepa 

CFNXI07/pBBRIGUS-pl y un oligonucleótido que mapea 39 pb dentro del gen repA. Se 

encontró que el inicio de la transcripción se localiza 57 pb curso arriba del codón de inicio 

de repA (Figuras 3 y 7). 

31 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

C T A G 
~ .. '. - .... .- - -.-. 

- -- -. XI( .-. ---.. 
.- ~ -• -.,.-<. .... - ===:. - -- - ---• - ~ . _. ... == ... 

':It - -... ....... • .. _. ...... .-. -- ~ .. 
Figura 3. Identificación del inicio de la transcripción. La flecha indica la posición + L 

RepA es un regulador transcripcional del operón repABC. 

Corno se menciona en el artículo, los productos de los genes repA y repB están 

relacionados con el control del número de copias, probablemente a través del control 

negativo de la transcripción del operón y por tanto, indirectamente limitando la 

expresión de la proteína de inicio RepC. Para probar esta hipótesis, la fusión 

transcripcional contenida en el plásmido pBBRIGUS-pl se movilizó a diferentes cepas 

derivadas de la cepa de R. etli CFNXI07 que contenían distintos plásmidos de la serie 

pKRE-, los cuales codifican uno o más de los genes rep transcribiendo bajo el control del 

promotor nativo (Tabla 2). 

Los resultados obtenidos indicaron que la actividad específica de ~-glucuronidasa se 

abatió siempre que RepA se proveyó en trans (Figura 4, carriles 3, 4, 6 Y 8). Sobresale el 

hecho de que sólo se requiere de RepA para inhibir completamente la transcripción del 

gen reportero (carril 8). Adicionalmente, RepB y RepC fueron incapaces de reprimir la 

expresión de uídA (carriles 5 y 7). De estos experimentos podernos concluir que RepA es 

un regulador negativo de la transcripción del operón repABC. 
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Figura 4. Identificación del regulador transcripcional del operón repABC. Carril 1, control 
negativo; carril 2, sin proteínas Rep; carril 3, RepABC; carril 4, RepAB; carril 5, RepBC; 
carril 6, RepAC; carril 7, RepC; carril 8, RepA. 

• Identificación de la región promotora reconocida por RepA. 

• Con el objeto de identificar el sitio de unión de la proteína RepA en la región 

• • • 
• • • 
• • • • • • 

promotora, se desarrolló un ensayo de protección al dimetilsulfato in vivo. Para ello, se 

usó DNA genómico de dos cepas de CFNX107 que contienen distintos pares de plásmidos, 

una con pBBR1GUS-p1 y pRK7813; Y la otra con pBBR1GUS-p1 y pKRE-prepA (Tabla 2). 

En este experimento se usó el oligonuc1eótido empleado para mapear el inicio de la 

transcripción. 

La Figura 5A muestra los resultados de este análisis. En el carril 1 se observa el 

patrón de protección a la metilación en presencia de RepA y en el carril 2 el patrón de 

metilación en ausencia de RepA. De acuerdo al análisis densitométrico practicado (Figura 

5B, panels a, b y c), tres guaninas colocadas en diferentes regiones mostraron protección a 

la metilación; la primera se encuentra en la posición +4 (región 1), la segunda mapea en la 

posición +22 (región II) y la tercera en la posición +27. Estos resultados sugieren que la 

región operadora de RepA se extiende de las posiciónes +4 a +27 (Figura 7). 
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Figura 5. Identificación del sitio de unión de RepA en la región promotora. A: Imagen del 
ensayo de protección al dimetilsulfato. Las flechas indican las posiciones protegidas; 
B: Análisis densitométrico de las regiones protegidas. Las gráficas muestra los resultados 
obtenidos en cada región (identificadas con números romanos). 
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Para comprobar estos resultados, el segmento limitado por el nuc!eótido +4 y +27 se 

eliminó y la actividad ~-glucuronidasa se midió en presencia y ausencia de RepA. Se 

encontró que la región removida se relaciona con el control negativo de la expresión del 

gen reportero (datos preliminares, Figura 6). 

Región promotora 
del operón repABC 

Gen llidA del plásmido 
pBBR1MCS-5 

LSSSSSS\syfsSS\\SSSS! 

-115 +1 

.' .... ' ........ ~\~S~S~S~S~S~\~S~S~~~,~S~,~,~"'~,~,~,~,~! 

............. ..:,~,~,~,~,~'~'~'~if"","',s 

RepA 

+ 

+ 

Actividad 
~-glucuronidasa 

30.419 (+/- 8.960) 

149.771 (+/- 8.268) 

37.273 (+ /- 12.180) 

153.858 (+/-30.874) 

140.033 (+ /- 8.568) 

Figura 6. Análisis genético de la región promotora/operadora del operón repABe. La 
expresión de diferentes fusiones transcripcionales fué analizada en presencia y ausencia 
de la proteína RepA Las barras negras representan la región promotora/operadora del 
operón repABe. Las barras rayadas representan al gen uidA. La línea delgada representa 
una deleción que abarca de la posición +4 a +27. Los datos son el promedio de tres 
mediciones independientes con sus respectivas desviaciones estandar. 

Características estructurales de la región promotora/operadora. 

