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RESUMEN 

La transferencia conjugutiva es un proceso de n1ovilií"..ución de DNA que requiere 

de contacto directo entre las superficies bactcrian~1s. Frccucntcn1cntc. el nu1tcl"ial genético 

trunsfi:rido es el que se encuentra en plúsn1idos. 

Rhi=ohil1111 et/i CFN42 es una bacteria capaz de fijar nitrógeno y de nodular lus 

ruiccs <.lt.: Pha...-eo/11 ... · \•11/gari ..... El genoma de esta cepa se crnnponc <.fo un cr0111osoma y 

seis pl.:ismidos (p42u-p42t). El p42d se ha definido con10 el plúsn1ido sin1biótico (pSym). 

y~t qw: llcvu la nu1yor parte de la información genética requerida par..i el cstublccin1icmo 

de unu n:laciún simbióticn eficiente. Soluincntc uno de estos plásn1idos .. el phísmido A o 

p42a.. es capaz de autotransforirsc en condiciones de laboratorio. su frecuencia de 

trunsfcn.:ncia es ultn y adcrnás este plásmido ayuda a la transferencia del pSy111. 

El objetivo de este trabajo fue conocer el 111ccanis1110 que regula la transferencia 

del p42a. Paro lo cunl se aisló y secuenció un cós111ido non1brado con10 pC-13. que lleva 

todos los genes necesarios para In autotransfcrcncia del p42a y para In 1novilización del 

pSy111 1ncdinntc Ja forn1ación de cointcgrados. El nnólisis de la secuencia n1ostró que los 

genes de trJnsferencia del p42a tienen unn alta similitud con los genes rrc1 y trh del 

pTiC58 de Agruhucteriurn tumefaciens. Se localizaron cuatro genes reguladores, tres de 

los cuales (lruR~ tral y cinR) codifican para proteínas de la familia Luxl-LuxR. El cunno 

gen. rraA-1. que codifica para un nntinctivndor de los genes de transferencia no se expresa 

b¡1jo lus condiciones probadas. por lo que el p42a parece ser un plásrnido dcsreprimmido 

p¡1ru transferencia conjugativa. 

Para analizar los patrones de regulación. se construyeron derivadas con 

111utacioncs en cada de los cuatro genes reguladores.- así como derivadas con ·cada· uno de 

ellos fusionados a un gen reportero. ~ . · -... : ... . :·., . " . 

Los experimentos realizados nlostraron que la_ transferC:rícia·-'del p42a es· un 
~ . . . . 

proceso dependiente de densidad celular •. El ·gen·· Ira/ codifiéll· para· una' proh:ina 

responsable de la síntesis de In 3-oxo-homoserinO .. l~cÍ~:;óa~::,..~R_ y':c-iriR ~e;;¡ r~guladores 
trunscripcionales que actúan a un tnismo' nivc.l_.·d~,>f.e~-i:.J~ciÓ1~~ .:n.111b~·· proleÍnns son 

necesarias para que la transferencia se lleven énbO~ 

Final111entc. se sugiere que entre los oriT-del p42a-y d-cl Psym existen diferencias 

importantes que les impide ser reconocidos Por~~~ -~·is~a.'nic~S~. -
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AOSTRACT 

Conjugntivc lransfcr nllo\.VS DNA cxchange bct\.Vcen hncterin. This process 

n:quircs intcrccllular contact. Frcquently .. the transfcrrcd gcnctic material is localized in 

plusnlids. 

Rhi:obilun etli CFN42 is a bacteriun1 able to fix nitrogen und to nodulatc roots of 

Phtt.w.:0/11.\· 1'111Karis. This strnin contains one chron1osomc and six plasn1ids (p42n-p42J). 

p42d has bccn idcntificd as thc syrnbiotic plasrnid (pSym). sincc it carrics n1ost of thc 

gcnctic inforn1ation rcquircd to estnblish nn efficicnt symbiotic rclationship. Only ont: of 

thcsc plasmids.. plasmid A or p42a. is nblc to self-tmnsfer undcr the cxperin1entul 

conditions tested. its transfcr frcquency is high, this plnsmid also functions as hclper for 

pSyrn transfcr. 

Thc objcctive of this ·work 'vas to undcrstand the regulation of thc tmnsfer 

1nccho:mism of p42a. A costnid clone was isolated and sequenced. 111is cosmid ,vas 

nmncd pC-13 and it was dcmonstrated that it carrics aJI the genes rcquircd for self

trnnsf'cr of p42a. It is also ablc to induce mobilizntion of thc pSym through cointegrate 

fbrn1ation. Sequcnce analysis showcd that transfer genes of p42a are homologous to 

tr .. msfcr genes of pTiC58 fron1 Agrobac/erium Jumefaciens. Four putntive rcgulatory 

genes wcrc idcntificd; three of thcsc (lral. lraR and cinR) belong to the LuxR-Luxl 

fü.mily. Thc fourth gene. 1raM. encades for an antiactivator oftransfer genes. TrnM was 

not cxprcsscd undcr thc experimental conditions testcd. Thus. p42a scems to be de

rcprcsscd for conjuga) transfcr. 

To analyze thc rcgulatory pattems. we constructcd derivativcs carrying n1utntions 

in cach one of thc rcgulator genes nnd transcriptional :fusions of thc regulatory genes to a 

rcportcr gene. Rcsults of thcsc cxpcrimcnts showcd that transfcr of p42a is a cell density

dcpcndcnt proccss. Ira/ encades a protcin responsiblc of 3-oxo-hon1oscrino lactan~ 

synthcsis. Tr..iR and CinR are trnnscriptional rcg~Jators; both of thcm act nt ·1hc sanie 

rcgulatory lcvcl. and both are rcquircd f'or tronsfer. 

Finally. vvc tbund that thcrc are ii:nportant difTcrcnccs betwccn thc uriT of p42a 

an<l th~ oriTofthc pSyn1. and wc suggcst.that thcse ditTcrcnccs prcvent thcn1 from bcing 

rccognizcd by thc snmc nickasc. 
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INTRODUCCION 

Lu Tr;.1nsfcrcncia Conju~Hfh•u .. 

El intcrcmnbio de DNA entre bacterias puede darse a truvés de varios procesos 

con10 son conjugación. trunsfonnución y transducción. Estos procesos son de grnn 

i1nportnncia ecológica y cvolutivu ya que pron1ucvcn el intercambio de inforn1ación 

gcnéticu entre bacterias de la misnm especie y en algunos casos entre especies o géneros 

diferentes. 

El proceso de transferencia mejor carJctcrizado es el del plás111ido F de 

H.\·c:hcrichiu c:oli y Jos plás111idos relacionados ccrcanan1cntc co1110 Rl .. RIOO o ColB2. El 

plásn1ido F tiene cerca de 100 kb de las cuales una tercera parte (33 kb) codifica parJ 

genes involucrados en su 111ovili:l'...ación (Firth cr al., J 996). En general este proceso es 

sirnilar para todos los plás111idos autotransfcriblcs aunque hay vnrinciones en los genes 

que purticipan en cada etapa .. así con10 en el mecanisn10 que regula el inicio de la 

conjugación. 

La transferencia conjugntiva implica el contacto directo entre Ja célula donadora 

que contiene el DNA moviliz.ablc y la receptora .. libre de este DNA .. Este contacto se 

facilita gracias a una estructurJ espec{fica llamada puente de conjugación o pilus el cual 

se produce en la célula donadora .. uniendo a las dos células (donadora y receptora). lo que 

pcrn1itc Ja transferencia del nlaterial genético como DNA de cadena sencilla .. a partir de 

Ja cual se sinteti7..a Ja cadena complementaria en Ja célula receptora (Firth et c1l.. 1996) 

(Figura 1 ). El material genético movilizablc puede ser de diferente naturaleza .. desde 

pequeños plásmidos hasta fragmentos de cromosoma e incluso el cromosoma completo. 

La interacción entre In punta del pilus y la superficie de la célula receptora parece 

inducir el contacto entre ambas células .. En el phisn1ido F se sabe que la proteína TraA es 

una precursora de la pilina llamada prepilina que requiere para su procesamiento los 

productos de traQ y traX (Manee\vannakul et al .• 1993; Moore et al .• 1993). Los genes 

trc1B, trae, traE. tr,a~. rral-(. tre:'_K. _traL.. trau.· 11:,aV. t':a1V. trbY y trhC participan en el 

cnsmnblajc de las su~unid_ad-cS-dc_ PiÜná pa.rá'formar et. pitus (Anthony et al .• 1996 .. Frost 

.,, al .. 1994). 
.:.·,_ 

La rctr~cci<?n __ -~Ué~~i~-~';\'.~cl :··pil~~.~··_ ocllS_i?~~d3: :.Pº-~·. la despolimcrización de la 

subunidad de pilina .. 11cva· al ace'rClln1ieríio Y ·cveÍltuálmente a la forn1ación de agregados 
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entre donadora y receptora (pareja conj~gativa)~ En di~~os agregad_os .. Ja·s_uperficie de 

umbas se enc~entra en contacto directo y llegan a ser lo. suficientemente esta_bleS para 

resistir fucrzns de ruptura. Para Ja estabilización dé Ja pa_reja conjugátiva~ se reqúieren las 

proteínas TraG y TraN que interactúan con la super~ci~ de la cél~Ja r~ceptora 

(Mnncc"vannakul et al., 1992). 

La movilización del DNA se inicia en respuesta a alguna señal generada por el 

contacto entre la pareja conjugativa. Para iniciar Ja transferencia .. 'el DNA .de cadena 

doble debe cortarse en un sitio específico llamado nic que con1prende alrededor de JO pb. 

El sitio de corte .. es un sitio de reconocimiento de Ja proteína relnxa.sa/helicasa .. que en &:) 

caso particular del phísmido F es Tral (Sherman & Matson .. J 994). Las hclicasas suelen 

ser 111uy específicas para cada sitio nic y catalizan la unión covnlente del extremo 5'" a sí 

misrna para iniciar la transferencia hacia la célula receptora en dirección 5'"-3'. Se sugiere 

que durante la transferencia esta proteína debe de asociarse con el siti~ de conexión 

intercelular a través del cual se moviliza Ja cadena sencilla de DNA. Como está unida al 

cxtren10 5'" del sitio nic .. también puede catalizar la rccircularización de la . cadeila 

transportada al terminar la transferencia. La síntesis de Ja cadena· r:cemplnzadll en _la 

donadora y Ja cadena complementaria en la receptora depende de las e~más ,del. huésped 

y no es esencial para la transferencia por si misma. 

EJ sitio de corte se localiza dentro de una región u~ad~,~~-g~~::~~~Í,~f~~encia u 

oriT .. en la cual se unen todas las proteínas neC~arias- pa~:~~~~~:t~(C·~.-~e'~~~~CÍiTiient~ y 

unión de la helicasa al sitio nic. Este c~mp~ej~ .~~i:'~J?~~:;i~lA~~¿~~J!_~¿~_oce_.: c'Omo 

relaxosotnn. En el plásmido F se sabe que particip~n-,T~·M·~:.,T~Ó ;:-.f~Y-.~~ rn· ÍonnaciÓn 

del rela.xosoma (Finh el al .• 1996). 

La región del -~riT sólo está conservad~·-e;~· ·~J~~idri~;;ela~i~~~~:~~- ~er~~amente; 
sin en1bargo .. la secuencia del siá~. de corte O nfC:,~~tá·~-~~--~~~~¿~~-da aun e~ pl.ásmidos 

distantes y es una región rica' eri AC. LÍl rCgión ... d,;J,uriT.tíPi~mcnte contiene un número 

de secuencias repetidas iOv~rsas ·o· dir~~~ _-·~uy~- fi.Ín~ió-~ no. se conoce aún con certeza. 

pero se cree que algunas d~ Iiis prOtCi~-q~C f¡,"~-~n'.ef~Jaxosoma podrían identificarlas 

(Firth et uf .• 1996). 

Un proceso conocido como ·exclusión de superficie impide el contacto entre 

superficies de células que llevan el mismo plásmido conjugativo. La expresión del gen 
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iraT del plásmido F ilnpidc que se fonnen los, agregados mediante C:l btoqu~o de. la unión 

del pilus al receptor. Mientras que el produCto. de-1raS previene que Ja· proteína Tral 

efectúe el corte (Frost el et! .• 1994). 

Ln tmns:fcrencia está controlllda Por l~s prOduCtos de IOs'· genes 1réiJ .. tra Y .. fin O y 
' - -~- ' . 

.fin/'. TraJ es un regulador' positivO dC Ja tran-SCripción. qÚc·· llctiV~ _el ciperÓO tru cuyo 

prin1cr producto es traYy que incJ"!yc todos Jos· genes qu~_intervienen en _Ja tmnsfCrcncia. 

excepto 1rc1!YI el cual es activado ·por ·:rrav. fi~O ·y finP, l;nn sido det~nidos como 

inhibidorcs de la fertilidad. La proteína FinO se une al tránsci-ito d~finP p~ra e~tabilizar 
su estructura secundaria. este transcrito- a s'":I vez Se une a _TraJ. impidiendo su actividad .. 

Por esta razón la transferencia de muchos phismido.s 'cCrc~finme~te r~Jacioriádos a F está 

repri1nida. sin embargo. en el plásmido F .. .' fino·- S~.'enc;:_ue.n.~~a· iO.terrumpido .. por una 

secuencia JS3 y con10 consecuencia In tmitSfererici~ d~_.e:s~'e pJ~mido está. desrepiimida 

(Firlh et u/., 1996). 

La transferencia co~jugativa ·d~ :· D~~·:·_~-~~~~~~/~~· ~~ ~-~Ó~ ·ti~~;;. ~e' etc:m~ntos:_; ~) 
clcn1cntos en ºlrans ... que inv~lucran 10~ ~~~~~.~t~~.:~~-.. 0~,~~-0.é~-i.~~-y ~~;.~-~-~~q~~~~~~s ·~ara' 
el cone y movilización ~el. D~A;. p~ '1.a',f?~~~i~.~~'.z~.~l~~P,:~~n~~-\Í~---.~~~j~~-~~i~~ .. ~ ·l~s 

=~:::,¡:::~~r:;s y 2) elemento :e~;f~~11~~~w:i~~~~~~t?:1;f~~~i,¿,~·-¡,¿~·,~2~rta, 
De acuerdo a su· capacidlld dC "mOViliZnéión:1 IOS pJáSinidos ~PUCdCn .. clasifical-sC 'en 

;:~~f::ª§ª~:Bt5f ~f-~i~~¡t~:= 
se les conoce como .. ~helpers ... ~a , que · ~on .-,capaces; de_' co~~lementar_'. la <función· de 

transferencia de Jos plásmidos movilizables.' "'"'·:,·~r. ~?:~;;~ :~~::'.::/::.~. 

2. Plás1nidos n1oviliznbles: Son aquellos cú.Yo -DNA p~~c .·I~ .r~si~~-:".~ec~~~i-ill Para ser 

transferido o 1novilizado a una célula receptora... o se~ ~1 ·orig~·n ·d~.tran"~féi"C:iu:i~-u oriT. 
~-. • - • • •• •• • ' j 

pero no los genes necesarios para iniciar dicha transferenc~~·.·· , ' · -..... ,_· 

3. Plás111idos autotransferibles: Son capaces de promover Su tra_nsferé::nCia autónoma. es 

decir~ son conjugativos y movilizables. 
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A 

RECEPTORA D(NADORA { J Transrereacla C:::J -------- deDNA ------1~ Q 

~ d?&&&-a 
Unión at.ravh _.... Retracción del ____.... Elltablllzaclón ----- Sep-e1taclón 

del pUus pllus 

H 

Figura l. Etapas de la transferencia conjugativa. A) El contacto intercelular comicn7..a cuando In 

punta del pilus producido por la célula donadora interactúa con la superficie de la célula 

receptora. la retracción sucesiva del pilus acerca progresivamente ambas células. La interacción 

entre las superficies estabilizn la asociación entre ambas células durante Ja transf"crcncia de DNA. 

Después de que la transferencia de DNA se ha concluido. un proceso activo separa el par 

conjugativo. Ahora ambas son donadoras. B) El evento de Ja transf"erencin de DNA comienza 

cuando el contacto establecido por el pilus. transmite una scilal de conjugación a un complejo 

protcinico que incluye la relnxasa. Este estimulo el desplazamiento de unn cadena sencilla de 

DNA. In cual pasa a la célula receptora. Después del corte9 In relaxasa permanece adherida ni 

extremo s• del oriT. La transf'crencia temlina cuando la cadena transf'crida se recirculariza de 

nuevo (Tomado de Firth et al .• 1996). 
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El fenómeno de ••Quorum scnsin~··. 

Las bacterias tienen la habilidad para detectar y adaptarse a las constantes 

tluctuacioncs ambientales. A través de la evolución han desarrollado la capacidad de 

detectar las variaciones del nledio donde se desarrollan. e iniciar cascadas de señales 

n1olccularcs que llevan a can1bios en la expresión de los genes. Uno de los parámetros 

que las bacterias perciben y controlan es su densidad poblacional. A altas densidades de 

población las bactcrius producen, liberan. detectan y responden a ciertas moléculas 

conocidas con10 autoinductorcs. 

En 1970. Nclson et al., describieron por primera vez un proceso controlado por 

uutoinducción .. en este caso fue un fenómeno de luminiscencia en una bacteria marina que 

coloniza órganos de algunos peces nlarinos y ccf"alópodos: Vibria flscheri. Esta bacteria 

produce un compuesto difusible llamado autoinductor. que secreta al ambiente y se 

acumula n medida que la población crece. Cuando In población alcanza cierta densidad, 

la concentración de autoinductor es Ja suficiente para activar los genes responsables de 

producir la luminiscencia (lux) entre los cuales se encuentra el propio lux/. el gen 

responsable de In síntesis del autoinductor. como consecuencia el nutoinductor aun1enta 

su propia síntesis. es decir. se autoinduce. 

Este tipo de respuesta ha sido enco_ntrado en muchos otros sistemas en los últimos 

años. el esquema general parece estar conservado: Las bacterias producen cantidades 

basales de ºsefiales moleculares ... ·o~ autoinductores que se liberan al exterior. La 

acumulación de estos compuestos. l~S-Pe~ite ·detecta; su propia densidad de población y 

cuando alcanzan cieno unib~l~~:·;~_eJ-:<·~l#o.irlductor interactúa con un activador 

tr •. mscripcional para activar ia Cx·P~~iÓ_~''·d~·;ge·~es específicos involucrados en una gran 

variedad de procesos _tale~.:(~~-~AJ;'~:~!.~X~~!~,iscencia. producción de antibiótico_s. 

transferencia conjugativa~- etc •. y- adCffiáS·aUffié~ul. la expresión de los genes involucrados 

en la síntesis del autoi~·du~~o~ y·~i~i 1egulador transcripcional. A este proceso se le cónoce 

como regulación' de_- Sc'n·es;--~~pendieótes de densidad celular o .... Quorum sensing .. (Figura 

2). 

El proceso de .... Quorum scnsing•• es muy común en la naturaleza paniculnrmente 

en proteobacterias · que se relacionan con hospederos eucariontes. En Pseudon1onas 

aerugino.\·a. un patógeno humano oponunista. se han descrito dos sistemas jerárquicos de 
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··Quorum sensingº: el prin1ero llarnndo Lasl-LasR controla al segundo sistema Rhll-RhlR 

y mnbos regulnn la expresión de genes involucrados en la producción de una gr-J.n 

variedad de fhctores de virulencia co1no son: proteasas .. hemolisinas .. exotoxinas .. elnstasa .. 

etc ... así como In formación y manutención de biofilrns (Pesci et al., 1997). 

Erwinia carotovora .. un patógeno de plantns empica un sistema de .. Quorunl. 

sensingº Jlatllado CarR-Carl .. para la producción de un antibiótico que le permite eliminar 

la competencia de otras bacterias por el sitio de infección en la planta. Este sisten1a 

tainbién regula Ju producción de exotoxinns (Rcverchon et al., J 998). 

Serratia lic¡uefaciens .. es un oportunista patógeno de animales. El sistema de 

ºQuorum sensing• .. de esta bacteria induce e':" las células una dif'crenciación que les 

pcnnitc moverse por "-swarmingº sobre superficies sólidas. Presumiblemente.. este 

con1portamiento les pern1itc una óptima diseminación cuando la poblnción llega u ser 

demasiado grande para ocupar un solo sitio y las bacterias requieren movilizarse para 

colonizar nuevos sitios. Este sistema SwrR-SwrI. también regula la expresión de al 

menos 28 proteínas (Givskov et al .• 1997; Eberl et a/., 1996). 

Este tipo de sistemas se han hallado en vnrias especies de Rhizobiacens. En 

Rhi::obium /eg11mi11osarun1 .. se han local~zado los genes cinR y cin/ en el cromosoma Jos 

cuales iniciar una compleja cascada regulatoria; el producto de cin/ es responsable de Ja 

síntesis de la 7-cis-C14-homoserino Jacto'ñll Ciue ll'sú· vez regula otro sistema. RhiR-Rhil. 

localizado en el plásmido autotransferible pRLIJI (Lithgow et al., 2000). 

El Au•oinduc•or. En )as proteobacterias·e1 tipo. de autoinductor más común es alguna 

homoserino lactona acilada _o acil~HsL (Fu~ua-·~t al., .-·996). La estructura general de 

estos compuestos consiste en una-~3.d.en~-d'e.~'~i10~·-U~ida ~ediante ':In enlace amido n una 

hon1osi.:rina lactonizada. 
. :::· -,, _ _.:, ... 

Las acil-HSLs producidas por dif"erentes bactCrias pueden diferir con respecto a la 

longitud de la cadena de ·acilos~ la.naturaleza de,la".sustitución-en el carbono 3 y/o la 

presencia o ausencia de un~ o alás·. i~~~~~cion . .;s ·en·· cÍ.ich~ cadena. Algunas bacterias 

produci.:n solo un tipo de compuestÓ~ ~~¡1.:.HsL~ mientras que otras producen varias como 

d caso de Rhizobiun1 et/i. CNPAFSJ2 que produce 7 compuestos (Rosemeyer et al .• 

1998). 
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J>arn la síntesis de acil-HSL .. se requiere una proteína miembro de Ja familia Luxl. 

