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RESUMEN

La transferencia conjugativa es un proceso de movilizacion de DNA que requicre
de contacto directo entre las superficies bacterianas. Frecuentemente. el material genético
transferido es el que se encuentra en plaismidos.

Rhizobium etli CFN42 es una bacteria capaz de fijar nitrégeno y de nodular las
raices de Phasceolus vulgaris. El genoma de esta cepa se compone de un cromosoma v
scis plasmidos (p42a-p421). El p42d se ha definido como el plismido simbiotico (pSym).
ya que leva la mayor parte de la informacion gendtica requerida para el establecimienio
de una relacion simbidtica eficiente. Solamente uno de estos plismidos. ¢l plismido A o
p42a. os capaz de autotransferirse en condiciones de laboratorio, su frecuencia de
transferencia es alta y ademas este plismido ayuda a la transferencia del pSym.

IZ1 objetivo de este trabajo fue conocer ¢l mecanismo que regufa la transferencia
del p42a. Para lo cual se aislé y secuencié un cdsmido nombrado como  pC-13, que lleva
todos los genes necesarios para la autotransferencia del p42a y para la movilizacion del
pSym mediante la formacion de cointegrados. El anilisis de la secuencia mostré que los
genes de transferencia del p42a tienen una alta similitud con los genes /ra y rrb del
pTiCS8 de Agrobacterium rumefaciens. Se localizaron cuatro genes reguladores, tres de
los cuales (traR, tral 'y cinR) codifican para proteinas de la familia LuxI-LuxR. El cuarto
gen, rrald, que codifica para un antiactivador de los genes de transferencia no se expresa
bajo las condiciones probadas, por lo que el p42a parece ser un plismido desreprimmido
para transferencia conjugativa. : :

Para analizar los patrones de regulacion, se cdnstruyeroﬁ derivadas .con
mutaciones en cada de los cuatro genes rcgulndorcs. asi como denvadas con cnda uno de

e¢llos fusionados a un gen reportero. LI

Los experimentos realizados mostraron que ln tr.msferencm'dcl p42u es un’

proceso  dependiente de  densidad cclular.‘ El gen’ Iral codlrcn pnm una ~ proteina

responsable de la sintesis de la 3-oxo-homosermo Iacl n; '1 raR yVCI R son rcgulndores‘

transcripcionales que acthan a un. mlsmo mvcl dc regulaclén, nmbns prou.inas son

necesarias para que la transferencia se llcve a cnbo'

almente, se sugiere que cnlrc los oriT del p4”n y del pSym existen diferencias

importantes que les impide ser reconocidos por una misma mcasn.

2
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ABSTRACT

Conjugative transfer allows DNA cxchange between bacteria, This process
requires intercellular contact. Frequently, the transferred genetic material is localized in
plasmids.

Rhizobitum etli CFN42 is a bacterium able to fix nitrogen and to nodulate roots of
Phascolus vulgaris. This strain contains one chromosone and six plasmids (p42a-p42f).
p42d has been identified as the symbiotic plasmid (pSym). since it carries most of the
genetic information required to establish an efficient symbiotic relationship. Only one of
these plasmids, plasmid A or p42a, is able to self-transfer under the experimental
conditions tested, its transfer frequency is high, this plasmid also functions as‘hclper for
pSym transfer.

The objective of this work was to understand the regulation: of the transfer
mechanism of pd42a. A cosmid clone was isolated and sequenced. This cosmid was
named pC-13 and it was demonstrated that it carries all the genes required for self-
transfer of p42a. It is also able to induce mobilization of the pSym through cointegrate
formation. Sequence analysis showed that transfer genes of p42a are homologous to
transfer genes of pTiC58 from Agrobacterium tumefaciens. Four putative regulatory
genes were identified; three of these (rral, traR and cinR) belong to the LuxR-L.uxl
family. The fourth gene, l';aM. encodes for an antiactivator of transfer genes. TraM was
not expressed under the experimental conditions tested. Thus, p42a seems to be de-
repressed for conjugal transfer.

T'o analyze the regulatory patterns, we constructed derivatives carrying mutations
in each one of the regulator genes and transcriptional fusions of the regulatory genes to a
reporter gene. Results of these experiments showed that transfer of p42a is a cell density—
dependent process. fral encodes a protein responsible of 3-oxo-homoscrino lactone
synthesis. TraR and CinR are transcriptional rcgulmors; both of them act at the same
regulatory level, and bolh are required for (mnsfer.

Finally, we lound that there are 1mporlant differcnces between the ori7” of p42a

and the oriT of the pSym, and we sub&,emvlhal these differences prevent them from being

recognized by the same nickase.
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INTRODUCCION

La Transferencia Conjugativa.

El intercambio de DNA entre bacterias puede darse a truvés de varios procesos
como son conjugacién, transformacion y transduccion. Estos procesos son de gran
importancia ecolégica y evolutiva ya que promueven cl intercambio de informacién
pendtica entre bacterias de ln misma especie y en algunos casos entre especies o géneros
diferentces. g

£l proceso de transferencin mejor caracterizado. es ¢l del plasmido F de
Escherichia coli y los plismidos relacionados cercanamente como R1. R100 o ColB2. El
plismido F tiene cerca de 100 kb de las cuales una tercera parte (33 kb) codifica para
genes involucrados en su movilizacién (Firth er al., 1996). En gencral este proceso es
similar para todos los plismidos autotransferibles aunque hay variaciones en los genes
que participan en cada etapa, asi como en el mecanismo que regula el inicio de la
conjugacion.