De acuerdo a los resultados hasta aquí obtenidos, existe fuerte evidencia que el 

promotor y el operador del operón repABe se encuentran localizados dentro de un 

segmento de 127 pb curso arriba del gen repA. Para identificar estos elementos, se analizó 

manualmente la secuencia de esta región, y se encontró una organización muy similar a 

la estructura consenso de los promotores reconocidos por factores de la familia sigma 70 

de E. coli [TTGACA(N 17+/-1)TATAC/ AA/T]. Adicionalmente, de la posición -3 a la 

posición +37 se localizó una secuencia repetida en orientación inversa. La longitud de la 

secuencia es de 14 nuc!eótidos y los elementos estan separados por 12 pb. Cabe mencionar 

que en esta secuencia se localizaron dos de las tres protecciones descritas en la sección 

anterior, lo cual sugiere que corresponde al motivo reconocido por RepA. Los elementos 
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identificados en este análisis, aunados a la identificación previa de una probable secuencia 

de unión al ribosoma, localizada a 12 pb del codón de inicio de repA (Figura 7), 

conforman una organización transcripcional muy parecida a la encontrada en diferentes 

genes bacterianos. 

cTGCAGGATATAAACGGAAAAATCCATTTACTCTACGTTCCGGGTtTATCCACGTT 
pl ~ 

-35 -10 
AGCCTTTCGTTAACCTAAAACCCClfTGCTC~TGCAGAATCGGqTCTAA~AgCT 

p3 , , , 
AGTGGCGGAACTTTACGCTTTCGCGAAAAGTTCCGCCACTTGCAGGAAATGGATTT 
------------~~~ ~.~-----------

TGAGATG 

Figura 7. Secuencia de la región promotora/operadora del operón repABC. Las secuencias 
similares al consenso -35 y -10 de promotores sigma 70 se encuentran dentro de 
rectángulos. Se indican la posición del operador (flechas horizontales), del inicio de la 
transcripción (letra negrita), del probable sitio de unión al ribosoma (subrallado doble), del 
codón de inicio de repA (letras grandes), de las bases mapeadas por ensayos de protección 
(flechas verticales) y de la posición del extremo 5' de las fusiones transcripcionales 
analizadas (letras minusculas acompañadas por la identificación pI, p2 o p3). 

Comparación del promotor rep con otros promotores de diferentes Rhizobiaceas. 

Existen muy pocos trabajos realizados con genes de Rhizobiaceas en los que se hayan 

estudiado promotores diferentes a los de la familia sigma 54. En este sentido, y debido a la 

escasa información disponible, la predicción de las cajas -10 y -35 antes descrita requería de 

mayor sustento, así que para reforzar la hipótesis de que dichas secuencias están 

relacionadas con la actividad transcripcional del operó n repABC, se hizo un alineamiento 

entre la región promotora de repABC y diferentes secuencias promotoras descritas en las 

Rhizobiaceas. La colección de secuencias usada para este análisis se conformó, 

exclusivamente, por regiones promotoras en las que se conocen experimentalmente los 

sitios de inicio de la transcripción. 

Como se puede observar en la Figura 8A, el alineamiento reveló un substancial 

porcentaje de identidad entre las distintas secuencias equivalentes a las cajas -10 y -35 

descritas en este trabajo. Adicionalmente, sobresale el hecho de que la distancia de 

separación entre las diferentes regiones -10 y -35 varió únicamente de 16 a 18 nudeótidos, 

y que la distancia entre los distintos inicios de la transcripción y las regiones -10 variaron 
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de 4 a 7 nuc!eótidos. De este alineamiento se obtuvo la secuencia consenso que se muestra 

en la Figura 8B, la cuál es muy similar a la secuencia consenso de los promotores sigma 70 

de E. eolio Con base en este análisis, existe una buena probabilidad de que el promotor del 

operón repABC pertenezca a la familia de promotores reconocidos por la familia de 

factores sigma 70. 