Todas las proteínas de la fbmilia Luxl dirigen Ja síntesis de acil-1-ISL especificas. Su 

función es catali?..ar la ligación de S-adcnosilmctionina (SAM) y una cadena de ácidos 

grasos derivada de una proteína acarreadora de grupos acilos (ACP). Los estudios de la 

expresión de lux/ y Jos genes hon1óJogos de diversas especies ha~ demostrado que LuxJ 

es necesario y suficiente para dirigir Ja síntesis de acil-HSL .. esto implica que Jos sustratos 

pura la síntesis son intern1ediarios de las rutas metabólicas con1unes. al menos en las 

protcobactcrias. La cadena de acilos se obtiene del acil-ACP de la ruta de biosíntesis de 

Jos ácidos grasos (More e1 al .• 1996). Esto se sabe porque con1puestos que inhiben esta 

ruta. tan1bién bloquean Ja síntesis de acil-HSL y no así con1puestos que bloquean la vía 

de Ja [}-oxidación. En cuanto al anillo de HSL, este es proporcionado por una molécula 

SAM .. que a su vez es intennediario en la interconversión treonina-metionina. Se sabe 

que solamente mutaciones que bloquea la síntesis de metionina ocasionan que la cepa no 

sintetice acil-HSL. Las mutaciones en cualquier otro intennediario distinto de s.AM 'n_? 
tienen ningún efecto (Val and Cronan., 1998). 

El Acti'\•ador Tran!'lcripcional. En los últimos años se han descrito varios ~omólogos. de 

LuxR. Todas ellas poseen una región de interacción con la acil-HSL en el extremo ami.i:io 

terminal y un dominio hélice-vuelta-hélice de unión a DNA en el extremo. carbóxilo 

terminal. LuxR es un polipéptido esencialmente citoplásmico aunque se ha sug~~i<l:~,~que 
podría estar asociado a membrana y que al pegarse. las moléculas de acil-HSL :aliCra'n 

esta asociación y LuxR se separa de Ja membrana. Las proteínas tipo Lux~ r~q~ier~~·.d~·· , 
. .· .. -.: , ·~ ', '· . 

GroL y GroES para poder doblarse y adquirir su confonnación activa .. Sus carbOxilos··. 

terminales son homólogos a dominios de unión al DNA de un grupO d~~··r~~~1ad~r~s 
transcripcionales entre Jos que se incluyen FixJ., NarL. etc. (Fuqua eiaÍ .. :.1 ~?.4>.~}Y '.::"·~::,~_"::: 

En Ja mayoría de los casos. la unión de la acil-1-ISL a las proteínaS:dc;; ·1á~faiTiilia 

LuxR. causa en estás últimas cambioS confonnacionales y estimula· Ja· ~~¡-~¡~~~j~~!Ó~. 
La proteína requiere estar en: fo:n:nª dC d~mero para poder unirsC ª .. DN~~ -~O~(.~.~~:~ail~~ la 

unión de la acil-J-ISL se ne~esit~ p~ la activación mediada por las prot~Í'n-~\í~.i~:f~Úia 
Lux R. 

Las cajas /..x. Un tercer. ~lcmento. rCé¡uerido para este tipo de autoinducción es un 

elemento de DNA que actúa en -... cú;•• ... Los miembros de la familia LuxR requieren una 
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secuencia de DNA nsociada al gen blanco para activar l,n tm~scripción. Ln caja lux es una 
. . 

secuencia invertida repetida de aproxinmdcm1ente 20 pb localizada· corriente arriba del 

inicio de transcripción del opcrón. Esta cllja se .ha· encontrad~ en In n1nyoría de los genes 

regulados por proteínas· de Ja fnn1ilia LuxR y· SU t~n1año vnri~ ent~e 18 y 22 pb. La 

sccuencin de estas cajas cst~ conservada C:~ I~ .maYOrf~.ét.eJ~s· c~o~9 ·~¡~embargo existen 

ufgunos genes cuya regulación claramente ·depende de un·micmbro de In t3milia LuxR 

pero sus cujas no son fácilmente identifi~¡¡blC~, (Whit~~~¡.d.Ct ª'~· ~001 ). 
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A. Baja Densidad 

B. AIW densidad. 

Lual ..... , 
Acll-ACP 
+ IAM 

-~lu ... 

~"""lclolAl•IE~ 

¡ 0 j+ \... Lual 0 OHHL e -· ~- = •---i .... = 
~ = 

= \ 

= 

' . 
Fieura 2. Como ejemplo se presenta la regulación de la bioluminiscenci~ ~-e Y.'fl~~/l~ri: A) A 

b::ljn dcnsidnd celular,,, In transcripción de los genes para la bioluminisé:COciB (lux/CDABEG) es 

baja e insuficiente para la emisión de la luz debido a los bajos. niv~l~~·;-~~Í·,~~ioirlductor N-(3-

oxohexanoil-L-homoserino lactona (OHHL). B) A alta-dcnsid8d./CC1ÚhiT/·-~-· alcanza una 

concentración crítica del autoinductor. El autoinduct~~ s~~u"~~··~"L~iR";~-:~tI;nul~ .la· transcripción 

de /uv/CDABEG,,, lo que lleva a un rápido aumentO, en_.· Ía ··p~~d~~~¡{;,;·· d~1 "·autoinductor y a la 

emisión de luz (Tomado de Whitehead et al •• _"2001)> _AC_·¡_>~Pr~~~f~a acarreadora de grupos acilos., 

SAM=S-adenosilmetionina. 
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.. l'ransfcrcncia de pTiC5H de Agrt1bacteri1111r t11111efacie11.•;. 

A. tu111efuciens es una bacteria de la familia Rhizobiaccae capaz de fbnnnr 

tumores en plantas superiores mediante Ja invasión del tejido vegetal. Las cepas de A. 

111mefttcic11.\· tienen un plásmido llamado pTi (del inglés tumor induction) en el cual se 

Joc:1Ji7..a.11 genes que pcrn1itcn la transferencia de DNA a través de dos procesos 

independientes. 

El prin1ero de estos procesos~ involucra a los genes vir que codifican par'a 

proteínas que pcrn1iten transtCrencia de cierta región de DNA plas1nídico conocida col-no 

T-DNA. Algunas de las proteínas Vir reconocen señales producidas por tej_idOs'dañcidos 

de la planta y desencadenan una cascada de señales que lleva a la expre,sión ·de ·otros 

proteínas Vir que connn los bordes de la región del T-DNA y la transportnrl c~n~o cadena 

sencilla a Ja célula vegetal n través de unos poros formados principalmente, por, proteína 

VirB (Wcising & Knhl. 1996). El T-DNA se inserta por recombinación· ilegitima en el 

genoma de Ja célula vegetal. La expresión de los genes contenidos cn._ef T-DNA dentro 

de In célula hospedera.. induce el crecimiento del tejido vegetal .Ú> ~ual ocasiona In 

formación del tumor y además dirige la síntesis de las opinas que ~on compuestos 

utilizados por las bacterias como Cuente de carbono y nitrógeno.: ~ 

La presencia. de las opinas estimula el segundo -,pr~C~s'?: de trm:::sf"erencia .. Ja 

transferencia conjugativa del pTi entre la población d~ ~ag~~b~cl¿;ri~~ ci~e pCrmanece en el 

exterior de la planta. En el pTi están codificados también: ·iod.;·5 ·.-?#' liénes necesarios para 

este segundo proceso de transferencia {Ira y lrb). ·<· · :·:,\ ;,·,' 

La conjugación de Agrobaclerium req~ie~~--.-~~~:tb~~j~· f~~t~r de conjugación 

autoinduciblc. que se ha sido identificada como una J~>"c:o~~t~~Ú-HSL. La síntesis del 

factor de conjugación depende de la presencia. de :·-~·~~ ."'h~~~serino Jactonn sintasa 

codificada por el gen Ira/ que pertenece a Ja familia'de L~i'(PÍPer el al .• 1993). 

Estudios realizados por Piper et al .• (1993)~ indicim ·que· Jos genes tra son 

regulados positivamente por el activador transcripcional -·~rDR perteneciente a la familia

dc LuxR (Grccne y Zambryski. 1993); este gen activa POr lo.Íncnos· tres promotores en el 

pTiCSS. 

Pip~r & Farrand (2000) demostraron que Ja transferencia conjugativa del 

plúsmido pTiC58. así como la inducción de los genes de transferencia son dependientes 
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de la densidad de población y que ambos procesos pueden ser inducidos a densidades 

bajas si se adiciona el nutoinductor al medio. quedando en claro que an1bos responden a 

un 111ccanisn10 de ... quorun1 scnsingº. 

El n1ccanismo de regulación de los genes de transfci:encin en el pTiC58 se efectúa 

de Ja siguiente numera:_mientras no hay opinas presentes. los genes para el cataboJiSmo 

de las 111is111as y los genes involucrados en la transferencia del plásmido están reprimidos 

fuertemente por el represor AccR. Después de la inserción del T-DNA. la planta 

con1icn7..a a producir y secretar opinas. cuando éstas son abundantes entran libren1ente a 

las células bacterianas y se unen al represor AccR: esto lleva n In desrcpresión de los 

gi.:nes involucrados en. In utilización de las opinas y del gen que codifica para el regulador 

trnnscripcional TrnR. El nutoinductor se produce constantemente a un nivel basal pero 

cuando aumenta la producción de TraR y se une ni autoinductor .. este complejo también 

aumenta la expresión· del gen tral .. responsable de la síntesis del auto inductor y además 

induce la expresión de todos los genes tra y t':b responsables de la transferencia del pTi 

(Grccnc & Znmbrysky. 1993. Figura 3). 

Otro gene involucrado en la regulación de la transferencia en Agrobacterium, es 

traM. Este gen. está presente tanto Cn el pTiC58 como en el pTiRlO con un 78'Vo de 

identidad entre ambos (Hwang et al., 1995) y codifica para una proteína que reS,uta 

negativamente la expresión de los genes tra. Este regulador negativo parece· i-naCti~aí-' 
< ' 

TraR impidiendo que se una al autoinductor y evitando asi que fonne los <limeros n,ct~Vos. 

Debido a eso es necesario que exista dentro de la célula un exceso ,_.de Tia.R ·paro 

contrarrestar el efecto de TraM. -Eso.explicarla porque la conjugació'n. no·_~C\i~-:e~ 
ausencia de las opinas. ya que cuando estas no se producen. la cxp~esiÓ~ d~ '':~R s&10·~~ 
da a un nivel basal y TmM inactiva la pequci\n cantidad de productÓ .. previrliendo la ' 

expresión de los genes de transferencia. Cuando las opinas están presentes. se desrCj)rifne 

la expresión de traR y se pr~duce la proteína en cantidades suficientes para que no ~aya 

efecto por TraM y entonces pueda inducirse Ja expresión de los otros operones 

involucrados en la transferencia (Piper & Farrnnd~ 2000). 
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.. ~ÍJ.!U1"1' 3. Durante el establecimiento del callo en plantas infectadas por Agrohuc1eri11111. las 

sci\alcs de ••Quorum sensing" juegan un papel en la inducción de la expresión de los genes 

rct¡ucridos parn utiliz.."lción de opinas y la conjugución de plásmido. A) En una planta no

trnnsformada,. el represor AccR codificado en el plásmido Ti reprime la expresión de Jos genes 

para Ja utilización de opinas, para Ja producción del autoinductor (Al) y para la producción di:: 

regulador TraR. B) En el sitio de infección de una planta recientemente transformada. Ja planta 

produce las opinas (•), que son secuestradas por Ja bacteria y se unen a AccR. C) En un callo 

establecido,. las opinas propician una alta densidad poblacional de Agrobacler/um, y Ja bacteria 

comienza a producir altos niveles del autoinduclor (9). el cual. al alcanzar una concentración 

critica. se une a TraR ocasionando la activación de los genes de la transferencia conjugativa y es 

entonces cuando la conjugación se lleva a cabo. (Tomado de Grecne & Zambrysky, 1993). 

Generalidades de Rhizobium. 

Las especies de RhizobiunJ son bacterias Gram-ncgativas del suelo. fijadoras de 

nitrógeno. y capaces de fonnar nódulos en raíces de plantas leguminosas. al establecer 

una relación simbiótica con su planta hospedera. El orden de Jos Rhizobiales es parte de 

la clase Alfaproteobacterias y contiene las siguientes familias: Rhizobiaceae. 

Bartonellaceae. Brucellaceae. Phyllobacteriaccae. Mcthylocystaceac. Beijcrinckiaceae. 

Brudyrhizobiaccac,. Hyphopmicrobiaccac, Methylobactcriaccae y Rhodobiaceae. El 

género Rhizobium. Sinorltizobium y Agrobacleri111n pertenecen a Ja familia Rhizobiaceac; 
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,\4e=orhi:ohi11111 a la fantilia Phyllobncteriaceac y Bradyrhizohiu111 a la fa1nilia 

Bradyrhizobiaccac (Garrity. 2001 ). 

En los géneros Rhizohi11111 y Slnorhizohi111119 la mayoría de los genes para 

nodulación y fijación de nitrógeno están localizados en plásmidos de elevado peso 

ntolccular (de 180 kb a 1.3 Mb) llamados plásn1idos sin1bióticos o pSym. Algunos otros 

genes in1portantcs pura Ja simbiosis pueden estar en otros plásmidos o en el cromosmna. 

Micntrus que en Braclyrhizohi11n1. A-lesorhizohium y Azorhizobi11n1 los genes para Ja 

nodulación y fijnción de nitrógeno se encuentran en cron1oson1a con excepción de M 

an1orphac que tiene un pSynt de 930 kb. Típicumente9 las cepas de Braclyrhi=ohium no 

sólo no tienen un plásmido simbiótico sino que carecen de otros phisn1idos. 

Los plásmidos no simbióticos suelen llevar material relevante para diversas 

funciones tales como utiliznción de metabolitos de la planta. compuestos aromáticos y 

diversos azúcares y frecuenten1ente. a pesar de no ser indispensables para In nodulnción si 

tienen un efecto en Ja misma y son necesarios para una óptima relación simbiótica. 

(García de los Santos et al .• 1996). 

Otra de las características imp~rtantes del genoma de Rhizobium es la presencia 

de secuencias reiteradas de DNA y de elementos transponibles. lo cual lleva a frecuentes 

rearrcglos genómicos. 

En algunos casos.. los genes para In simbiosis se localizan en transposones 

conjugativos sitio-específicos, llamados islas simbióticas. insertos en el cromosoma. Este 

arreglo permite Ja movilización de la isla simbiótica como se ha observado en la isla 

simbiótica de M. Joti tanto en condiciones de laboratorio como en el suelo {Sullivan et al .• 

1998; Sullivan et al., 1995). 

Plásmidos movilizahles de Rhizobiurn. 

La movilización de los plásmidos simbióticos parece ser un proceso común entre 

las poblaciones de Rhizobium en el suelo. En el plásmido simbiótico pNGR324n de 

Rhi=obi111n Sp. NGR2349 se han localizndo genes de transferencia identificados por su 

alta homología con los genes Ira y trb del pTiC58 de A. tumefaciens9 (Freiberg et al .• 

J 997). En R. Jeguminosarun1 bv. viceae y R.leguminosarum bv. trifolii se han reportado 

plásmidos movilizables (Johnston9 1982,, Hooykaas9 1981). Por otra parte9 varios estudios 
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de pobluciones de Rhizohium han demostrado Ja presencia de plásn1idos. silnilarcs en 

diJCrcntcs tbndos genón1icos. Jo cual sugiere In ocurrencia de trnnSferencin horizontal 

durante In diversificación de poblaciones naturales de Rhizohium en sucio (Gcniaux et c1/ •• 

1993; J-lcrrcra-Ccrvcra et al., J 9~9). 

En Sinorhizohium 111eliloti se hnn identificado Jos genes traR y traA-1. homólogos u 

genes reguladores de la transferencia del pTiCS8 y que f'ommn pune de un sistema de 

··ouorurn scnsing"\ se propone que este sistema podrin regular transferencia aunque esto 

no ha sido demostrado experimentalmente (Markcton & Gonzñlez. 2002). 

En R. /eg11111ino ... ·aru111 bv. viciae parece existir una red de regulación complejn 

tbnnndu por varios sistcn1as de º'"Quorum scnsing••. Uno de ellos, CinR-CinJ, se ha 

localizado en el cromoson1a. Mutucioncs en cinl tanto en In donadora como en In 

rcccplom. se requieren para que disrninuyn la frecuencia de transferencia del plásmido 

nutotrJnsferiblc pRLIJI. En este plásmido se encuentra un operón tral-trb homólogo al 

del plús1nido pTi de A. 1u111efaciens. Adyacentes a los genes trb se localizan los genes que 

codifican para otros reguladores transcripcionalcs de In familia LuxR, hi~·R y triR, 

necesarios para Ja transferencia del pRLIJI ya que mutaciones en cualquiera de ellos, asf 

corno mutaciones en Ira/ inhiben la transferencia del plásmido. ~stos sist~mas~· y otro 

localizado en un plásmido no simbiótico. RaiR-Rail influyen en otras f'unciones celulares. 

además de Ja transferencia. como crecimiento y nodulación (Wilkinson et ~.':11 .• t2002; 

Wisnicwski-Dyé el al .• 2002). 

La transferencia del pTiC58 de A. tumefacicns. que se ha descrito es, hasui el 

n10111cnto. el sistema mejor caracterizado de todas las rhizobiaccas. 

El genoma de Rhizobiun1 etli. 

Lu cepa R. etli CF'N42 forma nódulos en raíces de plantas de f'rijoJ (Phaseolus 

vulgaris). su genoma esta compuesto de un cromosoma y seis_.·plás~i~~~'/1ía~·~dO~ 
plásmido A o p42a (194 kb). p42b (aprox. 185 kb), p42c (aprox. 270 kb);"·P42d.Ü7l kb);·· 

p42c (aprox. 500 kb) y p42f (nprox. 600 kb). El p42d ha sido identificado como el 

plásmido simbiótico (pSym). ya que en él se encuentran la mayoría de los genes 

requeridos para la nodulación y fijación de nitrógeno (Quinto et al.. 1982). 
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Una de lns cnracterfsticas del genomll de R. etli es la presencia de secuencias 

reiteradas en· los plásffiidos. en ·et cromosoma o compánidas entre distintos replicones 

(Girard et 'al.; 1991). Por ejemplo, el pSym y p42a comparten 19 secuencias. de 

aproximadamente 1 kb que corresponden principal~ente a secuencias de inserción (IS) 

(0. Dávila. comunicación personal). 

Se han estudiado algunas f'uncioncs asociadas a los distintos plásmidos de R. et/i 

CFN42 y se ha visto que dos de ellos (p42b y p42f) son iffiponnntes en la capacidad de la 

bacteria para interactuar con Ju planta. El p42b contiene genes involucrados en la síntesis 

·-de los Jipopolisucáridos. los cuales son indispensables para Ja infección del nódulo 

(García de los Santos & Brom .. 1997). Por otra panc. el p42f contiene los genes fixK, 

.fi:<NOQP y flxG/-IJS que están reiterados en el pSym y Jn única copia dcfixL. todos estos 

genes csuín involucrados en In fijación de nitrógeno (Girard et al .• 2000). 

Los otros plásmidos contribuyen de alguna manera a In competitividad para la 

nodulación .. al crecimiento en vida libre y a la viabilidad celular. Algunos de ellos 

también parecen estar involucrados en la utilización de diversas fuentes de carbono 

(Brom et al .• 2000). Interesantemente .. se encontró que el p42a es incompatible con el pTi 

de A. 111mefaciens (García-de los Santos & Brom.. 1997). Twnbién se ha descrito la 

presencia de una región en el p42a que contienen genes homólogos a los genes vir del pTi 

(Bittinger et al .• 2000). Estos datos sugieren un origen común para estos plásmidos. 

Una de las características niás relevantes asociadas a plásmidos. es su capacidad 

de transferir material genético a través del proceso de conjugación. por esto .. se han 

llt!vudo a cabo experimentos para evaluar· la capacidad de movilización de todos los 

plásn1idos de R. etli CFN42 y se enco~tró que únicamente el p42a es autotrnnsferible a 

alta frecuencia (10"2
). El pSym tambi~.1 es capaz de ef'ectuar transf'erencin conjugativa. 

sin embargo .. a diferencia del p42a. su frecuencia de movilización es muy baja (10-6). 

Adc1nás. la transferencia conjugntiVa ·.del. pSym .. bajo las condiciones experimentales 

probadas. es completamente ~eperldiente de la presencia del p42a. por lo que podemos 
' " _'.' 

decir que el p42a funciona coniO.Un.~'hClper" para la transferencia del pSym. el cual es 

un plásn1ido rnovili~ble p~~o ~O ~~l~t~;.~ferible. 
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En los antecedentes presentados se puede ver que con cXccpción del pTi de A. 

tun1c.:fi1cie11s.. hay pocos datos en Ja literatura en relación a los mecanisn1os de 

trnnsfercncia de plásn1idos en rhizobinccas. 

El estudio de los plásmidos de R. et/i CFN42 nos ha mostrn~o que el p42a. 

ndcn1ás de ser un plásmido nutotrnnsferiblc. permite la transfcrendit: dél plásmido 

sirnbiótico. Por esto .. pensamos que el análisis del mccnnisn10 que ~cguln la transferencia 

conjugntiva del p42a de R. etli CFN42 nos pcrrnitiró contribuir a comprender. los. fn~torcs 
que intervienen en In distribución de In inforrnnción simbiótica en In naturnlC7-U. 

08.JETIVOS 

Objcth•o General.- Caracterizar el mecanismo de regulación de Ja transfere~·e¡a· del p42a 

de Rhizobi11111 etli cepa CFN42. 

1. Aislar y localizar los genes involucrados en In transferencia d~I p42n. 

2. Identificar _:y_ caracterizar los genes rCs¡)onsables ~e~··, Í~ . reg.i.da~ión de Ja 

transferencia. 

3. Analizar funcionnlmcntc los genes regU:Jndores y ~r~poncr un modelo de 

regulación.de p42a. 
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RESULTADOS 

Los rcsultnd~s ob.~cnidos se reportaron en el urtículo: Tun-Garrido. C.~ Bustos. P .. 