A 
Rrn. trpE 

Re.repABC 

Rrn.heml\-P2 

Re.recA 
Bj. glnB-Pl 

Bj.groESL2 

Rrn.pck 

Re. lipA 

Bj.rrn 
Bj.etfSL 

Bj. fbcFH 

Bj .glnA 

Bj.groESL5 
At.groESL 

Rm.ntrA 

Rrn.heml\-Pl 

At.sigA 
Bj.groESL4-Pl 

Rm.nodDl 

B 

-35 -10 
TTCCCGCTTGCGCGCCA-GCGCAAGCCGCGCTAACACTTCCGCCA 

AAACCCCTTGCTCAAAATGC-AGAAT-CGGCTCTAATAGCTAGTa 

CAATTGCTTGACTTCGATCG-ATGTT-CGGGAGAATGAAGTTTIQ 

TCGCCTATTGCGAGAGT-GGAACAAATAGGGTACAAACTCGACA 

GAACCGTTTGCCT-ATTTCGTAG-TCTTCGGTATTTTGGGCCQ 

CTTTGTCTTGTTT-GCCG-ACCAAGCCGGCTTATTTTCGGAGC 

GGCTATCTTGTCTTGGGTCA-GCCTTGCCGGTATGTTCCGACQA 

TGACGGGTTTCCTTG-G-CGCCT-GCCTGCTGATATTCCTTCGG~ 

ATTGGCGTTGACAGC-CCGGAAGGTGGGGCCTATAACCCCAAC 

TCGCGCGTTGACCGGGCCGG-GTCAGGCCTTTAGGTTCCGCGCC 

AGCGGGCTTGCGCTCGCCCG-GCAAGGGTGCCAATAGAACGAT 

TCCGGGCTGGACGCTATCTG-AGCCGGGTGCTATCCCGCATTT 

CCTTTGCTTGACAGGATCGC-GGCCAAGCCATATTTCCGGGCQ 

CGCGTTCTTGACTCCGGGAG-AGCGCCTCCTTATCTCGGCTCT 

TCCACGCTTGACCAAATTCC-AGTAATAAGCAATTTTTGGGCCA 

TCCGGGGTTGACCACTGATC-GCTTTGAAGGAAGAAAGGCG~ 

CAAGGGGCGGACGGCGATGCGGCGGAACAGGTGTTAGCGTCAQ 

GAAGCCCTTGCCCCCGCAAAATTCC-TGTCCTATTTCAGCCT 

CCGCACCTTGATTCCATTAACTTCAGGGTTCTCTAATAGGACTC 

Referencia 
Bae el al. 1989 
Este trabajo 
Leong el al. 1985 
Tapias el al. 1997 
Martin el al. 1989 
Babst el al. 1996 
Osteras el al. 1995 
Taté el al. 1997 
Beck el al. 1997 
Weidenhaupt el al. 1996 

Thony-Meyer el al. 1989 
Carlson el al. 1985 
Babst el al. 1996 

Segal y Ron 1993 
Albright el al. 1989 
Leong el al. 1985 

Segal y Ron 1993 
Babst el al. 1996 
Fisher el al. 1987 

Consenso Rhizobiaceas TTG(A!C)C(T/C) 17+I-ITAT(A/T) (A/T) (TIC) 6+1-1 

7+1-1 Consenso E. coli TTG A C A 17+1-1 TAT A (A/C) (TIA) 

Figura 8. Alineamiento de las regiones promotoras de diferentes Rhizobiaceas. Las 
secuencias correspondientes a las cajas -35 y -10 se encuentran en negrita. El sitio de inicio 
de la transcripción se encuentra subrayado. At. Agrobacterium tumefaciens; Bj. 
Bradirhizobium japonicum; Re. Rhizobium etli; Rm. Rhizobium meliloti. 

El promotor del operón repABe no es funcional en E. eolio 

La elevada similitud que existe entre la secuencia consenso de promotores tipo 

sigma 70 de E. coli y la secuencia del promotor repABe, sugiere que dicho promotor 

podría ser funcional en E. eolio Para probar esta hipótesis, la fusión transcripcional 

contenida en el plásmido pBBRIGUS-pl se movilizó a una cepa de E. eoli uidA- (cepa 

BW21038), y la actividad específica de ~-glucuronidasa se evaluó. Los resultados obtenidos 

demostraron que el promotor del operón repABC no fue capaz de promover la 

transcripción del gen reportero (datos no mostrados). 
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Diversidad estructural de las regiones promotoras de la familia repABe. 

Como se mencionó anteriormente, el replicador básico del plásmido p42d pertenece 

a la familia de replicadores RepABC, los cuales son muy similares en organización, 

tamaño y secuencia. Con la finalidad de identificar motivos similares a las cajas -35, -10 Y a 

la secuencia operadora descritas en este trabajo, se alinearon las primeras 127 bases curso 

arriba del codón de inicio de repA de cada replicador. La inspección del alineamiento no 

mostró claras regiones conservadas, sin embargo, permitió identificar un grupo de 

secuencias formado por las regiones promotoras de los plásmidos p42d (R. etli), pRiA4b 

(A. rhizogenes), pTi-SAKURA, pTiC58 y pTiB6S3 (los tres de A. tumefaciens) en el que 

existen varias regiones conservadas. Sobresale fuertemente una región de 22 pb localizada 

curso arriba de la caja -35 en la que hay una identidad del 63 % Y que es indispensable para 

la transcripción (datos no mostrados). Adicionalmente, la región correspondiente a la caja 

-35 resultó idéntica en un 66 %, mientras que en las secuencias correspondientes a la caja 

-10 y a la inversa repetida no se encontraron elevados porcentajes de identidad (Figura 9). 

Con respecto al resto de las secuencias, éstas resultan ser muy diferentes a las del grupo 

mencionado, por lo que no se lograron identificar regiones similares a las 

correspondientes cajas -10, -35 Y a la inversa repetida descritas en este trabajo (datos no 

mostrados). En conjunto, estos resultados sugieren que los promotores RepABC son 

bastante diversos. 

p42d 
pRiMb 
pTi-SAKURA 
pTiC58 
pTiB6S3 

p42d 
pRiMb 
pTi-SAKURA 
pTiC58 
pTiB6S3 

p42d 
pRiMb 
pTi-SAKURA 
pTiC58 
pTiB6S3 

-35 

~:::~~AIC 
TGAAACGCGC G-T C 
---------- GTT C ==~~:Gq~~ 

iI-II~Tl~JAGCI CTT~li A -- TC GCT AATTGC CTT G 
C A TC ---- ----- - AAA C 
C A TC ---- ----- - AAA C 

TC ---- ----- - G T 

... 

11 HA IgiEI ~~~ 
A GATAA C--------
A GAATC C--------

Figura 9. Alineamiento de las regiones promotoras de plásmidos de Agrobacterium y de 
R. etli miembros de la familia RepABC. La linea gruesa señala el motivo curso arriba de 
la caja -35. Las flechas indican la posición de la secuencia inversa repetida. 
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El promotor repABC no es el único factor que impide la replicación del pSim en E. eolio 
El establecimiento de un plásmido en una bacteria básicamente depende de la 

adecuada interacción entre las proteínas requeridas para el armado del replisoma en el 

inicio de la replicación (del Solar et al. 1996). No obstante, intuitivamente es posible 

pensar que existen otros factores que pueden limitar la replicación de un plásmido en un 

huésped distinto al nativo. Entre estos factores se encuentra la adecuada expresión de los 

genes plasmídicos necesarios para replicar. 