Gonzálcz.. V ... & S. Bron1. 2003. Tbc conjugath•c transícr of p-12a from R/1izohi1u11 etli 

CFN ... 2. which i,s rcquircd for n1obilization of thc symbiotic 1>lasmid. is rcgulatcd hy 

uQuorurn scDsinJf". J~ Bacteriol. (en prensa). el cual. se presenta a continuación. Adcn1ás 

se incluye una sección - de resultados adicionales en donde se 111ucstran resultados 

co1nplcmentarios para cnt.cndcr tncjor algunos aspectos de la transferencia del p42a. 
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1111 '''"' ot JIAll'lf KIOIO<i'I', /\1l1r. 2110~. p. UUCI 
1111:;?.1.•11•1:".11.l/SU,"l.OO+ll 1>01: 10. 1 l:!HIJB. IH..'i_'i.IJ(J(J-.OtJ(J.200:" 

Vol. IM5, Nn. 5 

Thc Conjugative Transfcr of p42a frorn Rhizobiunz etli CFN42, Which 
Is Rcquired for Mobilization of the Symbiotic Plasmid, Is 

Rcgulatcd by Quorun1 Scnsing 
Cristina Tun-Gar.-ido. 1 

• P:11ricia Bus1os.2 Víctor Gonztilc:z.2 and Susana Drom 1 

l'TVJ,:ru1t111 ile Cict1t4ticu ,\foleculur dt• /'ili.oni,/os /111ctt•riu110.\· 1 11111/ Pn•.i:n1u1" ilc En1/11r:üíu 1\fol<'f.'t1/11r,.: 
Centro tic /1n•r.uigu<·ió11 .\'of,,l." Fij'1ción t/1• Nitrógrnu, UNA,\/, Cucn1uvucu, ,\fore/o.or, ,\fe.rico 

Hlli::.11hú"11 C-'lli c1:rr.;.¡2 r:ontulns !oh 1ila"111id~. Only one nr thcrn. 1M:?u, is selr-r:onju&:Hth·e ut hi&:h rrl'illll'n(.')'o 
Thls 111a .. 111hl '"' l'>lrictl)' ~•111lrit"d fnr nmhlliu•tinn or the !<)n1hiotlc ¡1lnl'>mid <11Syn1). To study thl' trHn!>rer 
n1rchuni~111 of p.i211, a !>it"lf-truns1nissihle t'usn•ld clone cuntulnlnai: lts transrcr r"°i;iun "·as lsnlated. lts :n.•(1ucnce 
ioho\\ed thnt mn!iol of the Ira s=,rnc"' lln! hl¡:hly shnlll1r fo aent.'s or Ai:rubactrriH1'1 111nu•fi1dr11.v pTJCSH nnd uther 
related l>IH"-tllhl"-. t'our 11111uth·c re¡:ululnl")· i:ene!<o \.terl' identlli&.-d; thn•e ufthese (tral, traN, und ci11N) helnng tu 
the Lu~K-Lu11.I í.11n1ily. Z\tutn¡:t.•nesls nr th ... i.c- i:en..,s r:ontirnit.·d their rt.'c1ulrement ror p.l.:.?1t 1n1nsfit"r, \\'e ínund 
thut the cunJui:11t1\.·it" tr11nsfor ur 1,.¡2a is dependent un •1unrum :i.eni.lng, and r:on!>equently pSy1n truni.íit"r also 
"·us round tu he slntilurly reguluted, C'Slit.blishing u cumplit"• link hetw""""n it"ll\.·lronn1entul rnndltions und 1•S)·n1 
trunl'lrit"r. Althou¡:h H. rlli has fM"cn shnwn to prud11C'C" dl•cn!nt J\.'-aC)·l·hnn1m•C"riRC' faC'tnnes, only cine" ur thC"n1. 
u J-cum-C11-hnnmserlne h1ctonl' encodl'd by lhc tr11/ Jtt.•ne de!>crlhc-d here, "·us ln,·oh·ed In trunsíit"r. l'\.h1taa;it"nei.ls 
nf thc rourth rq.:ulatury ¡:enr, traAI, had no ell'eet un tran .. rrr. Anal.)'!'ils or transr:riptlonul fusluns cir thc 
re¡:ulatory a:enes to a ~porter ¡:ene •U1t1tests a complC'lli: rTRUlatlnn !>C"hcme ror ~2a cun.Jua:uth·e truni.rer. 
Conju~I 1ransícr J!Cne 11:Xp~1u1olnn wiuo round to he dln:-dly t1p1YJtUlatc-d by TraR and the 3-oxu-C.·ho111oi.it"rine 
luetoru.• s,·nthl'slzed by Trul. Thc trol &:C'nit" ... as autn"-"ltulatc-d by tht'!>e elements und JMlsltl\.'it"IY ~gulatit"d hy 
CJnK. "'hile citiH it"JLpn.-sslon rit"quln.-d tra/. •·1uull)·, •e did nnt cktft:t it"Xpres<ilon 1Jr1raAf, lndkutinR that In ,,...211 
Tru:\t 111uy hc expkssit"d MI "'eakly that Jt cannul lnhiblt enrQuga.I trHn!>íit"r, h.•udintt to thit" unrep~:ssrd trani.fer 
ur ., .. ~a. 

Ulli=ol•111u1 i.pccic .. au: g10un-ncg¡1tivc i.nil hoic1cria that arc 
&1bh: 10 ftx ni1rogcn und to cstablish a syrnbio1ic rclationship 
n1th lcgumim1u .. phuHi.. Uc!<oidcs thc chro1no-.cHnc. tlu:ir gc-
11011110.: ¡"' u .. uo11ly cnn .. titutcd hy largc ph1~n1id'> whkh carry ge· 
11t!li.: 11ui1cri:1I rclc"·¡utt fur vcry dh:ersc functiun"-. !>UCh .ai. Uli· 
11,<1111>11 ._1ípl~1nt n1ctahuli1ei.. an1n1aticcnn1pound ... and divcr~ 
!>ugar.. (14), in addition to nodulation and nitrogcn Clllation, 
\\hich ¡.,!he hco;t·studicd role of rhiznbi;il plai.mids. 

Ulii=ol>i11ni ctli C.'FN4:? induces thc forn1atinn or nitrugcn 
foting nodulcs in roots of Plwseo/11.'f ~·u/guri" (hcan) plants. In 
1hi-. .. 1rni11. thc ¡;ennmic matcl"j¡ll is diMfihutcd h.!1wccn onc 
d11.,11u ... umc 01nd i.ix plu.i.mids (p42a to p4:?f). Onc or thc!'i.C 
pla"mids, ~:?d, has bccn idcntificd a.'i thc symbiolic pla."imid 
( I'~~ 111 ). ht"1,;;111 .. ._• it t.•oirric'> nlo'>l uf thc gcnci. rc~uircd ful" nud· 
ulalllm and nitrogcn fixalion (43). Some functional charactcr
... 11 .. -.. h.!'-·c p1c,iou'I)' h .. ·cn ,ui.cl"ihcd tu thc-.c plnsmidi. (4). Thc 
.._.,11ju~;lll"C ;1hili1ici. of 1hc !>ilt., pla.,ntid" havc hccn cv;1Juatcd hy 
u .. 111!! .1n .rlgrul•uctrriu"' 1u,,1efucict1.'í "ilr:•in h1ekint:t lhc Ti pfm,. 
111id .... ;i r..:cipicnt. Jt wo1!- íound th;.it p42.i io; M!lf-transrni~sihlc 
.11 .1 111._:h Ílt."lJUCllt.'!o ( 11r !). T1:;1n~kr or pSyin Wll!o llli.o dctccted 
1•111 "·"' huuul 10 h .. · lully 1,kpo.:nd..:111 un thc prci.cru:c of J"H2n. 
rl111-.. p~::!;i lu11c1in11., a-. ;1 hclpcl" Cor thc tn111,fcr or thc pSym, 

,. hu,;h ,, " m"h1lil'.ahlc lnll 11111 !>CIJ-lf;.111 .. n1i'>i.ihlc ph1!<>n1it.I. Thc 
mct.·ha111'111 l11r pSyn1 tf;lll"-J'Cr rcquhc!'> i1i. cuin1cgn1tiun will1 

t.-·,;,;~-;;-¡;,-;;,111~ .1ulhHr. M .. iling udolrc,. .. : Cc11110 de l11•ci.ligm;:i1ín 
"'''''-. l·1j;1 .. ·1t1n de N1tr••J:cm1, lJNAM. Ap. I'. :;r.:'>-A. C11crm1vuca, J'\.111· 
r.-J,,~. !\l'-'-"1"'"· l'honc: S:! (777) ·" :!<J H• '11. ¡;.,_..: !>.:? (777) 3 17 !iS IU. 
l .-111.111 . .._., ... 1111•W• l·11n.11n;un.111". 

~:?..11, ;.uuJ thi!> r:uintcgration i" upparcntly :1ccompli!>hcd 
through two 1ncchanisn1s: onc dcpcndcnt on and unothcl" in· 
depc:ndcnt uf 1rcA. Tr.ansfcl" uf thc olhcl" plmunids uf /t. c-1li 
CFN42 has mu hccn dc1cr:1cd (5). 

Distrihutinn ar !>ymbiotic plasmids is a fundamental ii..,.uc in 
thc Rhizobimn soil population. Somc 1ransfcr genes havc hccn 
ruund in rhi.tohial phtsmids i.uch ª"' pNGR2..'l4a, thc symbiotic 
plasmid of Rhizo1'iu1n sp. stl"ain NGR:?..'14. Thc~ genes wcrc 
idcntificd through homology to thc conjugaJ transfcr genes of 
Agrvhoct,..riunr Ti plasn1ids (13): huwc..°"cr, dcal" d¡¡ta rcg:1nting 
thc lransfcr rrcqucncy uf thi-. plaMnid lrnvc not ti..:cn publii.hcd. 
Thc horizontal transfcr ur gcnctk ma1crii1l bctwccn hm:telill of 
thc gcnus Rlii:::ohilun i" a frcqucnt cvcnt and hao; bccn úcmun· 
stralcd prcviuusly undcr l:1hol"¡11<,ry r:onditiuns. Jndccd. i.clí
tnmsmis..o,;ihh: :.ymhioti.: plasrnid .. havc t~ccn oh'>cl"\'cd in U.lu=o· ¡,;,,.,, lcg11111i1111.v11n11u (2M). lndirc(.'t cvidcncc ali.o "-U~c!>h 

pSym tl"Un!>fcr in :.uil ( 16). ;md reccntly. scvcrnl !>tudio.:i. h¡1vc 
dcmunstl"atcd thc pn:scncc uf "'imilar pla"midi. in úilkrcnt 
gcnon1ic background!> (.'.\ 1 ). An illcnticul n1g;mizatiun uf phi'>~ 
1nid-hornc syn1biutic gcnci. "·as fuund in ii.ol•ucs bclunging 10 
fuur t.listinc1 lf•S l"ihoi.unml DNA !>pecic!> (:?2). Thcsc sludic!> 
su~cst thc uccurrcncc of hnri.tontal 1rano;fcr during thc dh·cr
sification of natural population!> or rhizobia. From an upplicd 
JlCí!of'k:Clivc, it hai. (1':CR J>OS.'>ihJc lu incrcai.c lhc clfcr:livcnc"!o uf 
thc Rhizobi111rr-lc1!11mc symhio;1;j" with an /t. lt"J..'1lffti11uiun11n 
:.trnin thn1Ugh sclcctivc trnn .. rcr ,,f symbiotic ph1l'>mid!<o (111). 

In A,:n'1"1ctcrit11n, unuthcr gcnu!> uf tite IY1izuhiucr~c. th.: 
tumur-inducing plasmid (pTi) can he tr:tn:.fcrrcd betwccn h:1C· 

AUTHOR: Publicatlon of thls artlcle cannot proceed wtthout tM algfll: ure 
of lhc pcr:!!ion who road and cc.rrected the proof on behatf of ali the •uthof9: 
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1 .. ·11.11 p1.1puh11ion ... which rcnu1in in thc !'>nil nítcr infcctinn of 
111..: pl•ull 1i .. !'>uc:o.. Opinc:o. p1udm .. ·'-·J t.luring thc infcctiun by thc 
plm11 lllc th..: signo.11 thnt hlf"ll!-> on lhc ..:xprcs. .. ion of thc genes 
rcL¡ui1cd f11r thcir u1iliL;1tiun. Additiu110illy, thcy .ttl!->o induce lhc 
c:o.p10..·,,inn uf thc tr;.1n!'>Criptiun¡1I rcgulator nf thc trnnsfcr pro· 
1.. .... ., ... tr<1N. which ;iclivo.11cs lrf.l/ cxprC.,!->ÍOll. ,lli!> rcgulatury cf
lc•:I 1 .. mcdi•l1Cd hy 1hc AccR u:prcso,;ur (;!, 20). Thc Tr¡¡R mtd 
T1.1l p111tcifl' ¡1r .. • Lu'llóH.·Luxl·l)'jll.! rcgulill<HS th;.1t activulc thi: 
c:o.p1L·~ .. i1111 uf 1.1rgct J!CllC!-> in ¡¡ ~u11run1-~i:n:o.ing-d..:pcndcnt 
111.11111L-r. Thc 1·r;al pr111cin ¡., ¡u1 ;n:ylillcd hornu .. crin..: l•1ctnnc 
e.u·~ 1-1 ISI.) ~y111h.1 ...... lllill i.y111hc~iLC~ ·'·LIMl·C:,.-1 ISI_ <lllll Tn1H. 
, .. 1lw auh1i11d111:1,;1-1.:-.p1•11.,1vc tran,cripti••llill rcgul.atnr (411. 
~:'il llo•th C<Hlll"I thl.! .:.'llóprc .. -.ion of at lca'I lh·c pru111ut1..·1-. of 
g.:11 ..... i11"1.11lvci..I 111 pl¡¡-.111iU tr;111.,fcr. ;:111U 1..·1111 .. c4ucntly. pTi 
1r.u1,h:1 .., 1¡1u11u111 -.c11-.ing do:pcndcnt. A third rc¡;ul;11ury pro· 
1.:111. ·11.1)\1. ,111t.1¡,:_,u1i.l'o..'" .. Tr;aH. ¡1c1ivi1y (:!l1. 35). 

Tlu: 1u111t11-i11.iu.:111¡.! pla'lnid pTiC5S uf .-f. tturu"fu,·irn.'i 
... .:cm .. to h.: phylogcn<.·lically clu~c In p-l;!a. Prc'l.'ioU'i stut.lici. 
110111 uur J,1h,11·¡11<11} havo.: :o.huwn th;n thc:o...: pla:o.n1id~ urc in· 
.. · .. 11111.11it.Jc ( 15J. In addi1lun. Hillill!!Cr el 011. h;1,.·c idcnliticd :1 
u."J.!1'111 in p-1:!:1 thill 1.:.,111;1111o,; gcnc:o. with :o.in1ilurity to i·ir genes uf 
pTi f.lt. 

fo(c1,:1..•11t d.ilo1 'll!!!!C~I lhilt thc ,·in/ lncus, hclonging to thc 
Lu'I lanuly, 1-. in,olvcd in i..·unjugati,,.c tr;111:0.fcr of pRLIJI in R. 
l•-S'"'""º'"ll""· Surpri!->ingly, in~rtiun n1u1ations in cin/ in 
both thc donor ;111d tlu: rc""·ipicnt are rcquircd lo dccrca-.c 
c1111Jll!!ittion fn:l¡ucncy (34). BisR omd TriR, lwo LuxR-typc 
1n111'"""ip1ionnl rc~u1<11or!• .. M:cn1 to panicip:itc in conjuE:al 
1r;111 .. li.:1 J,!CllC cxpr<.'!'>"'itHJ, thrnugh an clahor¡11c rcgulatory ca~· 
'-'<tdc (!"i3). Ai'º• two quorun1·M!'ll'-ing :o.ystcms havc bc:en idcn· 
11ticd in ,\'i11orhi:obiu111 u1e/iJo,,· (36J. Bascd un scqucncc ho-
111.,lo¡.!ic:o., tho-.c <tUthnr:o. propuse: that a 1n1U·1N1/l,I locus is 
inu1J,..cd in cunjugntion. Ncvcrthclc,.s. dala rcgarding thc 
1.-0111 .. kr 1ncch;111i .. 111 rur Ulri:o/,¡,,,,, pll1!->n1id~ are still i.carcc. 

In thi!-> pap..:r ""C prc:!'>cnl thc !->lructural ;.111d function:il char· 
;.1.:1cri,.11ion nf lhc muhili.1:ntion rcginn of p.i:!a of R. clli. Al
thou¡.:h lhc oirn111,!:crncnt of tite 1nohilizatiun rcgion is highly 
.. 11nda1 tu 1lw1 uf pTi, 1hcrc are important ditrcrcnccs amung 
thc IL'¡.!ul;11ory 1ncd1ani!>111,.. K.nowlcdgc rcgarding thc n:gul;.1· 
""n ol p-i:!;i trun!'>fcr will be an imporlant factor to bcttcr 
urulcr..t;.uuJ 1hc Ui ... trihution uf syrnhiutic infunnutinn, duc lo ib 
fu11.l.1111c111al rok in 1hc conjugntivc tro111!'-fcr uf thi,. p!.1smid. 

~u:n:HtAL..,; A.NO J\U:ruous 

Jl"•'lrolld .. u ... ¡.,,. .. nd 1•l"'"'"ld ... ,1,., tuo.:1.:1WI ~Uain• wnJ pla .. 111id" u...:d in lhi• 
,....,,i... .... ,. ,1,· ..... ul><.·•I m ·1 •• t.1,• l. H rll1 """"'""""''" 1tn""" 111 ;\fr'"C.,n l'Y ..,..,,11um 
f 1.•11 1 ... 1,..,,,,.,., •. .,¡, ""'' .'4 111•11r/.,nr1n ~U.,it1~ .,...,,., J:.••-n un l.uri .. ·llen .. ui 
.,,.,,1 .. un (.ll'IJ .ol ;.!.7 an•I .lll"C,. r.:'"f'<'"'"wcly. "-'h"n t.:'4uon•d. anl1hk>IÓ<..,,.wt:f" iod•lcc.I 
·•• 11•·· r .. 11.-mt1 cun•:..-n11 .. 11"n•: n .. lid1uc wdJ. :?U µWml; ~f"'•·un .. my<.:111. 7~ f.'llJ 
'"' i....110.m"L'On. I:!" 1•JC.1ml. '"'""')"'"· f>ll f.'W°ml. t11 .. n1pm. 11111 µ~'mi; '""'r""'"~ 
'"'· ~o l•P:,'ml. 1,·Ua<,.dmc.;: 1•,V•nl hot Hlu~uh1.,n1 .ond IU 1•p:,!ml l•or 1:. no/•; 
i.:•·nt.""""'· I:!" .-J:lml; "'"'l'k·1ll1n, :?1111 µWml, .. nJ c .. ,,...,.., .... ,11,... 11111 f.'Stlll. 

'\\h•" •••ml111<111c•I "'"'hum""' rc4ulfcd, J·ml cullurco; ••I ""'ld·ty¡"' H . .-111 
,,,.,.,V'"""'" .. 1 •• tu•n.u) ¡>h·•"""'· lñc cuhur.:'" """'" ccnuifo¡:e<I. """ '"" ....,,...,,. 
n.o!."'" """''e lihcoc•I lluuu)l.11 ,. 11 Z2·f.'l'1·JM•1C'·'IZ"' T<>lllhj><"" fület und ,.d.kd IU 
,:HlluH'•<>luth.:'t"IUUll• 

n .. ,·u·rhol mallnat~· Cun¡ug .. uun hct ... cC"n L n>l1 ""J K .-ti¡ """"..tune hop..tcn-
1 •• lh. '""')l. l. '"'' Sl7·1 "" thc dnnur. Trwn•••:<•n1u~ .. nt" ,...,,.., 'lelcctC'd wnh 1h.., 
.opf""l'"·"C .nuoho""''" C"nJu.:Jtl"n l.'llr""fÍmC'nl• '"'"'" p<tfutrnL•J un l'Y J1l.U&:11 
·•• l1r 1 '. """'!l. '"'"'"'l'hl LUllut..,,. J;t•-11 I" •l .. 1M,.rnry """"""· l.>unur11 10nJ tcdf" 
,. "'' '"'"" .,,. .. .,,1 '" •• 1:? '""" und mcuh111..,J 1ft'c1111,:l11. ·n,,, 1n1•1u1L...,. ..,..,,.,. 
, .. 11 ..... 11 •"''' "'"f'''"'lcJ m 1 mi ul llJ mf\.t Mpo,..c1.1uo;¡.. ("ul.>wulJ ·1...,en 40. 
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Scri11l..S1hll1tot1""""'"' plal"d '"' ... .,,.,.,,., ...,1.,.1..,c ,...,,1; ... 'll>c lnm .. r.,, tr""l"'·"•'") 
"'"" cxpre.....,,1 "~ the numh,.-1 ni """'''''"'l"t!""'" re• nuipm ,k•t1ur 

·1.-. ..... 1..-r L•\)>ctim..-ut~ IU ...... ,.,. ....... ., •••. ,.., .. ,.., .. ..,._ ..... L'Cllul .. , Jcm.i1y W.:'IC' ..., •• 
lurn .... d .... uh duuur cullurc .. J11<-·n '" 1, .... ,1,·n .. 11y tllr' <:'1.'ll"lml) .ond '"'"'I"''"" 
Clollurc" lt"""" In luJ!:h dcn .. ily( 10''.:clh,ml). Culun..-. "'"'" mi>...-d ..... ,r .... mrlc• uf 
11111 f.'I ••f the munur.,,. "''lttC" r1m..,J .,., l'Y unJ 1ocul,.11C'd •U :llr'"C'. í:•·.,..-,. 4 h.'"'" 
-.,mplc• .....,,., .:'nlkctcd •"'•l •u'l'""dc•I m 1 mi oí IU no!l.I f.fgS0~-0 111'~ ( .. .,11.~· .. 11 
Two.:C'n -111. So:ri.ol •hluu""" """'" p1 .. 1.,d un "l'l''"P•mtc mnh .. h• -....:k·.:1 ,•uh..-r 
"'"'"''""l"tlª"'' •·un1 .. ouin¡: JM:;!.:1, "·"·''''""1"11""'" L.,•n1.1tr111•t:, 11Sun. '" thc ,1 ... 

u,i.r~di«<tlhoo• ., .. ,....r1n1cou ... ,..i: .. ...... """''"J "' thc n1clh• ..... "' ................ . 
(2.l), <11.:e"l"•l •nh F.1·.,fU. ,,.,..¡ u••·•l ·••., prul>._.. "'c-olum 1,.0,,,1,,..,11,,., ._., .. , . ., 
,.,.,m .. 1:11. "'"'·'• "' :.:1111 ............. ''""' ,, '""""" hh1.11~ "' ''" ,.,.,.,pi.:1. ¡e.t.:t"""" ••I ll ,.,¡, <-"l':0-..4:' f:.i1 .... .:1•· .,.,,,1,,...,, 1 •••n·'"'' ,,,,,,..,._., '""••h •"•'"'-'' 
¡,.,..,,.1.,t:,•l"lhc¡""'"'""'"'"'ºlc1t.:<11"tlur1h1·1.m.,1\•o. 