Los resultados de este trabajo demuestran que el promotor repABC no funciona en 

E. eoli, lo cual sugiere que el inicio de la transcripción podría ser un factor limitan te para 

el establecimiento del plásmido en dicha bacteria. Si tal hipótesis es correcta, la 

substitución del promotor/operador repABC por la región promotora/operadora del gen 

laeZ permitiría romper la barrera que impide la replicación del replicador básico del pSim 

en E. eoli. 

Para probar esta hipótesis, se obtuvo un producto de PCR que amplificó 

exclusivamente la secuencia comprendida del codón de inicio de repA hasta el término 

de ine{3, usando un oligonucIeótido que colocó un sitio de unión al ribosoma 6 pb antes 

del codón de inicio de repA. El producto obtenido fue subclonado en el plásmido pSK+ en 

la orientación que permitió colocar al promotor del gen laeZ de dicho plásmido curso 

arriba del codón de inicio de repA. A partir de esta construcción se obtuvo un segundo 

producto de PCR usando oligonucleótidos que amplificaron desde el promotor de laeZ 

hasta el terminó de ine{3. Este último producto de PCR fue clonado en un vector 

(pMAK70S) que codifica una proteína de inicio de la replicación termosensible. 

Finalmente, se evaluó la capacidad de replicación del plásmido obtenido (pMAK70S

repABC) a la temperatura no permisible, encontrándose que dicho plásmido no fué capaz 

de replicar en E. eolio 

: : 
repA repB inea repC inef3 

Figura 10. Mapa genético de la fusión transcripcional de la región promotora del gen lacZ, 
y el operón repABe. La caja rayada representa al promotor de lacZ. La caja punteada 
representa un pequeño fragmento del gen lacZ. Las cajas negras corresponden a los sitios 
cis de incompatibilidad. 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

La propiedad que define a cualquier replicon es su capacidad de replicar 

establemente. Esta propiedad tiene importantes implicaciones, pués depende de la 

correcta y coordinada ejecución de diferentes procesos moleculares que involucran desde 

la expresión de una miríada de genes responsables de la replicación y segregación, hasta el 

reconocimiento y la interacción entre proteínas, o entre proteínas y DNA. El estudio de 

estos procesos moleculares se facilita usando como modelo a los plásmidos, debido a que 

son fáciles de aislar y manipular, suelen tener una organización relativamente simple, y 

su presencia no es indispensable para la sobrevivencia de la bacteria. Además, en los 

plásmidos adquieren una gran importancia los mecanismos de replicación y segregación 

debido a que determinan importantes cualidades como el rango de huésped, el número 

de copias y la incompatibilidad, todas ellas características que constituyen barreras 

moleculares que limitan la dispersión, establecimiento y por tanto, la historia evolutiva 

de tales moléculas. 

El replicador básico del pSi m de R. etli es un miembro representativo de la familia 

de replicadores tipo RepABC. Estos replicadores, aunque están ampliamente distribuidos 

entre las Rhizobiaceas, no han sido suficientemente estudiados. En este sentido, los 

resultados presentados constituyen la primera descripción minuciosa de las propiedades 

de replicación, estabilidad, incompatibilidad y de la regulación de la replicación de 

plásmidos de la familia RepABC. 

La función de replicación del operón repABC. 

La evidencia mostrada en el artículo señala que la proteína de inicio corresponde a 

RepC, lo cual concuerda con la situación observada en otros plásmidos de la misma 

familia (Bartosik el al. 1998; Tabata el al. 1989). Además de RepC, los datos obtenidos 

señalan que incf3 es un determinante de incompatibilidad y que es indispensable para la 

replicación. En teoría, para que una secuencia no codificante ejerza incompatibilidad debe 

de contener un sitio de unión para alguna de las proteínas de partición o de replicación. 

En este sentido, la inspección de la secuencia de incf3 no revela la presencia de iterones; 

sin embargo, es posible identificar una secuencia palindrómica perfecta que se encuentra 

dentro de una región de 77 pb en la que el contenido de AT es del 54.5 %. Este hallazgo 

resulta muy sugestivo, pues secuencias palindrómicas se han identificado como sitios de 

unión para proteínas de inicio de la replicación en los plásmidos pAL5000, R1 y AUV (Stolt 

y Stoker 1996; del Solar el al. 1998). Considerando estos antecedentes, además de la 
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localización, las características del palíndrome, el contenido de AT de la región aledaña y 

la necesaria presencia de incf3 para replicar, proponemos la hipótesis de que dicho 

palíndrome corresponde al sitio de reconocimiento de la proteína RepC y por tanto, que el 

origen de replicación se encuentra en la vecindad de esta secuencia. Para demostrar que 

RepC se une al palíndrome, experimentos de geles de retardo y u footprinting u pueden 

utilizarse. En cuanto a la localización del origen de replicación se podría establecer a 

través de geles de dos dimensiones. 