Suulh.,rn l•)lnidinoliun ... e ·,, .. ..,,.1 IJ~.-. "'·'' ,,,,,. ... ,,,1 .. ,,h I, .. 1t1 ,,. • 1.._,,11,·,1 
hy 1hc 011.muf.,..·101..-1 (l\m•·o-.h.un 1 hl) llo¡.: .. ·•l•••I IJ~., "·"' •••.'!'•""'"'' h~ •. ¡._., 
uuph••r•·M .. m I'• "!!·'""" ~.:I• .oml ''""""''"''' 1•• n)·r,,., ¡ll•l"""I ..._ +) ... ,¡,. 
,..,.,,,...,¡ hv -.011110.·tn C~OJ ~,·-.en """"' puul .. :d I'""' •ch·t.ol ,..,,.,.,,._ ""'"·"""'tt 
111., u .. n .. r..,, """"" .. r 1• r·,c~N (T.,hk 11 ..... ,.. .. l.thdcJ wnh ¡,. '·1•1.icn• h)· ,,.,,J.,,,, 
pumon~ •·nh ""'"'"¡,,.,,.·, H.L·•hrronw "Y•lcm .,,,.1 .,...,,J ;°' l""hc ... l l}h11<hl'·•lh•m . 
"""' ''""" "" 1>1c•1<•U•ly ,1.,...,,,hcd (17). 

N•"Qf·ll!>I. 11 .. 1rctlon. /\u1uunlUL'<.h "'"ªº tl.:lcch:d tht,.u¡.:h lh•n•l .. o)Lº1 .. ,.,, .. 
n1:1.i..>¡.!r"phy ~ 11.(_') :1n.1ly-.I' wuh 11t.• '"1""1"' 1•l .. 1 .. n11d J•ZLH..4 (·UI). ·11,, .. r•l•1 .. n1kl 
,.,,llU&in• lh" r..,u ¡.:""e .m .. t 1h., 11uti:.l .. cZ '"'l"'UC't tu""" fr<>t11 1•l1l.':'\oK """' 
l"'nJently i::lon.,J intn lhC h1u,od-h•"'l·r:ut¡.:1• "c.:uu ¡•lllHllMC'S'.'i {71. l'.llll,.Cl'"UI 
H r1l1 J.,.,.,,.,¡...,. wcre J''t.:J•utc•I trum :'l·ml cuhurc" ¡.:t"'"'" in "ll'"f\.I n>c1hutn (:'111 

l'<.'.K .... .,1111 ... 11 .. n •ull c.._ln11- 'll•e nlo¡:unudeotiJc• .,...,J on 11>, .... 1u<.h· 11re 
li~tcd m T11hlc :?. 1\11 of th..- P'"""'" ....,,._. pur.:h"....-d hom LhuJaJ de Sinlc"'"' 
Ouinuc• lllT·UNAJ\1. l"CH. '""'J1hlk .. 11un wu~ i::11n1cd ""I .. nh '"n•mhm.anl 7.,</ 
ONA pnlym"'"oc "" •P""'hcd hy thc m.anufoc1urcr m " J\t .... 1.,rcyd..,1 S;.!..111 (1:1•· 
JICnJorf). l"CI< ,.,,nJll"''"' ._.,,,,,..,,.l.:'d uf .lll L'}'L'IC" uf 'l:!'C f"t 1 mm, :'lh'C h•1 1 
min, und 72"C lor 1 mm. l'C:R pr .. Jun .. ""ere punlicd ... nh a Gcnc•lc .. n 111 a.11 
(lholUIJ. v.,~·tun wcr.., 1•urili.:d t-1.· •l•u,..1.,rd pro11>eol .. c47J T.4 f>1>l~nu.:lc.,t1<lc 
lill""" ""'"~ u-....:J .,,. indtc.olL'•I hy 1hc n..,nuf,1c1urcr (l\t11cnlu1m t.1d ). 

T.,..M.Tipli-•I ,.,,,. .... ._ '' l'Clt ptudu~1 cun1 .. 1111n11 lhC' ""'"f'l••lc r1ul ll"""' 
... ., • .,¡,1.,;.,..,J.,.i1hnh11on11dcu1;,1c.-.. •n1tl·IC .onJ -11 .. 1-1, (l><hlc :1a11Jcl,.no;J111 
f>SK+ n·.,hle 1). A Wl·hp l:.r .. f.tl·<"l.,1 h .. t;m.,nt 1t .. m 11.,,._.i,,.,.., "'''" -.ut>..l•ot'-·d 
"''" pl-'IHJ roUllMC:SS:\ {T .. hlC' IJ In., ........... ~., .. ,,..,,.,, .. t.i .... p•ulel ........ .. 
con1 .. inin¡: th" lint l'.'i ""''"" ,.c0.i .. (...,) "t orpA. lhc inicr¡¡cuk '""""' lwl••·cn 
rq>A .. nd tl'DI. ""d thC" hrH l'l!i .o.o,., 1rul 

A11vH:~•JA '"'"-'" ..,,.~ 1ten..,,,.,._..J h)•d"""'J.:" l"C.'lol. f'"lt.lu<·I oh1uu1., .. t hy """'lt 
lhc nli1~onudcu1iJ<:• + nulol.-l! ,uod -11.oH·S { J.ol>lc :?). ·Tñ1-. ¡u•>JULI. ,.,•nl;nnm11 
lhCL'Uf11J11CIC' .... /.( ¡:ene ........ ., ..... .,.i "'P"'K• (l .. hlc 11. /\ !>14·hp1 .... w1-11 .... 1111 "'º' 11 
fno¡:m.,nt frnm lh~' du""· "•~nt,.,.,.,,11 !>'.I h1• uf r1nnL'<••hn¡t '"lt"'" ""J '"" '""' l:-;(1 
.,. or ,,..H."""' •ul..;luncd 11110 J•f .. ..,md pllUMCSS:\ (T.ohlc 1) 

1\ ,,..M::twtA lu~IOf1 """~ L'l.•11,.1n,..·lc•I hy dnmng _, 7.!7-hpl-..:C.,Rl-.. Wll r. .. ,.:rncnt, 
•>l•t.,in.,J fn•m" l'CR prnJuc1 ¡:...,n.,r .. 1cd hy u•ln)I. ti"' oh¡tonud""'"'"'" -1,...""'f·r: 
11nJ +1•11""'l·S. i1un p1 .. ..,..;..1 ¡•IUtMCS"';.!. (T11hlc 1). ·1,,,.. r11t¡:men1 c<>111.un .. :!"1'10 hr 
uf 1t<onu.dmt:, '"11'"" .. nJ 11>., flr .. 1 -4" '"'uf,,..,,,. 

A nu/l::.rU1t-I lu•inn ..,,.~ cu11 .. 1ru•·1c•I hy d111un)I. .. l"Cll prud•1<·1 ohtouncd I>) 
"""'lt oli11onuo:t._·n1oJcoi +cmM.·S '""d -i::1nl.t-f: fT .. hlc :?.J ·111i• pnMluc1. L'<•nl.ou,. 
1na thc cvm¡>I"'" <mH _..,ne, ""'•~ clu1>ec.I on pSK • fT,.hl•• 11. /\ .U,tl.hp ~n111 l-C/"I 
lr11g.....,nt fu1rn lh¡,, clunC". cun1 .. 1nm~ lh.,. l.o .. I fo a.a ni ttl>I. lhe n11nn>tf1n11 fC'J!:""I 
ho:l....,en ,.hl ""J unH. ""d lhc lit"I l!>U .... ur rn•H. "'"" .. uN.lonc•I mtu pl.ovuid 
rHllMCSS.1 IT.,hlc.- 1 J. 

l'l.,.••u....-rn .. n1 .. r P.-11:tui::u...,,nlcl•'"' IM'thll). l 0ullu1r' ol H rtl• drr~ • .iwe' h.u. 
horin¡: ''""'''"'1'11<><1,.I Íl"'"ll~ """'"ti."-" 1u "'""""''..,.. J•h.,..., Ou1111u1.011'" u1<1.A 
O&C'lrvny "'"" nl"ilMotW 1n l·ml cultut" .... m¡•t..-.. .. 11h1•·mtu•11h.:'U)I ¡:lu.:urunidc -
"'"'"'""'""(lfl), 

t· .... ~trvnioon oormuuonl d~h•Uh" ... ''"·" .uulr"'' """""'' ,..,.,., •un.1.-u~·•···l t>., 
i111.,nu1>1,.•n '"'"h 11SUl"ll!o.p ('l'llhlc IJ i1uu .. 1u~··d l>y "'"~'" '""""'h"'"I""' ""'' 
Wa• mut.o¡:cn,,,•d hy U"'"ll ¡>lot-.1noJ 1.C-l'I f¡>">IJl 0 =11:!11S¡o "'"" .o ;!'.'\.¡ hp I, "IU 
h11¡:mo;nl uf ltrtAI IT,.hle 1)1. 1-tc•o"'''"'·'""" .. ,.,,.,., .. '"'" "'"""""''" "'"!'"." ••I ti•" 
~ene. Une ••l lhcm 1.,.,.._,. -1.l hp uf thc L ... ,,.,,,,..,.,,.,...,.,¡ •:mi. c11•hng "' .,.,,.,..,, • .,.i.., 
l""'ili<.•n ::?"f•. ""lulc 1he olhC"t 1 .... i..... 4-1 hp ul 1hc u11um1-1crnuu .. 1 cn•I. ,,,.,un¡: 111 
""cl1.."t•lide ¡>u .. iuun 44. ''"' '"'"" """·•i:emt••d h~ """'!!: pl.,>.nud pCI:? 
((ISUl'ZIJ:Usr wi1h a '.\5'1-hp /-.ct~IU lrni:m.:111 "' ,.,.1 IT .. hh: J )1 º"" ul 11 ... · 
inlcnu¡>IC"c.I Cl•piL-.. hoo.:lu. 7K hp u( 1he .:.orho1t•) .. l.:'n&un.,1 cnd. cnJ1n11 .,, nuclcnt1<k 
,...,.inun ~;.!.. whil.., 1he ulhcr l...:k.' Z.">K hp ul 1hc ;111u ..... 1.,rnun.ol .:'n<I, "'•'n"'t:. '" 
HUcln>liJc l""'Íti•m :;:sM frwhle I ). 

'"ll1c 1n11l nnd n"ll mu1.uu .. ""eri: """•'t11lcJ hy '"""""'" Hf w ¡,..,·/"Sp ., .... ....,u., 
hy u .. ing pho1'mioJ., ¡>C"'l'hof .,nJ pl.-1:'.":t. ,._...,.,..,.,.,,.,.,..tu t:,cncr"'" •1.•uhlc fCL.,••Uh1· 
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\••• l"l.'i. ::011.1 

-.11.1111 '" ¡•l·•~nu<.1 

I< ••• ,, 
c·ior-.;-12 
("l·:..:211111 
CTN:XIK1 
t"J NXIS7 
l.I N:\;1>h'I 
1'J N.'\.hh'I 
l..f.:'\:Xt>7U 

CI ''-fl71 "' ,..,.,.,;: (, ,..,.,,73 
1·1-..;.x,.;-1 
1·1 :-..:....117~ 
t"l :-...,,,,,. 
c·t·N.,1•77 
CIN.Xt.71"> 
c·1·Nx1o1•1 
t"I NXol-111 
c·1:-..:xo1u 
<TNXh1C! 
t'IN)..;¡,SJ 
C'FN:Xt1N-I 
CTN:X1>H.'i 
<TNX1tl"lh 
l"INXr.s7 
l"I NX1>SS 
CFNXr./olll 
c·FNX<>'Jtl 
C.:l·NXhl,!I 
C"FNX1>'J2 

.l¡.:1 .. 1 ......... ,""" 
Ci'.\11911:!..1 
STI 

/. '"" 
1>11:' ... 
11111111 
~17-1 
~17-ltpSUP.'iOl I 
~17-llJ11JR21 

1'J.1 .. 111id .. 
pl ... '\X 

pUC"'.\t 
r'>El'·I 
pllA,DTIO 

p11.1,'\F 

p~J.::+ 

pllHMCSH 

plCJ:'llOSK+ 
pl'.\IS2 
pSl IJ>2U2USp 
plUUUMCS.'i 
pl'l.l<-1 

pH.K7Ml.1 
pC-1~ 

pCTI 

f ,-lch4/jb-Jbac/jb-Jbac/jb0503/jb0984d02g 1mcqulnne1s-sl1nt03) 15:41 ! Art: 1 ! 

IUIU.O/JJUM H11.I p.!211 TllANSf'lil{ OEl'ENOS ON QUOJ{UM SENSING 

TAIJLE l. Uuct.:f"ial .. lrain" and plmm1i&J.,. 

\\'ild l)'J1c. cunl11in" h pl:1 .. miJ., (p-S.211 lu Jl-121) 
CFN-'2 <.J..-nv;ol1\-c (Jl-1;?..;.1- p-11.i-) 
CFN-'2 dL•fiv:.iliH: (Jl-1:!01 ) 
CFN.XIN2 cumplcrm.-111L·4I "'"" 1~~1: Tn.'lmul• 

f~S;ª ::~~;~~::~~: ~~~~~~:~~·;~~r 
CFN.1~ d<.'ll\"1tlÍ\·c. nri/l:;/01/"Sp 
t 'F;'>:-1:! 1.k11\«tll\"c cnntuunnJ: rC..17 
l ·l·N-12 •lcrwali\c 4"1101Uh1111~ pCI,,_ 
( ·¡::-.;.¡:? <.knv,oll'-'C cu111;1ining pC"l-.J 
e "F:'\:.12 dc11•·ativc cu111;1i11ini: pc...-r10 
c.·1=NXot1•J J..-1ivo11we ctmt;nni11g re..-r7 
Cl'NXhc..1,1 .ic1iv;oi., . ._. l:unlltimng re-J"H 
t ·1'NX1><.<.1 Llc1ivativc •·11111 .. inmg pe-?"<,1 
CFNXf>f1'.J Llcri\·ulwc contmnml! p<..llU 
Cl·NXh7CI dcnv;1f~, . ._. l"t>Hl"i11~11g ¡.c::-r7 
Cl'NXh7tl dcrw .. 1rvc cunla!nmg pc;:-rM 
("FNX1>711 <.Jcrwu1ivc con1a1ning perc.i 
t."f'NXt>7tJ llcn,·u1!vc ct•nta!ning pCTIO 
CFNXo7t lforiv.,11\•t: c11111mning ¡-lC'r-7 
CFNX071 Jcri.,·utiv..- containing pCTH 
CFNXt>7J Jcrivuli•·c cunt"ininp; pCT'J 
CFNXCJ71 dcriv111iv.: cun101i11i11g pC'TIO 
CFN4:! containing Jl-l:!a::Tn..'lmnb .unc..I fl-'ld::Tn.SGDYNJ 
CFNXhh'J <.J.:rivutivc cun111imng p42c..l::TnJmul> 

2~~~~~·: ~~:::::::~ ~;;~:::~:~: :::~~~i~=~ 
CFN.12 Llcrivaliv.: conraining pC-13 .11nJ p42t.l::Tn..jGDYN1 

C·.'iH curc&J of il!I m11ive ph.i.,.mid, 
C'·!'i.!' hoortlo.1ring plu!omid rTiC!'iHTrnc::Tnl/7•52: 

•u¡1h"J-I 4/ucU/b'J (~ll.rcZ4Ml5) /uJR/7"-"cAJ nuJA/ IO'f'"AS/6 '11i-J -'Al 
J.up/o'J-1 /iul~O(r 11 - m,. - ) rrcAl.J UIU-1-1 proA2 /acYI ¡:a/K2 r¡nL---OAYi-:J mil·/ 
C<iOO::RP-4-2 {Tc::Mu) (Km::Tn7) 
Suurcc of Tn.Smuh 
Sourcc: uf TnSGDYNI 

pHluL~ript dcrivativii: cnrrying 1111 8.S khAp.ul•6"\'bal fnigmcnl cont.ulninJ: frum lhc!: 
mhJdle uf 1rl>C to lhc cnd ur •rl,/ uf pTiC58 (Ap~) 

pCUIS dc:rival!v<: carrying lhc lruM gene nr pTiC5H (Ap') 
pUCIH Llcriva11vc: canying lhc lru/ gene nfpTiCSH (Ap') 
pBADll t.lcriv111ivc: coorry111g a Ncul-//fodlll fragmc-nl cuntalnlng lhc llUR gene of 

pTiC!'iH (Ap') 
pET-1-'~ dcrrvalivc c11rrying 11 2.h kh N1/f'l./i:cuR fraii:mcnt conlainlng 1hc tmC. truD. 

omLI uuG gc11c!o uf pT1C5H (A11') 
pl.-r-1411 dcri.,·¡uivc: curryinf?, ;1 -1.7-kb NJd-IJ.1rnl 11 frugmcnl conliiining 1hc 1tuA. 

uut··, 1md 1111/I of pTiC."iH (Ap') 
Sc4uc11dng VCCIOI { /\.p') 
.li•lucZpU.lJH.IMCS·5 dw1Y11tivc canyiug lhc prunnJlerleu. uiJA gene frum pWM.S 

(Gm') 
Su1d1.k clu11inii; v.:ctur (Gm') 
rMSIU:? dcriv11IÍYC 0 luA/'Sp Ínli:rpo-1n (Sp'} 
rSUl'2112 dcrh·iili\'C co111:.iini11g un ~p Cil't..'\C:llc in //i'k/111 ,.¡¡e: 
Bru;1d·hu .. t-r;mgc cl.1ning .,·c..-1n1 (Gm'") 
l'JIU(.f. IMCS5 dc:rivo11ivc (C.111') L.._•ntaining lruG::J.,cZ rc:pur1cf" rw.iun and 1hc lruR 

gcuc from pTiCSH 
Uruad·ht.,.l·rangc cosmid vcclnr, uriV-onT fr1.nn RK2:. /ucZo (Te") 
pLl\FK 1 dcriv:.11ivc ~1n1aining lh1: complclc mobilizution r.:gion of p42u 
pSUP:?OOfl!op derivnuvc carrying a 2."i4-bp trallt Ec:vRI fntiµncnl obt.uined by l'CR 

with oligunudcutidc!I U1ruM·E and Lln1R-1! 

Rcrcrc1...,._. nr ,....,,,...,. .. 
32 . . 
"rhi.,.wurk 
TI1i,. "-"Llfk 
"J1d!i Wt•rk 
Tlds wark 
ThÍ!IWOrk 
TI1i>1wurk 
TI1i"' u.·tnk 
Thi" u.·o•rk 
Thii.wvrk 
Thi .. work 
Thi1ow,1rk 
Thil'lwork 
Thiswurk 
,11i11wo1k 
Thi'.'iWlltk 
Thi!i u.·urk 
Tith1 wurk 
Thii.'IA-urk 
Thi .. work 
Thi5wurk 
Thi"'wurk 
ThillOWOfk 
Titli. wurk 
TI1i11 work 
Thi11wark 

46 
1 

47 
47 
49 
49 ,, 
s. K. Fa.rr•nd, unpuhli1ohcd d11100 

26 . 
S. K. F°Bf"l'Dnd. unpuhli1ohcd dula 
S. K. F•rntntl. unpuhliJ.hcLI i.Jula 

11 

11 

S1r1Uattcnc-. La Jnllu. Catlif. •• 
42 
37 
l- Glnud,. unpubli,.hcd di1l.11 

'" 7 

29 
Thi111wo,-k 
Thi"'wurk 
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J. UAl.'11.tUUI. 

!o.u.,.,,"' 1•l;1 .. mld ltct,.rc11<:c"r ,... ... n·c 

~:~~~~~-~2~·¡~~ .. S::~;~:~~~.~~.~r;~~,~~~:::~~;. !~~,~::~~::c:;·~::::·r:·,l::·i,:~d ,.y 
Thi .. wurk 

l'CH.) .:un101i11inJ! u írngmcnl ur lhc wilJ-lypt: 11vR gene 

pS("~:,,~~~:~!~1.~~ ~;~~~··::~~·ni ¡~;.~1;11'.{:::~:/!;;~:;ul írn¡tnu:111 Ct>nlotining 1hc 

.,en. 

pSK+ tJcrw .. 1i1.·o: .:;irr}mJ! l.J.J..h l/111JJJl-.\'/1t1J Jn1grn.:111 1.·untaining 
rmU:;/u1/"S¡1 ill lln; St1/I ,.ju: mul ;1 fr;1gm1.•111 uf w1ltJ-IYJlC '"'" 

pSK+ dcriv1111v1.• c;irrill(! .a o.<,1-h11Xl1ul-/:"cofU (gc111.•r:11<:tJ I')· l'CR) 
lruJ!mc111-.·u111:1i!1111g""";:l.11/"Sr> in 111'• Sull ,¡to: 

pJQ~IJllSK+ c:1rr~r1ng" 2-J..h S¡..-1 lnii:imcnt c11111 .. m1n¡t rmU::/01/'Sp 1111d 
wild-typc ,,.uU.. c .. n .. 1r111:11,.·d I•)" li¡::1lu111 ul thc v-.·crcu with .'~¡ ... 1-.\·liul 
(r¡1µ111cnt' lrurn pCl";'i und pC'T.l 

Thi11owork 

Thhwurk 

pJQ;:!OllSK+ coiny111µ :1 .:?·kh Sp .. •I lwgnu:·nl cnnto1i11inJ! t1uU:;/tu/"Sp 1md 
wihl-lypc ..,,,u. cu11 .. 11uc1c1,.I h1.· hµ:•l1<•11 oí rhc vcclur wilh -''iJt•l•.\"hol 
ln1~rnc111 .. ln•n• pc.·n, ¡111d pc·r-.i 

pC-17 pBBH.IMC'S:'i.111u/::wd·I 
pc:rs pBIJJ.t.fMC"S:'i.111>1R::1111IA 

pBllltlMCSS3 1ru.\f::1mlA pC:I ~1 
reno 
pCTll 

pl111Hl/\1'"S:'i.'\rmU::'.'"',..i 
pUUIU~tCSS dcnv:~_11vc c .. rr~ini? 14.l·hp //i11tJllJ-Er.,H.I írngmc:nl 

co111.u11i11g thc olll" 

Thi,.work 
Thl .. wnrk 
Thi'i Wt1rk 
Thi'llwork 
Thi11work 

pl>CKE 7.11:1 pf("41 • .-." Jcr-iv;111vc -.·11r-ryi11g 11 2."iO-hp /lan1lll·Hn1RI fragmcn1 conruinirig 
thc 11-.·Uvc: u1iT or pTiC.58 

pCl'I.:? 
pCTl3 
pCTl4 
pCF4:!4 

pBURJf\.1CSS Jcnv:11ivc C01rryi11g thc cumplch: 1ru/ gene 
pW."7813 deriv1111V.: c11rryiog 1hc complete 1ruH gene 
pl-tK7813 tJeriv11tiVf.' c11rrying 1hc complete C:ilfR i.enc 
pBBltlMCSS derivu11vc cu111 .. ining 1ru/l.t uf pNOR2.."\4a 

Thi•wurk 
'Thi!I work 
""Jñi11work 
lle 11nd Fuqu11, 

"''"º" f"l .. hlc 1). ,.,,,N ""''" m1cnup1.,J 111 lhc ~11-.i1c111 nudcuOJc: p.•lll~>n 414 
1f •te· 1). 11wN ..... ,. iu1cnuplcJ ul lhe s.,11•il"111 nuclct•li<lc J'l>'litton 24H (1-""IS. IJ. 