Un dato curioso es que la secuencia palindrómica presente en incf3 también se 

encuentra, en la misma posición, en el replicador del plásmido pRiA4b, pero no se 

encuentra en el resto de los miembros de la familia de replicadores RepABC. Con base en 

la alta conservación estructural de estos resplicadores, la hipótesis más sencilla sería 

pensar que todos los miembros de la familia RepABC contienen un mismo sitio de unión 

para la proteína de inicio y por tanto, el mismo origen de replicación. La evidencia 

reportada hasta el momento sugiere que este no es el caso. Una posibilidad para explicar 

tales diferencias puede ser deducida del polimorfismo mostrado por las proteínas RepC. 

Estas proteínas son las más variables de las tres proteínas Rep que caracterizan a la familia 

y por ello, se han propuesto como indicadores de la diversidad de replicadores RepABC 

(Burgos et al. 1996; Turner et al. 1996; Rigottier-Gois et al. 1998). Las diferencias entre las 

proteínas RepC sugieren que existe presión de selección sobre la etapa de inicio de la 

replicación, promoviendo el reconocimiento de secuencias muy distintas por parte de la 

proteína de inicio, lo cual explica la ausencia de palíndromes idénticos al encontrado en el 

replicador del pSim de CFN42. 

La función de partición. 

Los resultados del artículo sugieren que RepA y RepB son responsables de conferir 

estabilidad al replicador básico. La comparación de la secuencia de estas proteínas con las 

bases de datos demuestra que son similares a las proteínas de partición de la familia 

Sop/Par de E. coli. De hecho, mutaciones que afectan a los genes de partición de los 

plásmidos F y PI causan inestabilidad (Austin y Eichorn 1992) lo cual corresponde a la 

situación observada cuando se mutan los genes repA y repB. En adición a RepA y RepB, 

inca es una región que confiere incompatibilidad y que es dispensable al corto plazo para 

la replicación. El análisis de la secuencia de inca demuestra que se encuentra altamente 

conservada en todos los replicadores RepABC y permite identificar una región de 60 

nuc!eótidos en la que se encuentran dos secuencias directas repetidas de siete nuc!eótidos 

y dos secuencias repetidas de cinco bases. La presencia de secuencias repetidas es 
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característica de las regiones centroméricas de los plásmidos PI y F. Para el caso del 

centrómero de PI, existe una región de 82 pb en la que se encuentran seis secuencias 

repetidas que son reconocidas por la proteína ParB. Dos repetidas son de seis nucleótidos y 

están en orientación directa. Las otras cuatro contienen siete nucleótidos y de éstas, tres se 

encuentran en orientación directa y una es inversa con respecto a las anteriores (Davis et 

al. 1990). En cuanto al centrómero de F, este locus contiene doce directas repetidas de 43 

pb, Y dentro de cada repetida se encuentra una inversa repetida de 7 pb que es el sitio de 

unión para la proteína SopB (Mori et al. 1989). 

Con base en las coincidencias estructurales y fenotípicas de repABinca con los 

sistemas de partición activa de los plásmidos F y PI, se propone que el sistema repABinca 

es responsable de la partición activa del pSim, y que RepB es la proteína que 

principalmente se une a inca. Para demostrar esto se podría clonar inca en un plásmido 

inestable y complementar en trans con las proteínas RepA y RepB. Adicionalmente, se 

podría demostrar que tales proteínas pueden unirse a inca mediante geles de retardo y se 

podrían identificar los sitios de unión de las proteínas mediante footprinting. 

El promotor. 

El análisis de la región promotora del operón repABC permitió identificar una 

secuencia que es muy similar a la secuencia consenso reconocida por los promotores de la 

familia sigma 70. En dicha secuencia la caja -10 es 83 % idéntica a la correspondiente del 

consenso de E. coli, mientras que la caja -35 es 50 % idéntica a su contraparte en dicho 

consenso. Adicionalmente, la distancia que separa ambas cajas y la distancia entre la caja -

10 Y el inicio de la transcripción corresponden perfectamente con los requerimientos para 

el reconocimiento de promotores por factores sigma 70 (Harley y Reynolds 1987; Shlomit 

y Hanah 1993). Más aún, el alineamiento de 18 promotores de diferentes Rhizobiaceas con 

el probable promotor del operón repABC demuestra una elevada similitud estructural 

entre éstos y la secuencia consenso de promotores tipo sigma 70. Con base en los datos 

expuestos, se propone que el promotor del operón repABC es reconocido por factores 

sigma 70, situación similar a la encontrada en otros sistemas de partición y de replicación 

de diferentes plásmidos (i. e. PI, P7, R1) (Hayes et al. 1994; Jensen et al. 1994). 

La similitud encontrada entre el consenso de los promotores sigma 70 y el del 

operón repABC sugiere que este último podría funcionar en E. coli, sin embargo, los 

resultados obtenidos indican lo contrario. Tal resultado puede explicarse de varias 

maneras: 

1. Que la función del promotor depende de un activador que no esta presente en E. eoli. 
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2. Que existe un represor transcripcional en E. coli u otra proteína afín a la secuencia 

promotora del operón repABe que bloquea la transcripción del gen reportero. 

3. Que no hay transcripción debido a que existe alguna anomalía en cualquiera de las 

etapas que componen al proceso (reconocimiento del promotor, formación del complejo 

cerrado, isomerización a complejo abierto, elongación y término de la transcripción). 

4. Que el sitio de unión al ribosoma del replicador de R. etli no es funcional en E. coli. 

Para el caso de las dos primeras hípótesis, la información con la que se cuenta no 

permite descartar ninguna de las posibilidades, sin embargo, se puede hacer un 

experimento de retardo usando extracto total de proteínas para verificar si existe unión en 

el promotor repABe. Incluso con este experimento se puede verificar, en caso de 

observar retardo, si la proteína responsable es sigma 70. 

Con respecto a la tercera opción, un alineamiento de las proteínas sigma 70 de E. coli 

y de R. etli reveló una elevedada homología en las regiones responsables del 

reconocimiento de las cajas -10 y -35 (regiones 2.4 y 4.2 respectivamente) lo cual corrobora 

los datos obtenidos previamente por Luka y colaboradores (Luka et al. 1996). Si 

consideramos que la región promotora del operón repABe es similar a la secuencia 

consenso reconocida por el factor sigma 70 de E. coli, y si también consideramos la elevada 

homología observada entre las regiones 2.4 y 4.2 de las proteínas sigma 70 de ambas 

bacterias, cabe la posibilidad de que la RNApol de E. eoli pueda unirse al promotor rep. 

Una prueba sencilla para demostrar interacción entre la RNApol de E. eoli y el promotor 

de repABe nuevamente es un gel de retardo usando la proteína purificada. 

Si se acepta que el promotor del operón repABe es bastante parecido al consenso de 

sigma 70, y que las regiones de sigma 70 responsables del reconocimiento del promotor 

están muy conservadas, resulta probable pensar que ambos elementos interactúan 

apropiadamente; sin embargo, dicha interacción pude generar una estructura que altera 

las etapas de isomerización y/o elongación, lo cual impide la síntesis del correspondiente 

RNA. Con base en lo antes expuesto, se propone que la última hipótesis puede explicar la 

imposibilidad que tiene el promotor del operón repABe de controlar la expresión 

genética en E. eolio Para comprobar esta hipótesis primero se debe demostrar la interacción 

entre RNApol de E. eoli y el promotor repABe. Si existe unión, después se pueden hacer 

experimentos de transcripción in vitro con RNApol de E. eolio Si existe transcripción debe 

de haber algun factor en E. coli que impide la función del promotor. Si no existe 

transcripción, se puede caracterizar el complejo transcripcional formado para determinar 

con precisión el factor que impide la transcripción. 

Con lo que respecta a la cuarta opción, la secuencia propuesta para ser el sitio de 
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unión al ribosoma del operón repABe (CAGGAA) se encuentra muy alejada del 

concenso de E. colí (AGGAGG), además de que tampoco se encuentra a la distancia 

apropiada para que teóricamente funcione en E. colí (en esta bacteria, el sitio de unión a 

ribosoma suele encontrarse entre 5 y 10 pb curso arriba del codon de inicio del gen 

correspondiente). Con base en estas diferencias, es muy probable que el RNAm del operón 

repABe no pueda ser traducido en E. colí y por ello no se observo actividad del gen 

reportero. 

La regulación del operón repABe. 

Los resultados obtenidos indican que RepA funciona como un regulador negativo de 

la expresión del operón, y que su sitio de unión corresponde a una secuencia inversa 

repetida de 14 pb. Esta situación es muy similar a la que se presenta en los sistemas 

Sop/Par en donde las respectivas proteínas SopA y ParA reprimen la expresión del 

operón. Ambas proteínas reconocen secuencias repetidas que funcionan como 

operadores. Para el caso de SopA, las secuencias de reconocimiento son 2 pares de 

inversas repetidas de 7 nucleótidos, mientras que ParA reconoce una inversa repetida 

imperfecta de 20 pb. Ambos operadores se encuentran entre el promotor y el codón de 

inicio del primer gen del operón (Mari et a/. 1989; Funell et al. 1988; Funell et a/. 1991). 

Por otra parte, la actividad represora de RepA es concordante con el resultado de que 

una deleción de repA conduce a un aumento en el número de copias (ver artículo). En 

conjunto los datos obtenidos permiten concluir que RepA, además de su participación en 

la partición, funciona como un regulador negativo de la transcripción del operón 

repABe. 

Dado el alto porcentaje de identidad observado entre las distintas proteínas RepA, se 

esperaría que todas tuvieran las mismas funciones y que reconocieran secuencias 

similares en las región operadoras de sus respectivos replicadores; sin embargo, el 

alineamiento de las primeras 127 pb curso arriba de repA de cada replicador, indica una 

amplia diversidad en toda la región. Podemos pensar que dicha divergencia obedece a una 

fuerte presión de selección mediante la cual se ha favorecido la creación de diferentes 

promotores/operadores, o se ha promovido su localización en distintas posiciones con 

respecto al inicio del primer gen del operón. Coincidentemente, esta situación es similar a 

la encontrada entre los sistemas de partición de los plásmidos PI y P7. Ambos sistemas 

tienen la misma organización genética y pueden ser fácilmente alineados; sin embargo, 

virtualmente no existe similitud en las regiones curso arriba de los genes parA (Hayes et 

a/. 1994). 
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La incompatibilidad entre replicadores RepABC. 

Los resultados presentados en el artículo sugieren que inca e inc{3 son elementos cis 

de incompatibilidad asociados con la partición y con la replicación; respectivamente. En 

cuanto a las proteínas Rep, únicamente se identificó a RepA como un determinante de 

incompatibilidad, lo cual concuerda con la actividad represora que ejerce dicha proteína. 