Nou·l.,oO!ld"' ..-qurou.., • .,.,.,.,,-. .. numher. Th"' acquc_n.:c ur lhc --.,.ic.1 .. ,,.. 
rL"&:•"n ul •"'2'" uf H. ,.,,,. ci .. ncd in p(..'.J ;\ w..,. do:p.. ... ucd m 111 .. GcnU11nk W.111hoo!lc 
omJrt '".,_..,..,.¡.,11 numhcr Al-:SZH5:25. 

HESULTS 

ldenlilicHtlon uf a :sclr·1run:o.ml:o.:1olble- c11:smld cl11ne rrum 
11..i2u. Ph1~mid p4:?¡1 lrns hccn "'huwn to l1c '-Clf-transn1i!i.."liblc 
(5 ). 11 .. hi~h transfcr frl!~Ucncy rcmains cunstant. cvcn if it is 
1nohiliLl!d frorn u ditfcrcnt background :such .a:s .. a. 1u1nrfuc:icn..f 
GMl<>0:!3 (Tuhlc 3), thu-. indi'"•ating th¡1t no additiom1l lrnn~fcr 
r.:~ul;1tory clcn1cnt:o. ¡lfl! lvcatcd in a rcplicon othcr than p42a. 
To idcntify 1hc 1rm1"'fcr rcgiun of p42a. a colkctiun uf clonc:s 

-11 .• 1 1:.. CTl·acGG·n·coGoTTT 
+11.i1-1:..... CGGCTGTC"r-ccrr 
-11.1J.t.·I~... CGGTTCGGOOGATTTA 
+rr.1R·S.......... CATcocco1-rrcAGOTG 
-11,1!\f-E...... . TGC.t'\TGGCACCOAlrl\. 
+1r.1!\l·S .. . . . ....... Al_ • •AOGAGCCGACGGTGTT 
-cm U.· E ........................... C..101\ATTCTATCGACCOTCOCAACT 
+cmlt·S .......................... GC.QTCGl\CAJ\.AGCCC:TCCCOAATGA 
Utr;i!\l·E......... . ........... :rr~~CCAGGl\1TTCCGl\GA 
l.tr.1!\t-1:.... • . . .. TT~GCAOACGAAACAAACOG 
U1r:1f·I: .... . . .................. TT~GCIGCTCCCCOAGGGC 
J.11 ;1l·E .. . .•...... TCQl\~AGGATGCCAGCOACGG 
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•uhmillcd íor puhlicalion 

from 1his plasmid was isulutcd frum u cosmid lihnuy covcring 
thc wholc R. ctlí CFN42 gcnumc (24) 1hrough 1hc ~clcclion uf 
clones !.howing u positivc signul in Southcm blol coklny hy
hridizulion with thc complclc p42n ll!oi u prohc. Forly·lwu 
clones wcrc sclcctcJ. digcstc:J with EcoRJ. ¡md hyhridi.tcd 
againM lrunsfcr genes of pTiC.."i8 frum A. t111trefacíc11., (Table 1) 
undcr luw·!Hringcncy conditions, ll.toM nf thc prohcs (1ruAFll. 
rrucna.1mc-1. and trul) sho\l.cd p<1 .. itivc !ioi1ma1 .. \l.•ith a :?7.1-1.h 
cosmid clone. This cosmid was callcd pC-13. Wc did not lind 
hybridi:Lation signals for tru.'\f and truR. 

Thc conjugativc nhilily of pC-13 from dirTcrcnt had .. grounds 
wus tcstcd. This cosn1id shnwcd thc samo: tn1n!!;fcr frcqu-:ncy U!io 
thc complete p42¡1, cithcr from R. ctlí dcriv;uivcs lacking uno: ur 
more pla!ionth.ls ur from A. 111mefacícns Gll.11902.3 (Tahll! 3). 
TI1csc: cxpl!rimcnts :show th;u pC-13 carrics all uf lhc genes 
ncccs.'iary for p42a 1ransfcr. Ai. mcntium:d abovc. wc hnv.: 
prcviuusly !iohown tlmt p-12;.i is ablc to muhilizc thl! pSyn1 hy il 
coin1cgralion-mcdialcd n1ccha11ii.m (5). In lhis wurk wc tcstcd 
whcthcr pC· 13 cuuld ubu do lh•ll. Our rc .. uhs !iohowcd that 
pC·l3 is ul!>o uhlc lo muhilizc pSym (Tuhlc 3). Anal)'°"'is nf thc 
tran'-Cnnjugunti. indicatcd thut thc pC·13-mcdüitcd tran,.fcr uf 
pSym in •111 cases invnlvcd ;.1 cnintc¡:rMiun c'l.'cnl, "'i1niJ;1r 10 

whut huppcn"' wilh p42a. In contril'il. w.: did nut dctc1.·1 tr.im.,frr 
of pC.J3 from E.. c:oli l-IBIUI cvcn thou~h scvcrnl dilfcrcm 
rcdpic11ls wcrc utiliLcd. Thi"' !'iU~l!!'ils th<ll thc troinsfcr gene"' 
con1nincd in pC·l3 are not cllidently l!Xf1rC:'i"'!d in un E .... .,¡, 
background. 

Scqurncr anulysb uf thc tra ¡:ene:o. cnntuinrd in 11C.13. Thc 
complc1c DNA !'oequcncc uf pC-13 was lklc1minc-.I. lt 1c1.·co1lcd 
21 open n:ading fn1ntc!io (ORFi.J whusc prcdictcd prudtu:1 .. oirc 
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s ' 
l'IG. 1. l'h).,,icnl nmp ur pC·13, contuining 11n: tnmdo:r rcgiun or p42u. Arn~ imJicu1c lhc 1ruiii.criptinn11I dircctiuni.ur lhc idcntltlcd gcnc5, Thc 

u.•µul.11nr .;ene" 1nrl.1n1ll. C"llt, unJ 1ruM are 1'hnwn hy hlac;:I.: arruw... pC"'rl 1 contuin" lhc 143·hr mohilizahlc rcginn. cunying lhe onTur p42a. Titc 
13 l•p uf the nir i.ile 1oC'l¡ucnce arc t.lu.~n. pCl".53 nnd re-rh-4 c;:un1uin thc regiun1' USC"d to gcnenale mutulium. in lhe truR und crtrR gene!i.. l l, //rndlJJ; 
E. /."r·uRI; X, X/rol: S, Sull. 

!ooi111iJ¡1r to knuwn trunsícr prolcins uf A. ""n~fi1cir1u pTiC58 
;md 11:Jmcd plmmtids (Fig. 1). Thc p:cnc arroingcntcnt in pC-13 
"""''" .. imilnr tn thal found in pTiCS8 (11, 33), c11>ccpt thal no 
opin~ cntabolism-rclatcd genes wcrc idcnailicd. Thc transfcr 
urip.in (ori1) wa!'> locatcd bctwccn 1raCDG and 1raAFB. which 

are transcrihc:J Jivergcntly frum lhis :.He. Thc oriT wnN iJen
tical tn tite oriTof pNGR234a and nlsd to tite oriTof pTiC58. 

Four ORFN cncodin(! rcgulator protcins wcrc idcntilicd in 
pC-13. Homologous protcins for thrcc of thcm have bccn 
prcviously charnctcrizcd for thc pTiC58 troinsfcr systcm. Thcir 

TABLE 3. Trun!>for frequencie:. uf R. rtfi pl115mi<.hl p42a. pSym. und pC-13 rrurn ditfcrcnl dunun."' 

11-'~•' '''' n:µiun, 
•·l•m~·d in r>C-l:l 

<.1 .. 11~ .. 1,.,;Ttru111 
J'l~t 

( ·i.111~·.i un1" hnn1 
pl1C:'il'> 

CFNXIH7 
GMl'.J023/p4:?n 
CFNX1M7/ftCF4:?4 

CFNXbhK 
CFNX(>h9 
CFNXt.70 
CFNXb71 
CFNX<>t•9/pCl1 ~ 
C~Xb7CJ/pC'Tl3 
CFNXb7JtpC'T14 
CFN42.'11C- l 3 

GMl'ltl:?..1/pC-13 
CFN4:?/pc.-J"l 1 

CFN4~pliORIMCS5 
CFNXIM2/pCTI 1 
CFN.WOl/p4:?n+ p0CKE.7b.B 

CFN211Cll/pDCK.E.7~U 
CFNXhKQ 
CFNXbYU 
CFNXMll 
CFNXC.fJ2 

"All u, .... _,, .. ..,,., '"'f~"1cJ 111 lcil'-1 rwicc-. 
1"1.•prc......:J a•H.011 .... -.,.,,,._ .. nl!lf""td.>1 ... -.r. 

· 'l>. ""' •k•c,;t.:d 

p42a::Tn.Smub 
p4:!u::Tn.S1tUJb 
p42a::Tn.Smoh. 1111.flf 

(pNGR2."\4.a) 
rruM::psurns11 
mrf:~pSUPflSp 
1ruR::l~1r/'Sr> 
ritrR/::/ud'Sp 
uu/::pSUPn"I'• plJURIMCSS/rru/ 
1ruR::/LU/'Sp, pRK.7KJ3-truR 
rinR::/ud'Sp. pRK.7Ml3...rmR 
co .. mid with 1111 p42;1 ,,.., gen~' 

c~"'mid "ilh .. 11 p4:?.a lru g~nc .. 
pUURIMCS$::urlT ur p4:!1. 

pUURIMCS5 (vcc:tur) 
p-t:.!11-/pHHRIMCS'.'i:vriT uf p4.:?;1 
p4:?o1::GDYNI, onTur pTiC5H 

pDCKE.7b.U 
1nr/::pSUPUSp, pi.l::T11..1"GDYNJ 
1ru/l::lt.u:l"Sp, pJ::Tn.5GDYNI 
cinR:;Jo.l"l'Sp. pd::Tn..'IGDYNI 
pC-13, pd::Tn.'fGOYNI 
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GMl<>02."1 
GMJ90:?."1 
GMl'1!.J.:?3 

CFN::!OCll(p42il- pSym-) 
CFN:!.llCJl(p4:?.u- pSym-) 
CFN.:?Olll(fl'*;?u- p.<;ym-) 
CFN:?Olll{p-4:!.u- pS)"m-) 
C."'FN:?UOl(p42a- pSyru-) 
CFN2UOl(p42u- p.-.ym-) 
CFN20fll(p42u- pSym-) 
GMl<J023 ur Ol l.5a 

GMJ•loU2.1 nr DU5a 
011~ .. 

DfHm 
011:'\o 
11111111 

llUICll 
Cl"'"!".:?fltll(1l4::;1- pSym-J 
CFS211Cll(Jl42a- pSpn·) 
CFS21Mll(p42u- pS)·m-) 
Cl'"S2Cltll(p42i1- pSym·) 

"l"r .. n~cr 
tre_,.,.,.,c-y'" 

1.0X 10-: 
l.Ux 10-: 
h.3X Hr'" 

1.U X 10-.z 
NO• 
ND 
ND 

H.7 X 10-·' 
7.3 X 111-:0. 
H-~ X 10-' 
1.2 X 10-.z 

1.0 X In-: 
1.ox 10-: 

NO 
ND 

2.5 x in- .. 

NI:> 
Nll 
su 
NI> 

3 X IU '' 
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J. UAl'll.IUOI. 

"' "' "' "º 
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H 

.,, ,, . ... ,,. 

1 H i :?.. Alig1111i.:111 uf p-i:?.u 1run!>fcr rcgul:uur prut\.'Ín!> with thc con ...... pnnding prot ... im. uf ro:l;ot ... d !oo)"lo:m ..... S. mo:I .• S mrl1/01i; pNGH.11. pl ..... mill 
p;-..;GR~.>.l.1; R. lo:g .• U. t.·J:11mi11u.~.uu111. lllcnticotl acninu acid .. :uo: ho.n .... c..1. und cuni.crvcd amino ;1cid .. are !>hu•••n 111 lhe L ... 111 ...... n .. u ..... (,,, Tritl; 
(llJ ·11a:\I; (C} TroiR: (0) CinR. 
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pnuh1c1s. Tn1lt. T..-aM. and Tn1I. nrc hi¡;hly conscrvctl wi1h 
111 .... ,_. lrum ollh..:r ro.::l:ucd plotsmic.I~ (Fig. 2). l luwcvc..-, thc idcn
tih· ol thc pC-1:\ gene~ ln tho~c frum pTiC5S w;o~ lnv.- (31~ íol'" 
Ti0aJt. :!tJ#/;. for T..-aM. mtd So<;¿. fu..- Tnil ). This cuuld c.-.;ph1in 
"I'" ,,e "ere ruH ¡11,Jc tu J..:1cct ~ignuls f<)I'" 1r11U and 1rulU gene' 
¡11 ;,11 ,. hyhddin11inn C'Xpcrimcnti. (scc ahovc). TraJt ofpC-13 ¡, 
, 1 :!.'''·a:t prolcin. ~howing 6(1~, idcntity In lhc LuxR family 
o¡m•nnn-.. cn~in~ uan~..-iptiunal fou:tor uf pRi,\4h (;.1 pl;: ... mid ~,f 
.. 1. llUll<"/ÓICÚ'I/.\) (,\U1150•)(J4). 6:?':";-. idcntilY In thc TrnR prnlCH1 
"' plti J 7.:!-1 uf Ulu:uh111111 rltizog<-'11~.,. (NC-:002575). and 5M-::;., 
1dcnlll\' 10 T1.dt uf pNGR.:?34¡1 uf /llu::oltitun sp. Mrilin 
:'\:(;j~~~U (,\l;OOUh'J). 

\\'i.: f11unt.1 ;m<lllu:r l'"e!!,ulatt1r gene. dufl.. Cinf{ fnlnl pC-13 i~ 
.1 ~.J11 .• 1.1 pnHo:in thal ¡, 51,r:;, idcntical 10 CinR oí /l. lt',-;111111110-

''""'" lov. Viciar.: (AF211JhJU) ;111d 57% identical 10 CinR oí R. 
,.,¡, c:-.:l'AF51::! iAl:-343h21). Buth Cinl{ ;md Tr;:1R ;:ne dcal'"ly 
pr .. 1.:111 .. br.:lnngin¡.: to lhc Lu"J{ fan1ily uf 1t;:111'oCripth•nal n~g-
11l.11tu ~. 

·1 1 ,11 ol pC-U ha :!07-;m p1utd11 wi1h 75rr idcntity to Trnl 
ul pi{• 17::!4 (NC_OCJ.:?575). 74r;;.. idenlily 111 ltll otuloindm::er ~yn-
111 .. .,c uf pRiA.Jh (AB05fl<J04), ant.I 7or;:;, idcntily to T..-aJ of 
p:-.ltil{1:."l-i:1 CAECIOCIOhX). ·rticrcfurc, Tr:1I is cvid..:ntly an acy
lalr.:d 1 ISL ~\'llth;i'r.: nu.:n1hcr uí che Lu,.J fan1ily prolcins. In lhr.: 
m1t.·i¡.:c11ic .-"..:giun hr.:twccn uu/ and rrpA. u 1n1 hux with thc 
,r.:,1u .. ·ncc o·rrCiTAGAATCcrACAAG wm; í,1und 59 hp up
.. 11co1111 of tr11/. ~uggcsting thal thc ll'"an!l.criplion of lrul is dc
pc11oh.:11I on Tn1H.. Ano1hcr tn1 hl>X wm; lucalizcd up:.1..-cnm of 
llH(• 

Tlu.: lou..-1h 1q:ul.11n..-, 1·ral\.1, i!lo a J 13-aa prntdn humolngnus 
111 .m ,1111i.1c1i"·;11 .. r 1hat inhihits T..-aH. activity through in1crnc
tiun \\Ílh lhi~ pru1cin in domains localcd ª' thcir respective e 
1t.·11nini. 11 ~htl\lr!'> 69% idcntity lo Tn11\.t oí pNGR234a 
l,\EU1100h9), h5t;;.. idcn1ity lo T..-uM oí pRiA4h (AB05U904). 
.111d 57~:-;, identity 10 TrnM of pJ.lil7:?4 (NC_002575). AIJ of 
l11c!'>c pro1cins !1-huw low it.lcnlily to transícr rcgula1or protcins 
ttl pTIC5M (NC_00.1065). 
01u~ .. !'>i111il.1r tu ,,.h/I. -C. -0, -E, -J, -K. -L. -F. -G. -1/.and -1. 

m• .. h:cd in n1;1ting-pai..- forma1ion (33). wcrc also found hc
h't,:cn u·11/ ;.uul C'll/U; ali uf lhcm al'"c 1n1nM.'ribcd in thc s;.1mc 
li11cd1011 01~ 1r11/. J{cl~lic;:11inn gene~ rrpAUC are locatcd up
.. 11 .. ·.1111oí1111/ (f!i¡:. 1). 

l.'Jwrnl·lr..-i.1111iun of oriT. Thc oriT of pC-13, idc111ilicd 
1h111u!!h !'>imifori1y wilh trnn~fcr o..-igins uf pNGR234n und 
pT1C:'\S. '"" luc.1lj,ed hc1wcc11 uuA and 1r<1C. Thc M:qucncc 
.111.1h"" rc,·co1lc.J ;a 11101if idcnlical to th¡ll pn~scnt in thc oriT 
1c¡.:1tH1 ••I pTi(';'iS, "hich ¡.,. cummnn h> 1hc n:gion whcre nicl .. 
.,11..:: ... 11c 1 .... :alc•I m ¡lTFI and RSFlUIO. f-luwc\·cl'", thc invcrtcd 
i.:pc.11 .. ncar 1111, 11101if (M) M::Cnl to he ah"'Cn1. Tu tcM thc 
11111 .. 111111.aht\· 111 1111 .. 1n1n!'>fCI'" origin, a fr;.ii;rncnt tlf 143 hp cun-
1.1111111¡.: thc ;,nTw;1s cloncd in plJHR11'-tCS5(pLrl1) (Fig. 1) 
.111d 111111•du..:c.t hy t.•1u1jugo11iun intu diJTc..-cn1 !.!rain~- pCTI 1 
,·.,uld he 111uh1li..-:ctl from wikl-lyp..: CFN42 but nol frum 
CT:o-.::i..:1xz. 01 !'>lr¡1in lm..:king p4.:?a (Tahl..: 3). As a control wc 
1c .. 1cd 1h.: mnhili..-:;:i1iun ahilily oí thc vector pUURIMCSS. A' 
.. -.m ¡,._. ,cen in Toihlc 3. pHURJMCS5 cuult.l nut be tn•n~fcncd. 
Thc .. c re .. ult~ ind1co1tc th;1t thc frngmcnt cluncd in pCTI 1 c11..-
r1t.•!'> ¡¡ lunt.·tiP11:1l 01;T dcpcndcnt upon p42a-cncodcd proteins. 
S11111l.ll'" rc .. ulh wcn: found with pla!!>mid pDCKE.7..3.B. which 
t."11111, 1in .. 1hc on·TofpTiC58 (Table 3); it can be mobilizcd frum 
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FIO. ,:\. Thm·la)cr d1ro1mt10¡.:rn111 ní !he ilt.')·l·l ISt. p10Ju,·,·1I h~ U.. 
•·tli CFN-1.:? ouul dcr,..·01IWL·... (.;111L· l. .-4 ''"""'"''•'"' 
NTl(pT1C.'51'{~"'cHJ: 1.mc .:?.. Cl'N-1::!:; lome :i. CFNX P>: (L'urc.I "l 
p42<1); fon<-· -i. CFNXh71 (n11U.;:/u1/"S¡~); !Oln,· :'i. CFNX1t711 11111U::1 .. ,. 
/'Sp); l.onc t.. CFNXr1tN (o.,/::11SlJl'1JSp); lmlL' 7. l.'FJ"<,;Xt11>i'I ,,,,,,\/·: 
pSlJl'llSp); lan..: X, J·nt1l·<·,.-1t~I.; J.uu .. · 11, YM nlt.'a.lnun .:.11111111. 

u Mr;ain cu111;1ining p4::?a hut 11111 fru111 :i Ml'"ain l;1d ... ing thi!'> 
pla~mid. -

tral IH l"l!s¡•onsihlc ror lhe 1•rod11cdo11 oran uu1ul11ducl!r In H. 
ali C•"N42. In pTiCS8. TraJ h. rcspon~ible for thc pmductiun 
oí a conjugal f.actnr ur au1oinduccr, "·hich is n menll~r nf u 
family of substitutcd HSL, (¡1cyl-J-IS1-"') (2S). Tu 1.lctcrminc if 
an acyl-l-ISL is in\'ol\'cd in the 1ransfcr of p-i2a. thc production 
oí 1hcsc compuunds by R. e1/i CFN42 and Mime dc..-ivali\'c:S was 
dctc.-mincd by using ttu: TLC ~ystcnt dc:i;cribcd hy Sh:1w c1 ¡11. 
(4H). 

Acyl-HSU can dilfer with rcspcct to the lcngth oí lhc ut.-yl 
sidc chnin. thc prc.i.cncc or ahscncc of one o..- rno..-c un. ... iturn
tions. and thc nalurc of thc suhstitution at thc cnrllOn 3 po,i
tion. In !!oamc ¡u.·yl-llSU. ca..-h..111 3 il'> hydroxylatcd (3-hydro:icyl); 
it alMl may aury a carbonyl group (3-o.~o) n..- a fully rcducc:d 
mcthylcnc. "Ole 3-n:i.;o dcrivutivc:s charuc1cl'"iMically prnt.lm:c 
tailing spots with din·u!>C cdgc:s. whercas the 3-un~uh!lotitutcd 
fonns produce cil'"cula..- spots wi1h :;;;harp edgcs (48). Tu dclcl'"· 
mine whcther thc lruf gene ÍtlUnd in pC-IJ i!lo rc .. pon .. ihk fur 
production of une oí thc ~iutoinducc:rs. wc: ~1n;.1ly.tcd 1hc :mtu
induccr p..-oductinn in stl'"ain CFNX<J6'J (tru/::pSUPUSp). Thc 
re~ult~ ~howcd 1hu1 thcl'"c ¡, une tniling reuctivc !1-Jllll whkh 
comign11cs wilh :1 J-o)O,O-CK·JISL Tllio; 3-<1Xo-CK·llSL i!'> de
teclcd in thc wild-1ypc :;;;tl'"ain hut disuppcan in thc lnll muuuu 
(Fig. 3, h1nc~ 2 und <1) unJ in 1hc p4:?;1·curctJ dcrivnli,,.c (Fig. 3, 
lanc 3). Thcrc is ann1hcr l'"C41CIÍ\'c !!.poi llmt cmnii;r;.itc~ wilh thc 
3-dXO·CK-1 ISL- :md iho circula..- fnmt indicatcs tlmt it i~ ;a .l-OJ 1-
C,.-IJSL This spol is pl'"c!'>c111 in st..-ain CFNXl82 (curcd uf 
p42a) (Fig. 3. hmc 3). indicntin¡;: 1Jrn1 il ¡o; cncodcd in lhe 
chromn"-•n1c u..- in ¡1 phi-.mid llilTcn:nt froin p4Zo.1. Twu unillcn
lilicd ~pols wc..-c dctt.•ctct.-1 in lhc wild 1ypc 111 luw fcvcls; llu .. ·y 
may he con1anlinan1s, ~in1il:1..- In lho'c pn:viously dctcctcd with 
this technil.lue (7). 

In ordc:r 10 determine thc n1lc of thc J.rn,u-C,.-1-tSL in con
juga1ivc transfcl'", thc mohiliL;1tiun of p42a cun1ainin¡: 1hc in-
1crruptcd 1ru/ w¡1s lcMcd and fuund not to h..: dch:cwhlc (T¡1hfe 
3). Complcmci.latiun with thc wild-lypc ¡:ene (CFNX<•f11J/ 
pCTl2) rc:stored thc tr;.1n!'>íer ¡1hility uf thc ~ll'"ilin (Tuhlc JJ. 
Also, whcn 1hc tru/ mutan1 CFNXlJ99 ""R' ~rown in ¡1 l:'t11uh-
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TUN-GAUKIJ:>O ET Al-

~ 
~ H)I 

i .... 

10" 10' 10'" 10" 

Culture density or donor population 
(CFU/mJ) 

1 llo. 4. Elfccl u! .:ul1uu.· <Jcn,ily un rhc llotn .. lcr uf p4211 1m<J pS)"m 
hum c1-NXtoH!i. Tr&111,fcr frcqucnci ... , ur r-a:?a (t11an,;k,). uf p4:?l1 with 
"''"uh11unc<J 1ncd1un1 ioUU.,.•d t ... ·t"urc nmtin¡; ('"-fuurc!<>). an.J ur pSynt 
(,.ir .. ·f.,.• .. ) 11rc 1ohuw11. Slrnin CFN:?tKll (<..·11rc1I uf p4:?:t ilnd pSym) w-. .. 
.1lwl1~ .. u-.cd ª"' 1hc rccipicnt. 

J. ÜACILKH.n_ 

compnum.ls is nc"·ci.i.¡uy for p4::?a n1nhili.a1tion. Wc nlso J..now 
thnt thc tmn-.fcr of pSym dcpcnús un thc prc:-.cncc of p4:?.t1 (5). 

TI1us. lo tc..i if tn111sfcr of R. ctli ph1!1omh.I!> ii. ¡1 quurun1-scnsing· 
Jcpcndcnt prucci. ... wc cnn:o.tructcd un R. f!lli dcrivativc h;1rhur
ing hoth p42a am.I p-i:?ú (pSym) li1hch:d with c.Jiffcrcnt m;ul..cr!'> 
tCFNX<18K). "\Ve c.Jctcrmincd thc tr;m"'fcr frcqucncic!<> oí huth 
plasn1ids al c.litfcrcnt growth !>lngcs nf thc donor -.1n1i11 (Fig. 4). 
Thc rcsults !>hnwcd that trnn,fcr nf p4::?oi initi•tlc .. wh .. ·n thc 
dunur pupuhuiun dcll!<>ily is llppro"linmtcly 111"' ;.ami lhc lto:· 
qucn"-y i1u:rc•1<oc,. .... thc úunor populatiun ¡1ugn1c11t"' i1 .. dcn .. 11~. 
Furthcnnnrc. whcn lhc dnnnr -.1nai11 i"" prcgnn~n l<ir f1 h 111 01 
cnru.litium:d n11:diu1n. trnn"'rcr ¡, i1ul11"·cd •1t ¡111 c;ulio .. ·1· .. 101µc 
(Fig. 4). ThC!<>C rc .. ull' clc¡1rly indk<llC lh•tl thc L1;111 .. rc1 uf p4:?ot 
is dcpcm.h:nt 1111 qulu·un1 !<-Cll!<>ing. 

Thc tn111"'fc1· of pSy111 inili<1ll.""' unly aftcr thc p4:?•1 tr¡111-.f1..•r 
fn:qucncy rc.1chc,. it"' hi!thc'I lc"l.'cl (ilt " pupulo11inn dcn!<>it)· ul 
IO"' tu 111"). i.lnd it al'º in .. ·rca-..c!<> in >1cc11n.lancc wi1h lhc donor 
populi11i1111 (Fig. 4). Thi..·rcfun:. thc tn111 .. rc1· uf pSyrn ¡, ill'u 
dcpcn<lcnt on qun1um i-.cn"'iug, ulhcil in<lircctly. 

Two rc.•.::ululur .. nf lh._. LnJ1.K f111nlly Hre HC'lh·ulurs oí 1>-1~a 
lransfrr. Tu annlyLc thc 1nlc ufdnR m1d unU in p4:?oi mohili· 
zation, '-'C tcstcd thc tran .. lcr abilit) uf p4::?a in dcri,,,¡it¡, . ..._.!> 
containini: n1ut¡¡tinn"' in thc..c genes (T•1hlc 31. Tran.,fcr uf 
p42a wu"' complctcly nholi~hcd in dcriv;1ti"·cs containing mut;1-
tions in 1~1. cinR, or 1r1.1R and Wil!<> rcstorcd whcn complc· 
mcntcd with lhe rc"'pcctivc wild-typc genes (CFNX6t1WpCTI::?, 
CFNX671J/pcr13. and CFNX'171/pCTl4) (Tahlc J). Thcrc· 
forc, lhc tlncc gcnc'- <trc ncccs,ury ;md sullicicnt fnr p4:?i1 
transfcr. Sincc muhiliz;11iun uf pSy1n 1..h:pcnd!<> un thc p4::?01 
tran<ofcr syi.tcrn. wc cunlinncd th:it thcs.: muta1ion-. ;1lso clin1· 
inatc pSym tran!>fcr lT¡1hlc 3). 

tiu111:d nu:diun1 cun!'.i!>ling uf che MJJ)\!rnatant of a CF'N42 cul
lurc ~rown tu !<>laliunury plt<tsc nr in a n1C'dium supplcmenlcd 
"•lh .5 µ.I uf 3-uxo-C,.-llSL. thc lriln!<>Ícr frcquem .. -y oí p42a 
1111/::pSUPílSp "'""similar lu that ofthc wih.1-typc strain (1.7 X 
lfl ~ ¡¡nd (1.77 x 10" ~- rc!<-pccci,,,cly). Our cc.mclusíon frnm thcsc 
cxpc1imcnt"' ¡,. thill Tnil i!<> ¡¡ pu"'iti'llc rcguliHur of thc transfcr 
1">1rn ... .._.,!<> through the -.ynthcsis of a 3-oxo-~-J ISL. On thc othcr 
homd. in !<opile uf the fm:t tlu1l CFN42 produce!<> ut lcast two 
¡u.:·J-l ISt_ .. ;1t n::adily dctccu1hlc lc'llcls, only thc onc cncodcd by 
1h .. • 11<1/ localiLcd un p42a ~cms to he involvcd in conju¡,?utivc 
11a11 .. 1cr; no uthcr p1udm:t can !.Ubstitut..: fur its function, indi
.. • .. 1111~ "'-·ry "'pcdlic rcg11J;1tion. 

:\luhlliL.nCiun uf ¡1-12u, nnd cons-.-qu ... ntly uf 1•Syn19 drprnds 
un <11111r11111 M.·n-.ini;:. Acyl-1 ISL"' are mulcculcs involvcd in quo-
111111-.. cnsing pruccs?<.cs. proccsso!:s that are ccll dcnsity and 
~1,n,111 pl1a!<>c dcpcnúcnt. \Ve ha'llc i.ht1wn thnt onc 11r thei.c 

To furthcr undcr-.t;1nd thc rcgula1iu11 uf thc p4:?a lnan!<>fcr 
genes, wc con..iructcd úcri,,,¡11i,,,cs containing fu,.iun!> uf c¡u:h ol 
thc rcgulatory gene~ tu a rcpurtcr gene: pC1"7 (1rul::uidA ). 
pCTH (1n1R::uidA). and pC.-rlO (ci11U::11ü/A). llipro:"'sion uf 
thcsc fusions wa-. te!'>lcc.J in thc wild-lyp..: anc.J 1~1. 1roR. and 
ci11R mutmlt backgruund"'. Thc anill~is (Tublc 4) showcd that 
Ira/ cxprcs..-.ion is rcduccú whcn 1raU is mutatcd (CFNX680). A 
n1orc dramatic clfcct wni. ohservec.I in cinR or trul 1nutants 
(CFNX<.tw und CFNXfl7fl). whc-r~ tru/ cxprc!<... .. inn was cun1-

T l\BLE .i Expr<..·!<> .. ion uf trul::uidA, 1tuR::,,UlA. an<..I cinR::11idA gene fu!'>inn .. in R. r1h wil<..l·typc 1md muta ni t~ackgruunW. 

( ·1 ~.,h7:! 
Cl·:-..:Xfl7h 
l.I SXhSO 
t.T:-.;:XttX4 
t. I :".:;>\tt7."l 
<T:".:Xr.77 
CJ SXhSI 
CI S;>\hS5 
<.TS;>\h75 
C"FNX1t7•J 
l"I :"-.:\.h83 
c·1·:...:xr.s7 
c·1··:...:x IX2"1.cr7+1>CT13 
("I SXJS:!/pCT7+pC1"14 

\Vil<..1 l)"JlC,ITU/::ui,lA 
11v/::fl.."ip1ru/::uidA 
lruR::latSp 1n:1/::11iclA 
c:inR::luxSp 1rul:-:.ifidA 
Wild lypc, 11uR:-:.11UlA 
trul::llSp 1111R::uitlA 
1TvU::lu.tSpm1ll:-:.ifidA 
c.·inR::l.uSp 1111R:-:.111dA 
Wild typc. L"inH::uidA 
1ru/::l1Sp l"i11R::ui•lA 
tTull::loxSp cinll::uULA 
C"i11R::lu.t·Sp c:inR::uidA 
p4:?.u-. pRK7Hl3-tru/l, 1rul::ui•lA 
(14261-. pRK7H13-dnR. tm/::uü/A 

28 

f\.lc1<n P.·i:luo:utuniJ.,..., 
"J'...,I ~SI>" 

llh.53 = "'·'•:? 
13 = 3.03 

l'l.15=3.:?r, 
NO" 

15.3'1=5.15 
15.UJS ~ 1.9 

:!fJ.6'1 = 4.•11 
IX.'IX = l.N 
::!:0.5'1 = l.1173 

NO" 
l4S4 = :!.JS 
:?ll.94 = 3.57 

NO' 
NO'º 
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pk:ic . .-ly ¡1hnli!i.hcd. Thc!i.C rcsults lcü us to prcdic1 tlmt proüuc-
11•111 ••f thc ,,.u/-dcpcndcnt ucyl-1 ISLshuuld he nlfcctcd in thc!i.C 
mut¡1n1l'>. TLC dctcction an11lysis dcmun"'1ratcd time in 
('FNX<169. CFNX<t7U, und CFNX671. the rcuc:tivc-i-ptU profile 
""1' .. imilar tu thc prufile ufMnain CFNXIM:? (c:ured uf p4:?¡1), 
whil..: in CFNXtit~ (tru/l.f murnn1J. thc ucyl-1 ISL prolile w¡t'o 
11h:llliL·;1I tu tlmt nf 1hc wild typc (Fig. 3). f~cgarding cürU. itl'> 
c'p11.-·.,l'>i•111 wu"' rcduccd unly in ¡1 1r11/ n1u1ant background 
(Cl"NXh7'1) ('r-..1hlc 4), whilc thL' ulhcr mutations had no efi"ect 
''" 11 .. c""pn.·"'"inn. Finally. 1n1U L'llprc"'"'iun Y1.·;1!1. !l.imilar in ;111 of 
lhL' d1Jlcrcnt h;u,.·l..j.!IUllftd'o (T11hk 4), MJ~C!»ling tlu\l it is cun
'ol1t1111"d)" CXl"IC'o'oClf. 

SllKL' ,-,,,u Hnd ,,.,,u n1ut;1nt!I. ;1ffcct 1ri1' c'pre .... ion <1nd thi., 
~._., .... '"' ,._ . .,p•111 .. ihk for 3-u,n·C,.-l ISL pruduction, wc pcr· 
h•1111cll 0111 c.,pcri111t.·11l tu 1lc1crn1i11e wlu:thcr 3·0"-0·C,.-llSL 
all••\'"' ,-,uf( anti tr<.1U 111ut•111t:· tu pcrfnrn1 conjug;iti"'C lran!l.fcr. 
T11t.· 1c ... ull!-. !»IU•wcd th;.11 tr;:1ns1 .... ·r ahility WH'> rccovcrcd only al 
;1 ¡,,..,. frcquc:ncy in the 1ri1U rnutant (1.1 X 10 "). and in thc 
n11U nn1t;1111 (3.7 x 10~ .. ,. Thc!i.C rc:.ulti. indicoilc 1hat in addi
tiun to thcir rule i111r.1/ l.!"l(fUCS'-ion. he.Hit u~gulalor.. participa1c 
1li1t.•t.•tJy 111 rt.•gula1it111 ,,f tru gcnc"' c,.prc!<>.'-Í'ln. 

Tht.· 1n.1/ fu!i.ion (pC-17) wa!I. i11troduccd intu a dcrivativc of 
tllt.' p~1:1-curcd Mn1in CFNXJK2 carrying thc dnnc conlaining 
1h .. • """"gene (pCTl3) or thc ,·mil. gcnc (pC..1'14). Thc ~-glu-

~·¡~':,:~:::d,~~-:d~~-1~v~~1~1~~~1~~~~c'~~ 111:e;:1:1~~~·~:is;,~:;~,!;'/ ~~nn~!; 
C1'p1t."''eJ in lhe'oe hac:l..grounds n·ublc 4). ,.hCSC rcsuJts. sug
l!C'I 1h:11 hu1h gene!'. are rcquin:d for 1ri1/ cxprcssion and 1hat 
1h .. ·} functinn in p;.1n1llcl. This i!> in agrc..:mcnt with previou:o. 
IL''uh .. (!i.cC ¡1huvc). sincc thc wild-typc strnin carrying mutu-
1iu11 ... 111 cithcr llu/~ nr ,·inR sho\lo'S a dccrcasc in trul cxpre~ .. ion 
<111\1 lr-;.111!1.fcr, in !'.pite uf the f;.1c:I that 1ri1/l has no cffect un dnR 
C"-P''-""'"inn and vi'-·..: vcrs;1. 

Tr:n:\t ducs nul r ... prcss c.,njur:••l~c 1ran!lirc-r In p42a.. TraM 
lm .. hccn !>hown tn he u ncgativc rcgulalor oí pTiC.."i8 conjuga• 
ti\L' 1n1n!l.fcr throug.h inleraction with TraR in domuinl'i locmcd 
:.11 1hcn rc'!<opet.•tivc C 1crmini (26, 27, 41). To verify whcther thc 
1111,\f il'> 0111 ;u1lia'-·tivatt1r in p-i2a. wc con!l.tructcd a dcriva1ivc 
(CFNX<>t•H) co111;iining a mutation in lrullf (scc Matcri:ils and 
M .. ·thod'o) und tc!'>tcd it"' conjug.ative abilily. Surprio;;ingly, che 
t10111 .. IL·1 frcquency w¡1s nut aO'cctcd (Tnhlc 3). Sincc wc kncw 
hy ...... ¡ucnc:c Olllillyl'>i .. tlml thc e tcrn1inu!O of TraR Willi con· 
..... n.t.·d with 1110 .. c uf othcr ho1nulugnus proteins of rclal~d pTi 
pl.1!'ornic.I!>. wc quci.1ioncd whcthcr it could be inactivu1ed by an 
l1t."1c..-.. Jo)!&1U' Tr;.1!\.f rcprcM•or. To lhis cm.t, pCF4:?4 (T:1hlc 1 ) • 
. 1 pl1BU. ! l\.ICS5 dc1ivativc containing uu/U of pNGR2..'l4a, wa-. 
1111n•c.l11ccd i1Ho CFNXIK7 hy cnnjug:1ti1.111. In this strnin. wc 
luu1i.I th;1t thc ¡W.:?a tr<lll!.fer frcqucnc:y dccrcot!l.Cd hy 2 nn.Jcr.. 
••I n1.1)!_n1tudc (T<thlc J}. 1,1is indic:<1tcs th;1t tr11/l of p-i:?o1 isahle 
1•• 1111 .. ·1;1.:1 wi1!1 ·rnil\.1 hut. fnr son1c unknnwn r-caMlll, thi!'o 
1111c1.h:linn ¡.., nut c;1rricd nut wilh thc cndngenuu"' Tn1M. Tu 
h111h .. ·1 e.,plurc thil'> Í!l.sue, .a tran!l.Crip1io1ml fusiun oflru/.fwith 
th.: ¡i.~1t1'"·11Hmidas..: reponer (pCT9) was constructcd. Wc did 
""' dct<.•ct c:oiprc-. ... iun in any of the hotckp.rnunds tCl'>lCd, i.e .• 
w1ld·type CFN41 ur 1hc mutants CFNXt>09 (tru/::pSUPUsp). 
CFNXti70 (m1U::lo.xPSp). OT CFNX:67J (dnR;:/u..-PSp} (dala 
nut 'huwn). \Ve cuncludcd tlmt TraR in CFN42 is nol inacti
"'itl'-"d hcc¡m!l.C th .. tru/l.f gene is not cxprc!i...-.cd, and thus thc 
;111ti.1c.·tiv;1tur ¡ .. nut produced, al lcast unl.lcr thc cxpcTimcntal 
CtJ11tl1titlO!I. IC!>ICd. 
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UISCUSSION 

Jn thc htst fcw ycurs. it h;is l'ICctl fuund llmt quu1un1-scn"'illl!· 
l.lcpcnúcnt prc.tec!l.!1.C!I. ;.uc wide!i.prc;.id :11nun~ gn1m-ncgo11h't." 
h;tctcria, including plmH·aS.'o<1Ci¡1tcd h;.1c1cria (5:?). Pruduc.·tiun 
uf muhiplc autuiru.Juccr-. und cu1nplc . ...: n:guh1tury nct"'-url..!> hiil'> 
bccn rcpnrlcd fUT R. etli. R. lt'g11111üunan1111. and .\·. nullluti (111. 
3h. 45. SJ, 5.;}. /t. l'tli CNPAF512 pr-oduc:c-. !i.c\·en dilfcrcn1 
il'-'Yl·IJSL' (45). Thrce ,,f the!»c ;.1u1uindu'"·cn. h:1\·c hccn !i.l1t1\\'ll 
to he produccU in"'ide the nudules hy hnctcroids; mulations in 
one of the1n result in ;.1 !i.Uh'lil¡1ntfol dccre:1!>.C in ¡11.·cl}'l..:n'"· rc
duction ¡1c:1i\'ity. indic:a1ing thill thcy urc.: involvcd in nodul.;Uiun 
and nillul!en 1ix;11in11 (llJ. 111 U. t"lli CFN42 \.\C detl.'1.."tctl tht.• 
pruducti1111 ,,f (tnly IW•I ;;1'-"}l·llSLo;;. Strain!I. CNP.-\.FSI:! illUJ 
CFN4:? al!i.u diJfcr in uthcr pta .. n1id-cncodcd fc;uurc!>. !l.Uch 01 .., 
thc prc!l.L"llcc of ;:1 FixJ humulug in CNPi\.F51:!, which il'> ;ih .. cnl 
in CFN.J2. oinU thc ¡11c .. t.•11cc nf u novel FixL in 1hc l•1llcr Mn1i11 
(IH). Thc 11rganizo11ion 1.1f lhc!>c l!CllC!> wa!'> mli1lyzcd in 24 R. ct/i 
Mraini. frnm diffcrc111 gcul!tilphic urigins. SC!'vcntcen 170'·:.:,) 
wcn: !'>imil.ar to CFN.i:? (b). Ali uf tltc!l.c J;.1t;.1 suppurt thc 
suggcstiun that in R. ,.,¡¡ thcrc is i11tr;;1spccies v;:iriahility rcgard
ing dilfcrcnt pla!i.mid-cncodcd tr;Üb. 