Este fenotipo es similar al que ejercen las proteínas SopA y ParA; las cuales funcionan 

como reguladores transcripcionales capaces de ejercer incompatibilidad (Ogura et al. 1990). 

Curiosamente, bajo las condiciones experimentales usadas, la región promotora no 

resultó ser un determinante de incompatibilidad. Este resultado pudiera explicarse 

asumiendo que la concentración de operadores introducidos a la bacteria no fue la 

suficiente para unir a todas las proteínas RepA y por lo tanto, que no se alteraron 

drásticamente las funciones de RepA en la partición. De lo anterior se deduce que si 

introdujéramos un mayor número de operadores, se esperaría observar un fenotipo de 

incompatibilidad; sin embargo, cabe aclarar que esta situación no se presenta en 

condiciones naturales. 

Aunque en este trabajo no se demostró si RepC ejerce incompatibilidad, con base en 

su función, se esperaría que dicha proteína fuera un determinante de incompatibilidad. 

Las propiedades de incompatibilidad de las proteínas RepC nunca han sido demostradas, 

sin embargo, en trabajos previos se ha sugerido que las diferentes familias de RepC 

corresponden a grupos de incompatibilidad, y que la divergencia de RepC puede ser 

responsable de la compatibilidad exhibida por muchos miembros de la familia de 

replicadores RepABC (Li y Farrand 2000). La comparación de la secuencia de las proteínas 

RepC de los plásmidos pTiC58 y pTiB6S3 las agrupa en una misma familia; lo cual es 

consistente con la observación de que ambos plásmidos son incompatibles (Hooykaas et 

al. 1980: Nester y Kosuge 1981). Por su parte, la proteína RepC del plásmido pRiA4b se 

encuentra en una familia distinta a la de las anteriores proteínas, lo cual también es 

concordante con el hecho de que pRiA4b es compatible con los otros dos plásmidos 

(White y Nester 1980). 

En suma, el escenario actual presenta tres determinantes de incompatibilidad de los 

cuales, dos están relacionados con la partición y con la regulación (inca, RepA) y uno con 

la replicación (inc{3). En los sistemas normales, la replicación es la primera función que se 

pone en juego para el establecimiento de un plásmido y por lo tanto, sus elementos 

ejercen incompatibilidad en primera instancia, para después dar paso al efecto de los 

determinantes asociados a la partición. Debido a que el replicador mínimo del pSim no 
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presenta la organización observada en todos los replicadores hasta ahora descritos (un 

módulo de replicación y uno de partición transcripcionalmente independientes), en este 

caso se esperaría que RepA, una proteína de partición, confiriera la primera línea de 

incompatibilidad, seguida por los determinantes de replicación. Esta hipótesis puede 

explicar los resultados reportados por Rigottier-Gois y colaboradores quienes encontraron 

que dos plásmidos clasificados como miembros de una misma familia RepC son 

compatibles (Rigottier-Gois et al. 1998). 

Las bases moleculares de la replicación y de la partición del pSim. 

A continuación se propone el modelo que se muestra en la figura 11 para describir el 

funcionamiento básico del replicador del pSim. Debido a que RepC es estrictamente 

necesaria para la replicación, proponemos que esta proteína cataliza el inicio de la 

replicación a través de su interacción con la secuencia inc{3, dado que esta región tambien 

es indispensable para la replicación, presenta características típicas de un orígen de 

replicación (secuencias palindrómicas que pueden ser el sitio de reconocimiento para la 

proteína de inicio, y que esta n localizadas en una región rica en AT; Stolt y Stoker 1996) y 
genera incompatibilidad. Por otra parte, RepA y RepB son responsables de la partición y 
quizas interaccionan con la secuencia inca, a la que proponemos funciona como un 

centrómero. Si tal hipótesis es correcta, la interacción RepAB-inca podría funcionar 

como un segundo sistema de regulación de la replicación, limitando la expresión de repC 

a través de silenciamiento. Adicionalmente, RepA regula negativamente la expresión del 

operón y con ello, limita la expresión de Tepe. 

Con este modelo no se descarta la posibilidad que las proteínas RepAB también 

puedan funcionar como elementos accesorios para la replicación; ni que RepC podría 

participar en la partición, o que podría funcionar como regulador negativo de su propia 

expresión siempre que interaccionara con inca. Finalmente, tampoco se descarta que el 

orígen de replicación y el centrómero pudieran localizarse en una sola de las regiones cis 

de incompatibilidad. Siguiendo esta hipótesis, dado que inc{3 es indispensable, 

probablemente esta región contiene ambas funciones. Resultados obtenidos por Bartosik y 
colaboradores indican que RepB se une a un pequeño segmento de DNA localizado curso 

abajo del gen repC del plásmido pTAV1 (datos no publicados). Si recordamos que RepB es 

homóloga a SopB/ParB, y que estas últimas proteínas reconocen al centrómero de sus 

respectivos plásmidos, está última hipótesis podría ser verdadera. Ante tal situación,inca 

podría ser una región de control del inicio de la replicación o del contról del número de 

copias. 
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Figura 11. Modelo para explicar las bases moleculares de la replicación y de la partición del 
pSim de R. etli. Las flechas representan a los genes repABe. La barra obscura representa a 
la región promotora/operadora. Las barras rayadas representan al centrómero (C) y al 
origen de replicación (O). RN: Regulación negativa; P /0: Promotor/operador; P: Partición; 
R: Replicación; i: determinante de incompatibilidad. 

La incapacidad de replicación del pSim en E. eolio 

El experimento diseñado para probar si el inicio de la transcripción es el factor 

limitante para la replicación del pSim en E. colí, sugiere que existen otros factores que 

impiden la replicación del pSim en dicho fondo genético. 

La apropiada replicación de un plásmido en una bacteria depende de múltiples 

factores; sin embargo, se ha observado que el ensamblaje del replisoma es la principal 

limitante para la replicación de un plásmido en un fondo genético distinto al nativo (del 

Solar et al. 1996). Considerando tal observación, es posible que las proteínas de replicación 

del pSim no puedan interactuar con la maquinaria de replicación de E. eoli. 

Adicionalmente, existen otros parámetros que pueden limitar la replicación del pSim en 

E. colí. Por ejemplo, la topología del plásmido puede ser diferente entre R. etlí y E. colí, de 

tal manera que aun cuando la maquinaria de replicación funcione apropiadamente en E. 

colí, si el superenrollamiento del plásmido es tan diferente que oculta o altera estructuras 

indispensables para la replicación, es de esperarse que el plásmido no replique. Una 

situación de este tipo ha sido observada con plásmidos de Bacillus subtilis, en donde 

diferencias en el superenrollamiento impiden su replicación en E. coli (del Solar et al. 

1996). Otro factor que puede impedir la replicación del pSim en E. colí puede ser un 
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desbalance en las funciones de transcripción y/o traducción de los genes repABC. Así, un 

exceso de transcripción y traducción pueden generar la acumulación de productos hasta 

un punto en el que interfieren con el balance metabólico de la bacteria. 

La organización genético-funcional del replicador del pSim. 

Como se mencionó en el artículo, el operón repABC del pSim codifica las funciones 

de partición y de replicación. Esta situación es única y constituye el primer ejemplo en el 

que ambos tipos de genes son co-transcritos, y de acuerdo a los resultados adicionales, 

representa el primer replicón en que ambas funciones son coreguladas. 

La elevada conservación de la organización de los replicadores RepABC y su amplia 

dispersión en las Rhizobiaceas sugieren que al agrupar las funciones de replicación y 

partición se adquieren grandes ventajas. Quizás una prueba de tales ventajas la 

constituye el hecho de que el pSim es extremadamente estable. La estabilidad es una 

propiedad que depende de la correcta ejecución de las funciones de partición y de 

replicación. Si consideramos que, de acuerdo al análisis de la secuencia del pSim, 

aparentemente no existe ningún otro sistema de partición en dicha molécula (Dávila y 

colaboradores, comunicación personal), resulta indiscutible aceptar que el replicador del 

pSim es extremadamente eficiente. Es probable que dicha eficiencia obedezca a que al 

agrupar ambas funciones se adquieren importantes simplificaciones sobre los sistemas de 

regulación, lo cual disminuye la frecuencia de errores; además de que se cuenta con una 

organización genética que permite coordinar fácilmente ambas funciones y que puede 

generar una elevada especificidad. Esta situación puede ser de suma importancia pues los 

replicadores RepABC son muy comunes entre las Rhizobiaceas y de hecho, se ha 

demostrado la presencia de tres replicadores de la misma familia en R. etlí (Cevallos y 

colaboradores, comunicación personal), lo cual pone de manifiesto la necesidad de contar 

con sistemas de replicación y partición altamente específicos. 

Finalmente, a pesar de que los hechos demuestran que los replicadores RepABC son 

muy eficientes y específicos, es posible vislumbrar algunas desventajas de su 

organización. Por ejemplo, una mutación que afecte al sistema de partición puede afectar 

directamente la función de replicación, además de que al disminuir el número de vías de 

regulación se puede perder plasticidad de respuesta en situaciones adversas. 
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PERSPECTIVAS 

Los resultados aquí presentados son una pequeña contribución al estudio de los 

replicadores RepABC. Para consolidar los resultados obtenidos sugerimos lo siguiente: 

Replicación. 

1. Demostrar que en íncf3 se encuentra el origen de replicación. 

2. Demostrár que la secuencia palindrómica corresponde al sitio reconocido por RepC. 

3. Investigar que tipo de sistema de replicación sigue el replicador RepABC de R. ellí. 

4. Demostrar si RepC es un factor de incompatibilidad. 

5. Demostrar si RepC funciona como regulador negatívo de su expresión. 

6. Estudiar las propiedades bioquímicas de RepC. 

7. Identificar la etapa limitante para la replicación de plásmidos RepABC en E. coli. 

Partición. 

1. Demostrar si inca es un centrómero. 

2. Investigar que proteína(s) interactua(n) con inca. Identificar las regiones que 

interactúan con la(s) proteína(s). 

3. Probar si la interacción entre inca y las proteínas Rep proveen de un segundo sistema 

de regulación de la replicación. 

4. Identificar las funciones de RepB y probables funciones adicionales de RepA (como 

elemento del replisoma o del complejo de partición). 

5. Estudiar las propiedades bioquímicas de las proteínas RepAB. 

Transcripción. 

1. Definir con presición las bases con las que interactúa RepA. 

2. Definir la secuencia de unión al ribosoma. 

3. Definir con presición la secuencia de un promotor funcional en R. elli. 

4. Investigar la función de la secuencia localizada curso arriba de la probable caja -35. 

5. Probar la " fuerza del promotor" en R. etli. 

6. Establecer la etapa de la transcripción que limita la expresión del promotor de R. elli en 

E. coli. 
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