In U.. /,-gunrino.'"'""'· .ac:yl-J-ISL" h.avc hcen rchucd to iuhi
hitiun uf h;1ctcrial ~ru"lh 1l1111u~h lhc protJucliun uf a !'.lllllll 
h;.1c1eriocin (J9. 53. 54}. i\n in1rico1tc reguluiory c:ascm.lc irwolv
ing. vuriou' /uxl-ltu:U-typc rcguh11ory gcnc!'o (cü1R, ¡,¡_,/(, ;md 
trill) hai; hccn Mlown to p;ir1icipa1c in rcguh:uion of thc cnnju
galive transfcT of 01 "')'mhiolic pl¡1!>.mid in U. kxunrinufutu1'1 (34. 
53). Jn this c;1scudc, 1"riR positivcly rcgulatcs conjugati\·c 
lransfer gene!'> in rc!i.ponsc tu thc 3-oxn-C"-HSL i.ynthcsi.tcd by 
trul. lriR cxpression i"' pc.1!1.itivcly cnntrolled by BisR; 1hi!i. induc:. 
lion rcquircs 301-l-C1 .. , 1.HSLsyn1hcsizcd hy thc chromosoma
lly cncodci.I Cinl. Abo. BisK play:. n role in r-cprcs.-.iun oí ci11/ 
cxprcs.-.ion. Although u 1rlJ opcrnn was idcntificd. locnlization 
of thc trnnsfcT origin. uriT, and othcr transfcr gene!> (traAFll 
and 1ruCDG), as wcll as analysi!'> of 1rul. will surcly contrihutc 
tu complete 1he Tegulatory !<.Chcmc for transfer of this plu.-.mid. 
In uddition, a rcccntly dcscrihcd 1raR-tn.1/..f locus frum .S. mc
liluti ha"' hccn propt1!1.Cd tn be: invnlvcd in tran-.fcT (36}: how
c..-vcr. expcrimcntnl conlirnmtiun is s1ill rcquircd. 

In thi-. "urk. wc pcrfurmcd u cumprchcn"'ivc m1al:r-is uf thc 
conjugath·c transfcr mcclmnism uf p42a uf R . .-11; and distinc:1ly 
!iihowcd tlmt it is quorum !iiensing dc:pcndcnt. lnlcrcstin~ly. ª"' 
pSym tnm!'>fcr dcpcnd' un 1"42;1, \.\e lind lhat 1hc trnn!l.fcr ufth'"· 
symhiotic plasmid also dcpcnds on ccll dcn!'iity, in an cvcn 
ntorc rcstricted n1:11111cr than fur pi2a. 

Ua ... cd un the cxprcso;;itln ao;;.......:1Y" nf rcgulatory gene fusiuns in 
diffcrcnt hou:l..gruunds. wc prnptl!l.e u rcgulottury mudcl for p4:?i1 
1rm1sfcr (Fig. 5). Am1lysi"' uf Ji·glucuronidn.-.c activity dcmun
strnted th;u 1ri1/ b ptl'•ili,,·ely :1ul11rcguloited unc.J is uprcgulated 
hy TraR 111u.I CinR. 1\c:c:ordin!!: to thc propo~d nmdcl. a cum· 
plcx shnuld h..: fnrmcd hy Tral-l and thc 3-uxo-C .. -HSL synthc
si.tcd by Trnl. Thi!'> 1..·omplcx wuuli.I he ahlc to hind to thc 
promotcrs of transfcr i;cncs whcrc '"' '""es havc bccn idcn
tificd. This cumplcx would alsn mcdiatc thc uuturcgulatury 
control of lru/, whcrc ;.i ira box was ;dso found. A 1nut11tiun in 
traR still allnwi. a luw lcvcl of tl'Q/ exprcs.,ion. hui Trul uctivi1y 
is not high cnough tu synthcsizc thc autoinduccr rcquircd tu 
promete lran!'ifCr of p42'•. or cvcn 10 be dclcctcd hy TLC 
unalysis. Al!>O. CinR WU!I. fuunc.J tu he oi pt't'-itivc rcguli11ur uf tru/ 
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clnR 
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Ci nR rcg uhttor traI traR 

..... : : '* *' 
+ + · •• ••• Hs
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L-•y:
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lha.•c ~~ 

traR rcgulnt.or -----------· .:. o 
---------~.· 

L--~::~::::::::~ 
+ ~ + : : 
----~ ~. + transfcrgenes 

~- Mo<ld fur lhc rcs.ululiun of lnan,.fcr gen&11 cq"n:AAinn in p42.o.. +. ptsitivc n:gululinn; '!. unknnwn n:guh11ory pn-.1cin frum lho: Lu"IR 
lmml). 

ind!!pc111.kntly of TraR. hccuusc: a mutution in cinR abolisheti 
101/ l!XJ'lrC~,.ion hut has no cffcct on 1raR. As n1cntioncd abovc 
( .. c."c Rc:i.ults). thc: truni-fc:r frcquc:ncy of pC-13 is similar to that 
uf tlu: cumpktc ph1smid p42n. This indicntcs 1lmt no 01hcr 
1c¡;ul~1tori. are im .. ·olvcd in transfcr of p4:?a. Thcrcforc. wc prc-
1..li<..·1 1lml lhc 3-o,,.o·C,.-HSL produccd by Tral is ublc to forma 
cumplcx with CinR and to uprcgulute tru/ (F'ig. 5). 

H.t!'g<1rding ci11/{, its cxprcs.. ... ion ii;; uprcgullocd by Tr-ol and 
Jl!crl!w•ci. whcn 1n.1/ is mutatcd. As CinR is a positivc rcgulalor 
1111 1ru/, wc '""ould cxpccl a dcereasc uf cinR cxpn:s. .. iun in a 
n11U 111ut¡1nt. 1 fo'"c"·cr, thc rcsults i.how thitt L·inlt cxprcl'i-,.ion 
rcma111i. unahcrcd in 1.1 ci11R mutant. Wc prupoi.c that trol is 
1r.u1~rihcd at ¡1 hai.nl lcvcl indcpcnJcnt of TraR unJ CinR. 
.allt•ning thc ;1 .. ·.:u111uhoiun of cnuugh 3-o"'u·CN-HSL tn ucti"'atc 
nuU. In 1hc trul 1nu111nt, this hui.al lcvcl pruduct!'s nn im1ctivc 
Tr;1I. cl1111plctcly ¡1ht1lishing autoinduccr production. llu: tran
.. 1..·1 ip1101101I acll,..•llnr fur L'i11R lm!'i. nnt hccn dclincd. This hypo-
1hc11.:01l ¡1c1i,..;uor .. ·uuld he cithcr- TrnR ur CinR. ncting M:pa-
1:1h:I.\ 01nd hcinp. ;1hlc to r-cpl;1ec cach othcr. or .an unknown anJ 
'.\oCl-t1•-llc·dt!'M:1·ihC"d rcguh1tur-. Fin:11ly, truN cxpr-c .... ion was 
louud 111 hl!' cnni.tilutivc unJcr ali cunditiuns tt!'Slcd. 

Hc~uli1tin11 nf p-t::?n tnmi.fcr rcscmhlcs that uf pTiC5H in 
n1.1ny il .. p .. ·cti.. Ncvl!rthclcs. ... thcy diffcr in i.01nc in1purtunt a .. -.
rw .. ·1 ... In pT1CSN. opines i.cercted by thc plant are thc tir..I 
.. ign.d for 1r¡111 .. fer. In ctu11n1i.t, f)4::?01 mohiJi.,mtinn dncs not 
1 ct1ui1!! it .. i.y111hiu1ic hoi.t. Anuthcr- impur-tant diffcrcnec 
,111111ng th1..• 1r;111i.f.:r i.yi.icn1i. uf thcsc plasrnidi. cnnccrni. Tr1.1M 
<1<..ll\ll'.1-- AcctirJin~ In Pipcr and Farrund (41), in pTiC."'iHTr-aM 
.. l!1·vc .. to i11m:1i"·atc thc i.nmll ;11noun1 uf Tro1R which is cunsti-
111t1\cly produ..:cJ in thc ;1bscncc of tho.= conjugnl npinci;;. As a 
.. -.111 .. ..:1..¡ucncc, cnnjugitl tn111sfcr uf chillo pl•1Mnid rcquin."!; nut 
1•111'.I- 1hc ;1ccumuJ;1tiun uf ¡1ut•.inducc1· bu1 ali.u cxprcs.-.ion of 
11uU .11 k"·d .. thoit 011lnw it 10 ovcrcumo.= thc uctivity ufTr-aM. In 
cun1ra .. 1, wc found nu cxprcM>ion uf TraM in p42<t. Ai;; opine .. ~ 
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are not rcquircd to initiatc conjuga! trnnsfcr. wc bclic:ve that 
traM might he a rclic of nn acquircd transfcr- machinc in R.. ~tli. 
Thc ubscnce of thc inhihitory cll'cet ofTruM. nswcll as thc fact 
that p4:?a is nblc to initiatc trnnsfcr at a lowcr euUur-c dcnsity 
than pTICS8, may cxplain thc high frcqucncy of p4.ln trnni;;fcr 
(e.ampare: Fig. 4 with Fig. :? of n:fercncc 41). Huwcvcr-. wc 
cunnot rule out thc possibility that TraM might be cxprcsscd 
and hnvc a r-cgulatory role under othcr experimental condi
tions. 

From thc rcsults prcscntcd in this papcr. it is cvidcnt thm 
thcrc is a rcgulatury cascudc controlling conjugativc traO!!.ÍCr uf 
p4:?.a andan evcn more eomplcx rcgulation for pSym trnni.fcl'. 
To complete thc rcgulatory !!.Chemc. it will he ncccs'"lU)' lll 

idcn1ify othcr (.·u111rolling clcmcnti.. i.uch us thc 11an-.crip1it1nal 
rcgulntnr uf c-in.R. 

Wc havc prcviously shnwn buth tlmt pSym tram;.fcr- dcpcnds 
un thc prci;;cncc uf p4::?:l anJ thc fcusibility uf cuinic¡;nuinn 
umong both plasmids (5). Hcrc. wc show tite existencc uf 
unothcr lcvcl for- pSym trnni;;fcr rcgulation. im..lircctly linkcd to 
thc environmcntal eondiliuns, which may luwc an ctfcct un lhc 
ccllulnr dcnsity. i\lthough p4:?a tnrnsfcr- is nm rc!!.trictcd lo lhc 
prci.cncc uf lhc i.yn1hiotic hu!!.1 (i.cc od"l(wc), wc cxpcct that 1hir;: 
ccllular popul;1tion is mor-e likcly to .nchicvc thc li:vcl rcquircd 
for- plai.111id ln1ni.fcr- in a clo'<;;t!'d cnvironment. such as thc nod· 
ulir: or- i11fce1ion thrcud, than in !'ouil. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

Los -dlltos presentll.dós y: discutidos, en el artículo (Tun-Garrido et e1l.. 2003 .. en 

prenso.). demostrara~:: 'que .,,.Ja región ·de ~ovi.Jización , del p42a cst¡\ contenida 

completan1ente en :·Cl Pe:.. I 3 •. ESía ·el~-..;ª :contie~e .. Íldemás de los genes reguladores y el 

origen de_ t~ñSr~rCnci~ .. :/·t~d:·o~-- lo~·.:'~-iro-s° .. gCnCs neccstirios para el procesamiento y 
tí-anspo~".'. .del ·oNA.:·y pa~n Ja_ f~~:a~iÓ~_déJ:·pil-~s •. 

l>cscripcit\ri dC IÍt Rcgit'in de Trán~fcrcncia. 
Existen dos ·grupos de genes que se transcriben divergenternente a partir del oriT 

(Figura 1 .. -Tun-Garrido et al .• 2003, en prensa). A la izquierda del origen se localizan Jos 

genes truC. traD y lraG, que se transcriben en la misma dirección. El geÍl truC codifica 

para una proteína de 98 na,. corriente abajo de este gen y separado por solo_ 4 pb se 

encuentra traD que codifica para una proteína de 71 aa.. traG se ~ncuentra r~o abajo de 

truD y separada por 31 pb .. codifica para una proteína de 645 an.~ .. 

A Ja derecha del oriT se encuentran los·--·gCrieS:_t~~-~"i'raF.-Y-traB .. que se 

transcriben en Ja misma dirección y divergentemenle ~ 1ci~"i~~~~S\:i~~rilOs ·anteriormente. 

~~7¿::~: ~~:=:::·~:~~~íttii!t;~I::: 
En la región intergénica entre_·. ~~:5 ~; operones_,-;;:.s,e I; ~oCaJiza·!~'eJ :;:origen ~:de -·, -

- -_ _.-. '« ·'1'·; · ·' •' .. • ,.;_,, ~,,;•.-..,1 .. ~..,_.r ... \o'?•"M:o;.>t"'-~,'.:-.:{;','~"-~;..)1Y; 1.i'.~--;"";<:oc~::.::·:.\j [.'<.,;·· ·' , .¡·. - • ,__ ,. , 

tnmsfcrencia (oriT) y corriente ~il?.1;1 ~~-'~~q.~)~~3Jizií.~wl~~~j~?~~; él~~-~.8_.pb"'qúe es un-

::::;:;~::;:;:~r~~~W>.t,~~~~t~;;~:.:· 
descritos de otros sistemas (Tabla 1 ). 

Río abajo de este último g~~--d~· S~n~·:e~iste una región de aproximadamente 

2 kb la cual aparentemente no tiene siniiJiiU:~f~on.·S,enes involucrados en transf~~eriCia·: en 

esta región se localizan tres marco~ ~biCnoS dC lectura9 que tienen similitud con proteínas 

hipotéticas del pTiC58 y del pNGR234a. 

33 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Enseguida se localizan los genes reguladores traM. traR y cinR .. que ya han sido 

descritos estructural y funcionalmente en el artículo (Tun-Garrido-et al., 2003. en prensa). 

Rfo arriba de cinR se encuentran los genes trh .. aparentemente en un operón que se 

transcribe en sentido contrario a cinR. El gen proximal a cinR es trbl. que codifica para 

una proteína de 435 na. Separado por 12 pb se enc.uen.tra trb/-1 CÍuc codifica para una 

proteína de 145 na. Enseguida y separada por 3 pb está trbG cuyo producto es de 270 na. 

1rhF está separada de su predecesor por 17 pb y su producto es de 220 aa .• trbL codifica 

pura un proteína de 39 l na. está separada de 1rbF por 24 ¡lb y sobrelnpa con trhK en 7 pb. 

la cual a su vez sobrelnpa con trbJ en 4 pb y cuyo producto es de 66 an. El gen trbJ 

codifica para una proteína de 267 na y sobretapa en 29 pb a trbE. El producto de trbE es 

de 81 8 na y se encuentra separado de trbD por 9 pb •. el p~oducto de éste último gen es de 

99 na y sobrclnpn con lrbC en 8 pb el cual a su vez Sobrelapa con trbB en 11 pb .. el 

producto de trhC es de 127 na y el de trbB es de 353. an. 

Todos los genes trb se transcriben en In misfna_dil-eCción-y dé acuerdo con su alta 

identidad con otros sistemas descritos. asúmi~os q~C. c'~tán· i~.~~l~c~dos ·en la :formación 

del puente de conjugación. 

En seguida del opcrón trh, se encuentra el g;;:~ ~~r'aI~ :qu:e s~~-l~~cri.be _en la misma 

dirección de estos genes y cuyo función es .. ta 'de ~¡.;~~~"i~·~~1é~'{..)aS' de 3-oxo-acil-HSL 

con10 ha sido descrito en el artículo. 
: ·,-·~ ·~. ~.- ·,- :_ ·s ~- .: J· .· ~,'.-:.;" .~~: 

Enseguida de traI y en dirección op~esta se-~~nc~~~!I'3n !~~:genes repABC que ya 

han sido previamente caracterizados (Cevallos.et. al .• 2002). 
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Tabla 2. Homología y función propuesta de Jos genes de tnmsf~rcncin localizados en el 

pC-13. 

Proteína 1-lomologfa 
(o/oidenlidad/ %simililud) 

TrnG TraG pNGR234n (81/86) 
VirB4 pRiA4 (79/86) 
TraG pRil724 (77/85) 
Tr.tG pTiCSS (69n9) 
TraG pSymA (47/63) 

TraD TraD pRil724 (83/87) 
TraD pNGR234a (80/88) 
TraD pTiC58 (80/87) 
TraD pSymA (47/57) 

TrnC TrnC pRil724 (81192) 
TrnC pTiC58 (79/94) 
Trae pNGR234a (85/95) 
TrnC pSymA (41/60) 

TrnA TrnA pRil724 (77/84) 
TraA pNGR2345n (74/83} 
TraA pTiC58 (64n6J 
TraA pSymA (46/59) 

TrnF TraF pNGR234Su (70/83} 
TraF pRi 1724 (6ons¡ 
TraFpTiC58 (56nl) 
TraFpMLb (36/55} 

TraB TrnB pNGR234a (62170) 
TraB pRil724 (58n7} 
TraB pTiC58 (51/60) 

TraM TraM pNGR234a (69/85) 
TruM pRi4Ab (65/82} 
TraM pTiC58 (29/45) 

TmR TraR pRiA4b (60n6> 
TruR pRil724 (62/80) 
TraR pNGR234a (58n6} 
TrnRpTiC58 (31145) 

CinR CinR R. legum. (59n5) 
CinRCNPAF (57n4) 

T.-bl Trbl pNGR234a (76180) 
Trbl pRi 1724 (75n9} 
Trbl pTiC58 (59nO) 

Trbll TrbH pRil724 (64n4) 
TrbH pNGR234a (65nl} 
TrbH pTiC58 (49/61} 

Función 
propuesta 

Relaxosoma 

Relaxosoma 

Rclaxosoma 

Catalizu Ja reacción 
cone. desplazamiento 
de la cadena de DNA. 

Ensamblaje del puente 
de conjugación.· 

No es indispensable 
pero se requiere para. 

·un máxima eficiencia 

lnhibidor transcripcional. 
Aparentemente inactivo 
en p42a. 

Aclivador transcripcionnl 
de la f"amilia LuxR. 

Activador transcripcional 
de la familia LuxR. 

Fonnación del par 
de conjugación 

Formación del 
par de conjugación 

35 

Referencia 

Alt-Morbe. et ul .• 1996. 

Alt-Morbe,etal •• 1996. 

Alt-Morbe. et al .• t 996. 

Alt-Morbe0 el al .• J 996. 

Alt-Morbe. el al •• 1996. 

Ah-Morbc. e1 al .• 1996. 

Tun-Garrido et al •• 2003. -
enprcn~. ·· 

Tun-Garrido et al .• 2003, 
en prensa. , 

Tun-Garrido et al .• 2003. 
en prensa 

Li et al.. 1998 
Haase et al.. 1995 

Li et al.. 1998 
Haase et al., 1995 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



TrbG TrbG pNGR234a (8S/87} 
TrbG pRi 1724 (84/86) 
TrbG pTiCS8 (73/82) 

TrbF TrbF p Ri 1724 (94/98) 
Trbf' pNGR234a (93/97) 
Trbf'pTiC58 (79/90) 

TrbL TrbL p Ri 1724 (71n4J 
TrbL pNGR234a (7on3) 
TrbL pTiC58 (62nO) 

TrbK TrbK pNGR234n <67n6J 
TrbKpTiCSH (46/69) 

TrbJ TrbJ pNGR234a (81/83) 
Ti·bJ pRi 1 724 (76/82) 
TrbJ pTiCS8 (7S/88) 

TrbE TrbE pRi 1724 (90/94) 
Virll4pRiA4 (90/94) 
TrbEpTiCS8 (80187) 
TrbE pNGR234a (98/93) 
TrbEpMLb (40/S6) 

TrbD TrbD pNGR234a (91/94) 
TrbD pRil724 (89/96) 
TrbDpTiCSS (73/89) 

TrbC TrbC p Ri 1724 (66n1> 
TrbC pNGR234n (SI/SS) 
TrbCpTiC58 (S3/60) 

TrbB TrbB p Ril724 (89/93) 
VirBtl A4 (88/93) 
TrbB pNGR234a (89/91) 
TrbBpTiCSS (77/84) 

Trnl Trol pRiA4b (74/88) 
Tral pRi 1724 (7S/87) 
Trol pNGR234n (70/83) 
Trnl pTiCSS (S0/67) 

Fonnación del Li et al .• 1998 
par conjugativo Haase el uf .• 1995 

Formación del Li el al .• 1998 
par conjuga~ivo Hnase et.al .• 1995 

Fonnación del Li el QI .• 1998 
par conjugntivo " Hnnse el uf.. 1995 

Exclusión de superficie Li et al.. 1998 
Haase el al .• 1995 

Formación del par Li et al., 1998 
de conjugación Hansc el al., 1995 

Fonnación del par Li et al.. 1998 
de conjugación Hnnsc el al .• 1995 
yATPnsn 

Fonnación del par Li et al .• 1998 
de conjugación Haasc et al.. 1995 

Pilina para la formación Li el al.. 1998 
del pilus 

ATP~ autofosforilasn Li et al.. 1998 
y Connación del par Haase el al •• l 995 
de conjugación 

Acil-HSL sintasa. Tun-Garrido el al., 2003 
en prensa. 
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Efecto de ¡>C-13 en la tru11sfercncia del pSym. 

Resultados. previos (Brom el al.. 2000) sugieren que el p42n nyuda a la 

trunsf'crencin del pSyn1 mediante In f"onnación de cointegrados. Estos parecen generarse 

por dos 111ccanismos: uno dependiente y otro independiente de RccA. Como se mencionó 

en la introducción. hay varias regiones de homología entre el p42a y el pSyn1 (Girard el 

et!., 1991). Estas podrían permitir la cointegración de los dos plásmidos. mediante un 

mccanis1no· dependiente de rccon1binación homóloga (RecA dependiente). Trabajo 

reciente en nuestro laboratorio nos pcrn1itió identificar una zona de 53 pb. rcminisccntc 

de las secuencias de inserción de bacteriófagos (ull). compartida entre los plásmidos 

p42a (allA) y p42d (allD). También se identificó un gen que codifica para una proteína de 

la familia de las intcgmsas (inlA). localizado a 6 pb del sitio allA. Estos datos sugieren 

que la cointcgrnción RecA-indcpendiente entre los plásmidos p42a y p42d se lleva a cabo 

por una recombinación sitio-especifico entre al/A y a11D. mediada por la prot.eína lntA. 

Los experimentos para probar esta hipótesis se encuentran en -proceso. 

Como se mostró en el articulo, el pC-13,· U.dem~ ·de· contener tOdos los genes 

necesarios para la transferencia del p42a, también tie!1~ la ~ap~~idad: d~ ayudar· a la 

transferencia del pSym (Tabla 3, Tun-Garrido el al., en· PrenS~).-: El· pC; i 3 ~-o ~O.ntiCne el 
. . ' : ' - . . . '.· - . ··~ ' 

sitio ullA ni el gen intA, por Jo que Ja única posibilidad para ciue sc·cOiniegre con el pSym 

es a través de recombinación homóloga entre· secue,.;Ci-~.~o~~'art·id~Y Se h·~ -obteñido Ja 

secuencia completa del pSym (núme~o.de acc~o ~ci.o~~~'j')~:~.~:·:~~~.~~~~ia rCveló que 

este replicón contiene ORFs corres~~C;iiCnl~s:_:a .. ~T:'!:#<~i./;~CFJC:.'i~.·Y:.:un origen de 

transferencia. Estas secuencias podrían. p~\~·~-~i: __ :~;':._·:~gi-6'~,.'~d;.:·.~~~olog~a ·para la 

recombinación con el pC-13. ·~¡ .-... ~?L-:. , ... ::.· ,_-~· ... ""-
Con el fin de comprobar si 1~-·:fhn~~ció,¡···d~"un :cointegrado es. requisito. para 

permitir la transferencia del p~ym,'se !=·~~t~~ero~·d~~ d~riv~d~ de CFN42. Una de ellas 

CFNX195/pC-t3. conti~ne u_~ -~s~. ":'~rcado con Tn.Smob. un pC-13 y carece de p42a. 

La otra (CFN42 recA::nSp/pS~ crnx~9s. pC-13), lleva el mismo pSym marcado con 

el Tn5mob y el pC-13.' pe~o· ~ é~ un : r~..:.-d~ recA-. Si Ja formación de un cointegrado es 

indispensable para la transfe.rencia del 'pSym, no habrá transferencia de este plásmido 

cuando se utiliza la deriVa.da ;ecA- como donadora. 
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Se hicieron expcri111entos de conjugación utilizando la CFNX195/pC-13 corno 

donador..t y la CFN2001 (Rif'°. curada de los plásn1idos pSym y p42a) con10 receptora. 

Lus transconjugantes (CFN2001 conteniendo pSym::Tn5n1ob). se seleccionaron por su 

resistencia de rifampicina (marcador cromosómico de la receptora) y a neomicina. la 

frecuencia calculada paro la transferencia del pSym desde esta derivada es de 4x 1 ff6
• Paro 

determinar en cuantas de las transconjugantes obtenidas se había transferido también el 

pC-13. todas las transconjugantcs se crecieron en un medio conteniendo tetraciclina. El 

resultado fue que el 100% de las colonias resistentes a ncomicina (200 colonias 

parchadas) fueron también resistentes a tetraciclina. lo cual indica que todas las 

receptoras que recibieron el pSy1n. recibieron también el pC-13. 

El perfil de pldsmidos de algunas de estas derivadas se analizaron mediante la 

técnica de Eckhardt (Figura 4A) y la presencia del pSym y el pC-13 se comprobó 

mediante hibridaciones tipo Southem utilizando como sondas una región intrugénica de 

ni_P-1 para detectar In presencia del pSym y el gen traR para detectar la presencia del 

pC-13 (Figura 48 y 4C). El análisis del perfil de plásmidos y de las hibridaciones indican 

que en Ja mayoría de los casos (carriles 2. 4,. 6 .. 8,. 10,. 12 y 13) el pSym se encuentra 

aun1entado de tamaño con respecto al silvestre (carril 1) y Connando un cointegrado con 

el pC-13,. ya que ambas sondas hibridan contra el mismo replicón. En otros casos (carriles 

9 y 11) el pSym se observa del mismo tamafto que el silvestre y el pC-13 como un 

replicón independiente,. en estos casos podemos considerar la posibilidad de.que ambos 

se hayan transferido como un cointegrado,. el cual se resolvió en la célul~ receptora una 

vez que el proceso de transferencia hubo concluido. En el carril S podemos ver un 

intermediario de este proceso en el que se encuentra un pSym de tamaño del silvestre 

pero que también híbrida con traR indicando la p;esenci~ d~í pC;l3 y tam~ién se observa 

d pC-13 como replicón independiente,. pero aparentemente'- en menor número de copias 

ya que la intensidad es mucho menor comparada con las otras derivadas que tienen el pC-

13 con10 replicón independiente (Figura 4 carriles 9 y 11 ). 

Un caso particular es el que se presenta en el carril 7. en esta derivada se 

encuentran dos cointegrados,. identificados por la hibridación contra las dos sondas. 

coexistiendo en la misma cepa. Otro caso es el de la derivada del carril 3 en la cual la 

derivada presenta un cointegrado de menor tamai\o que el sitvestre9 Jo que nos lleva a 
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usuni.ir que hubo una dcleción en el pSym. Sin embargo par~ce ser que el evento ni.ñs 

frecuente es el que'da corrio resultado el cointegrado pSym-pC-13 de mayor tamaño que 

el silvestre. yn que un 70 o/o de las JS derivadas analizadas tienen este perfil. 

Po~ otra parte, en e?'perimcntos de ConjugacÍó'a utilizando in derivada recA· como 

dom1doru y In CFN200Í. como recep~·~ra .. n~:: ·s·~;)ogró obtener transconjugantes que 

hcrcdunlll el pSym. 

Los resultados de estos expCriólcntoS irldicnn que bajo las condici<;>nes· probadas. 

In transferencia conjugniÍva del. ~S~nt ~q~ierC>~e ·.1~ form&'.'cióÍt :d.e ~n coi·n·.~~gl-~d~ c~n el 

replicón pC-13 que lleva In región de.transferencia. El fenotipo de.las tra.Oscoiljugn_ntes_ 

puede ser variable; ya que los pJásmidos - púCdCn pennanecer · cOmo .-cointegrad0s ·. o 

resolverse paro generar Jos replicones ~Üvest~s o q"uiinéricos. 
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13 

e 

Figura 4. Análisis de las transconjugantes obtenidas de la transferencia del pSym a la 

cepa CFN2001 .. con ayuda del pC-13. A) Perfil de plásmidos en un gel de agarosa. Carril 

J: CFNX195/pC-13: 2-13: transconjugantcs: 14: CFN2001. B) Hibridación tipo 

Southcm del perfil de plásmidos utilizando como sonda una región intragénica de ni..Pf. 

C) Hibridación tipo Southcm del perfil de plásmidos utilizando como sonda el gen traR. 
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Atuilisi.s del origen de lransf"crcncia. 

La región intergénica de 258 pb entre traA y trae.. contiene el origen de 

transferencia y dentro de éste se localiza el sitio nic,. el cual pnra el caso del p42a se ha 

definido como las 13 pb que presentan identidad con el sitio nic del pTiC58 y de 

pNGR234a. Con el fin de realizar un análisis más profundo del origen de transferencia se 

hizo un nlincan1icnto con los orígenes de transferencia de otros plásmidos cercanos 

filogcnétican1cnte (Figura 5) y se encontró que es posible dividir los orígenes analizados 

en dos grupos claratncnte distinguibles. En Ja figura S podemos observar que en el sitio 

nic~ los plásmidos p42a de R. etli .. pTiC58 y pRiA4b de A. rumefacicns .. pRil724 de R. 

rhi=ugcne ... \ y pNGR234a de Rhi=obi11m sp. que f"ormarian el primer grupo .. tienen como 

pri111cru base una adenina .. mientras que pSymA .. y pSymB de S. n1cliloti y p42d de R. 

<!tli, que pertenecerían al segundo grupo .. tienen una guanina. Por otra parte~ la base 12 

para el primer grupo de plásmidos es una timina ... la cual no esta presente en el segundo 

grupo. Un árbol de distancias filogenéticas de todos los orígenes .. realizado con el 

programa ClustaJW empleando el método llamado UPGMA (Unweighted Pair Group 

Ma."imun Average). confirmó las primeras observaciones (Figura 6A),. en este árbol 

podemos ver claramente dos grupos .. el primero de ellos que incluye los orígenes de p42a, 

pTiC58, pRil724, pNGR234a. pRiA4b y el segundo grupo incluye los orígenes de 

pSymA, pSymB y p42d. 

Dado que las nicasas son muy específicas para un sitio nic.. estas dif"erencias 

pudieran ser suficientes para que los sitios de ambos grupos no pudieran se reconocidos 

por una n1ismn proteína. Como consecuencia, era de esperarse que las nicasas (TraA) de 

ambos grupos mostraran un agruprunicnto semejante a sus respectivos sitios nic. Para 

comprobar esta teoría, se hizo un alineamiento de las proteínas TraA de los plásmidos 

cuyos orígenes de transferencia fueron previamente analizados y se contruyó un árbol de 

distuncias filogenéticas de estas proteínas empicando el método llamado UPGMA. En 

este árbol (Figura 68), nuevamente podemos observar dos grupos de nicasas, uno de ellos 

incluye los plásmidos p42a. pTiC58~ pRi1724. pNGR234a, pRiA4b y el otro los 

plásmidos pSymA, pSymB y p42d. 

La diferencia más evidente entre estos dos grupos de proteínas es cJ tamaño .. ya 

que las del prin1er grupo incluyen proteínas de entre 1101 y 1108 na. mientras que las del 
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segundo grupo van de 1 539 a 1552 an .• es decir la diferencia es de alrededor de 400 na. 

en el extremo cnrboxilo._ casi In tercera parte de la proteína del segundo grupo se pierde 

en el prilncro. 

p42& 
pTiCSS 
pRi1724 
pNGR234& 
pRiA4b 
pSymA 
pSymB 
p42d 

GGATCCGAAGGGCGCAATTATACGTCGCTGGCGCGACGCCCTGC 
GGATCC-AAGGGCGCAATTATACGTCGCTGACGCGACGCCTTGC 
GCTTCC-AAGGGCGCAATTATACGTCGCTGATGCGACGCCCTTG 
GCTTCC-AAGGGCGCAATTATACGTCGCTGTCGCGACATCCTGT 
GCTTCC-AAGGGCGCAATTATACGTCGCTGGCGCGACGTGTTGC 
CCGTTT-GAGGGCGCAAT-ATACGTCGCTGGCGCGACGTGCCTG 
CGGTTT-GAGGGCGCAAT-ATACGTCGCTGGCGCGACGTGCCTG 
CTGTTT-GAGGGCGCAAT-ATACGTCGCTGTCGCGACGTGCTTG 

Figur..i 5. Alincan1iento de varios orígenes de transferencia de plásmidos de especies 

fi1ogenéticamente cercanas al R ctli. Las bases correspondientes al sitio nic se encuentran 

subrayadas. En negritas se muestran las bases conservadas en todos los orígenes 

alineados. En gris se muestran las bases que diferencian Jos orígenes en dos grupos. p42a 

y p42d (pSym) de R. etli CFN42; pTiCS8 de A. tumefaciens; pRi1724 de Rhizobium 

rhizo>:enes; pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234; pRiA4b de A. tumcfaciens A4; 

pSymA y pSymB de Sinorhizobium n1e/iloli. 
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A) oriT 

D)TraA 

Figura 6. Arboles de distancias filogenéticas de oriT y TraA de p42a y p42d (pSym) de R. 

e1/i CFN42; pTiCS8 de A. tumefaciens; pRi1724 de Rhizobium rhizogenes; pNGR234a de 

Rhizobium sp. NGR234; pRiA4b de A. tumefaciens A4; pSymA y pSymB de 

Sinorhizobium rneliloti. 
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS 

La secuencia y el análisis del pC-13 mostró que los genes de transfcrcnciu del 

p42a. con excepción del cinR. tienen una alta similitud ;:on los correspondientes genes en 

Jos plásn1idos de A. t11111efacie11.\· pTiC58 y pRil 724 y con el pNGR234a de Rhi=obium sp 

NGR234. La única diferencia con este últilno se encuentra en el gen trbE. Este gen. en el 

pNGR234a. tiene un codón de térn1ino después del aminoácido 149. por lo que existen en 

este plásn1i<lo dos genes trhE nombrados trbEu y trbEh (Frciberg et al., 1997). A pesar de 

la ultu idc:ntidnd de los genes tru y trh del pNGR234a con los genes de transferencia del 

pTiC58. la autotransfCrencia de este plósn1ido no se ha demostrado. Tom.ando en cuenta 

que un truE funcional es indispensable para la formación del pilus y que las mutantes en 

este gen son incapaces de n1oviJi7_arse (Li et al .• 1998). es probable que ese codón de 

termino que interrumpe el gen trbE sea el responsable de la incapacidad de transferencia 

este plásmido. Si este es el caso .. es probable que las funciones de transferencia del· 

pNGR234a pudieran complementarse con el trbE del p42a para la cual se han diseñado 

los experimentos para probar si el pNGR234a puede transferirse en presencia del pC-13. 

El gen cinR solo se ha descrito en las cepas R. /cguminosarum bv. viciae y R. et/i 

CNPAFS12. en ambos casos los genes están localizados en cromC'soma y parecen formar 

pane de una compleja cascada rcgulatoria de ••quorum sensing• .. la cual regula diversos 

procesos como transferencia de plásmidos.. inducción de nódulos y crecimiento de la 

cepa (Lithgow et al .• 2002,. Daniels et al .• 2002). En ambos sistemas se ha identificado un 

gen cinl cuyo producto sintetiza la acil-HSL que reconoce CinR. Sin embargo. en la 

secuencia completa del p42a,. no se ha localizado otro gen que pudiera codificar para una 

proteína de In familia Luxl. además del trol que ya ha sido analizado y discutido en el 

aniculo. En este caso parece ser que ambos reguladores transcripcionales. TraR y Cin~ 

reconocen In misma acil-HSL .. a pesar de que entre si. sólo tienen un 23% de identidad. 

Sabemos que la cepa CFN42 produce al menos una acil-HSL que no está 

involucrada en transferencia (Figuro 3. Tun-Garrido et al.. 2003. en prensa) .. 

aparentemente es una 3-0H-CS (ver Figura 3 y resultados de Tun-Garrido et al., 2003. en 

prensa) pero el gen que codifica para la enzima que sintetiza esta otra acil-HSL no se ha 

identificado. Este gen no parece estar en el p42a porque no desaparece la sei\al en el 

sobrenadante de la CFNX182 (curada de p42a. Figura 3. carril 3. Tun-Garrido et al .. en 
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prensa) y tan1poco en el pSyn1 porque tampoco desaparece del sobrenadantc de la 

CFN2001 (curada de p42a y pSyn1. Datos no mostrados). Por lo que asun1imos que ese 

gen debe de estar en cromoso111a o en alguno de los otros cuatro plásrnidos. Otro dato que 

podcn1os inferir es que no forn1a parte de una cascada regulntoria que involucre TraR

Tral o CinR-Tral. como seria el caso de los autoinductorcs de las otras cepas de 

Rhi=ohi11111 antes n1encionados. ya que una mutación en estos genes no afecta la 

producción de Ja 3-0H-C8 1-ISL, y por otra parte el p42a o el pC-13 son capaces de 

autotransferirsc desde un fondo gcnórnico distinto de la CFN42 .. con10 es Ja cepa de 

AJ.:rohac:tcri11n1 GM19023 (curada de su plásmido pTi) que no produce 3-0H-C8 HSL. lo 

cual quiere decir que truR, lrul y cinR no dependen para su expresión de esta acil-HSL. 

Por lo tanto parece ser que esta otra acil-HSL formaría parte de un sistema de .. quorum 

scnsingH totalmente independiente del que regula Ja transferencia del p42a. Una de las 

líneas de investigación que se propone es el la localización del gen que codifica para Ja 3-

0H-CS HSL sintasa y la búsqueda de procesos que pudieran estar regulados por este 

con1pucsto. Por otra parte también sería posible que la 3-oxo-CS que regula la 

transferencia del p42a como ya se ha descrito y discutido en el articulo. pudiera estar 

involucrada en regulación de otros procesos. 

La transfere~ciil.:dCI~:·~syrÚ d.~-·R. etli CFN42. desde un fondo genético que 

contiene el pC-13 ~e da·~·_trii:¡éS:_d~-¡~-·fonnación de cointegrados mediante un mecanismo . ' ' . 
de recombinación dé:pe~~~;~t~_·dC . . recA. Sin embargo. esto no puede ser generali7..ado a 

otras circunstancias. c~.rn_?~. cu~do se encuentra el p42a completo, en este caso existen 

otros puntos de· rcCo~bi~3Ciórl hoinóJoga o bien que se puedan formar cointegrados por 

medio de una rcc~'!lbi~~~¡·¿'~~-~i-ti~ específica dependiente de los sitios ali e IntA. cuya 

resolución podría ·darse en distintos sitios como ya ha sido observado previamente (Brom 

et al .• manuscrito erl' Preparaéión). 

Como se mencionó en Jos resultados~ Ja secuencia del pSym ntostró que este 

plásmido tiene un origen de transferencia. Sin embargo. los resultados de Jos 

experimentos descritos en el apartado: erecto del pC-13 en Ja transferencia del pSym .. de 

los Resultados Adicionales. llevan a Ja conclusión de que el pSym no es capaz de 

transferirse utilizando su propio origen de transferencia .. esto cs. bajo lns condiciones 

experimentales utilizadas en el experimento descrito. Sin embargo. no podemos dcscanar 
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lu posibilidad de que bajo otras circunstancias .. tales c.~mo condiciones ambientales 

diferentes. por cjcn1plo en la presencia de la planta o de otras bacterias .. - etc . ..:. el pSyn1 

pudiera nlovilizarse utilizando su propio oriT. 

Por otm parte .. los análisis del oriTy de la nicasa TraA. iTI.dicaron que tanto el oriT 
> ._, ·,- ,, • 

con10 la proteína TraA del pSyn1 y d~l p42a.. pertenece':':_-.ª· gn.J~~s c:taramente diferentes. 

Lus diferencias entre ambos pudieran ser suficientes para-- in1pedir que exista un 

rcconocilnicnto cruzado de la nicasa de un plásn1ido por el oriT del otro plásmido. ya que 

las nicasas suelen ser 111uy específicas (Firth et ul.. 1996). Es decir. la nicasa del p42a 

solo puede reconocer el oriT localizado en este plásmido y la misma situación se daría en 

el pSy1n. Esta teoría se npoyaria con los datos previamente discutidos: Sabc1nos que el 

traA del p42a se expresa ya que este plásmido es capaz de autotransferirse. sin e111bargo 

esta proteína no parece ser capaz de reconocer y cortar el oriT del pSym ya que si esta 

situación se diera se habrían encontrado transconjugantes conteniendo solo el pSym sin el 

pC-13 en In cruza de CFNX19S/pC-13 x 2001. las cuales no surgieron de entre 200 

colonias analizadas (ver resultados adicionales). Si todo lo descrito es cierto, es probable 

que una de dos opciones esté ocurriendo en el pSym: 1) El oriTno es activo. El sitio de 

nic está muy conservado con otros plásmidos que si se transfieren por lo que es poco 

probable que no pudiera ser reconocido por la nicasa adecuada .. sin embargo, pudiera 

existir alguna modificación en el resto del oriT .. que impidiera qÚe alguna de las otras 

proteínas se uniera y como consecuencia el relaxosoma no pudiera formarse para permitir 

el cone por Ja nicasa. 2) El gen traA no se expresa en. las co!ldici?nes experirrientales 

probadas y por lo tanto no se puede llevar a cabo el corte que inicia todo el proceso de 

transferencia conjugativa. Cualquiera de las dos posibÍlidades necesitaría ser probada 

experimentalmente. . . ·:· 

Cabe destacar que en la -·secue~~iO..:de{ pSym no s~ han identificado genes 

homólogos a los trb pero.si gene'S':ho.riótogos a:-los vir'dcl pTiCSS lo que nos 11cva a 

pensar que si este plásmid.0 p.;Cd~:~/~~Sf~rÍrse bajo circunstancias aún no determinadas, 

estaría utilizando los gen~·~~~·:~~·~· .. -.-~-'·f~nriO.ción del pilus. Tampoco se han localizado 

homólogos a traB y·traF .. pero estos ·genes no son indispensables para la transferencia 

aunque si para una frecuen'~ia óptima de transferencia (Alt-Morbc et al.. 1996). 
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Una de las nplicncioncs futuras de Jos estudios realizados podría ser In utilización 

del sistema de transferencia contenido en el pC-13 .. para la movilización de los otros 

plásmidos de Rhi=ohi11m o de otros organismos. Mediante In integración del oriT en 

cualquier plásn1ido y utilizando el pC-13 como "helper"" Seria posible movilizar el . . 

plás1nido simbiótico o cualquier otro plásinido sin necesidad dé la f'ormnCión de 

co~ntcgr..tdos. 

·El presente trabajo representa un avance en ci .. con~c:=in1}entO.·del. mecanismo de 

rcgulución del p42a pero.aún falta n1ucho por saber cori. rcsPCCto n sU. interacción con el 

pSyn1 usi con10 comprobar In función real de los otros g~nes prcsuntnmcnté involucrados 

en trunstCrcnciu y que están presentes en el pC-13. 
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CONCLUSIONES 

- Todos los genes de trnnsfcrcnciu del p42a están contenidos en un cósn1ido de 27 kb que 

conscrvn las propiedades de autotransf'ercncia y de ""helper'"'" en la transferencia del pSyn1. 

- Los genes involucrados en la trnnsferencia de p42a guardan alta identidad con los genes 

de transferenciit del pTiC58,. ·pNGR234a y otros plásn1idos cercanamente relacionados. 

- La transfcrenci~ dc(~4~a es·~ rcguláda pOr I~ densid~d ~Cl~lnr.de Jll cepa donadora y un 

análisis de la.se~uenCi~· ~o.slró··~ú~.~sÍC plás.~id~··tic.Oe -todo·~ Jos el~rilentos de un sistema 

de rcgulaciÓO por·;.q~-~ruirl'"~~-~~;:¿s~:\ 7-,<:.·~ :·.,::-.··~ .' ': -~--~:)· 
.·"'.' ---/: 

- Existen al n1cnos_trcs g~ri~-s ~~g·~.lá_<:1:¡;~e~-n~tiv.O~~de este sistema: 

1rcll codifica ~ara ll:Óa n~~·~~,~L._.SÍO~~ ·~rlvo~úcrad8 en la síntesis de la 3-oxo-HSL. 

rraR y cinR so~· 1c;S r:cS~i~c:IQ~C~,ifti!iScripcionales 

-Los tres genes sOn.indispensablCs "para que la transferencia del p42a se lleve.a cabo. 

- El n1odelo pre~eOtad~.pr~pone que ambos reguladores reconocen la.3-oxo_-H~';-~- qlle_ 

actúan a un mismo· nivel de regulación y que ambos son indispensables para la e~p~siÓn 

de los genes de transferencia. 

- La cepa de R. etli CFN42 produce al menos otra acil-HSL identificada como 3.:oH-HSL 

cuyo ]unción es aún desconocida. 

- Un gen homólogo a traM del pTiC58 fue identificado .. pero su análisis indicó qUe este 

gen no se expresa bajo las condiciones probadas., lo que explica la alta frecuenci~·-de 
transferencia d~! .. :~~·a el cual es aparentemente un plásmido desreprimido·- para 

transferencia. 

- Aparentemente., el sitio de nic del pSym no es reconocido por la nicasa TraA del p42a. 
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