La transferencia conjugativa implica el contacto directo entre la célula donadora
que contiene el DNA movilizable y la receptora, libre de este DNA. Este contacto se
fucilita gracias a una estructura especifica llamada puente de conjugacién o pilus el cual
se produce en la ¢célula donadora, uniendo a las dos células (donadora y receptora), lo que
permite la transferencia  del material genético como DNA de cadena sencilla, a partir de
la cual se sintetiza la cadena complementaria en la célula receptora (Firth ¢ al., 1996)
(Figura 1). El material genético movilizable puede ser de diferente naturaleza, desde
pequeiios plismidos hasta fragmentos de cromosoma e incluso el cromosoma completo.

La interaccion entre la punta del pilus y la superficic de la célula receptora parece
inducir el contacto entre ambas células. En el plaismido F sc sabe que la proteina TraA es
una precursora de la pilina llamada prepilina que requiere para su procesamicnto los
productos de raQ y traX (Manee\vnnnnkul et al.,- 1993; Moore ¢r al., 1993). Los genes
traB, traC, trak, IraF Araf, lral\ lraL. IraU lraV IraIV rbY y 1rbC participan en el
ensamblaje de las subumdadcs de. pllll’ld para formar el plll.ls (Anthony ef al., 1996, Frost
et al., 1994). :

La rctﬁ:cciéh
subunidad de pllma, llcva al Vncercnmxento y. evenlualmen(e a la formacioén de agregados

el pilus ocus:onada por la dt.spohmcnzactén de la
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entre donadora y receptora (pareja con_jugnuva) En dlchos ag,regndos, ln superfc:le de
ambas sc encuentra en contacto directo y llcgan a ser lo sufc:entemcnlc estables para
resistir fuerzas de ruptura. Para la cstablllzncxén dc Ia pareJa conJuga"vn se requleren las

proteinas TraG y TraN que m!eracluan con 'ln superf'cne dc la célula receptora

(Mancewannakul ef al., 1992). ’ E
La movilizacién del DNA se lmcm en rcspuesm a a]guna sefal Lcncmdn por el

contacto entre la pareja conJug:mva. Para iniciar la transferencia, ‘el DNA de cadena
doble debe cortarse en un sitio espccfﬁco Hamado nic que comprende alrcdcdor de 10 pb.
El sitio de corte, es un sitio de reconocimiento de la proteina relaxasa/helicasa. que en el
caso particular del plasmido F ¢s Tral (Sherman & Matson, 1994). Las helicasas suelen
ser muy especificas para cada sitio nic y catalizan la unién covalente del extremo Sas{
misma para iniciar la transferencia hacia la célula receptora en direccién 5°-3°, Se sugiere
que durante la transferencia esta proteina debe de asociarse con el sitio de ‘conexi6n
intercclular a través del cual se moviliza la cadena sencilla de DNA. Como esta unida al
extremo 5° del sitio nic, también puede catalizar la recircularizacién de la -cadena

transportada al terminar la transferencia. La sintesis de la cadena‘rce.rﬁplnzadn': en la

donadora y la cadena complcmentaria en la receptora dcpendé_ de las enzimas ﬂei‘l)uésped .

y no es esencial para la transferencia por si misma.

E]l sitio de corte se localiza dentro de una rcglén Ilamadﬂ lmnsferencm u
oriT, en la cual se unen todas las proteinas necesarias pnm permmr el reconoclmlemo y .
unién de la helicasa al sitio nic.. Este comple_]o DNA. prolclnas e conoce como
relaxosoma. En el plismido F se sabe que pqnlclpan TraM Dy TraY.enla formncnén
del relaxosoma (Firth et al., 1996). ; : :
La regién del onT sélo esl:i conscrvnda en plﬂsm
estd muy. conservada aun en plésmxdos

s're aci nados cercanamente'
sin embargo, la secucncm del smo de corte o i
distantes y es una rcglén rlca cn AC. Ln rcglén cl onT tlpxcnmcnte contienc un namero

de secuencias rcpcudas mversas ‘o dlrcclas uyn fur cnén no‘se conoce ain con certeza,

pero se cree que algunas dc lns prolcinas ch forrnan el rclaxosoma podrian identificarlas

(Firth er al., 1996).
Un proceso conomdo como cxclusu’m de superficie impide cl contacto entre

superficies de células que llevan el mismo plasmxdo conjugativo. La expresion del gen
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traT del plaismido F impide que se formen los abrcbndos mcdmnlc cl bloquco dc la unién

del pilus al receptor.” Mientras que cl pmduclo dc traS prcvncnc que ln prmcmu Tral

efectue cl corte (Frost e al., 1994).

La transferencia esta comrolada por Ios productos dc los genes Ira.l tra¥, finO'y

Sinl’. Tral es un rcbuludor posmvo da. Ia trnnscnpcnén quc acl peron tra cuyo
primer producto es traY y que mcluyc xodos los'gencs que mtervncnen en la tmnsfcrcncm,

han S|do dehmdos como

exceplo frabMf el cual es .xcuvado por TrnY an y fnl’
inhibidores de la fertilidad. La pro!cinn FinO se une al lranscrlto defnP para eswblllzar
su estructura secundaria, este transcrito a su vez se une a TmJ |mp|d|endo su actividad.
Por esta razén la transferencia de muchos plasmldos cercannmeme relacnonados a F esta
reprimida, sin embargo, en el plismido F, an sc<en uenl a’ mlerrumpldo por una
secuencia IS3 ¥ como consecuencia Ia transferencm de éste plésmldo esta desrepnm:da
1996). . :

(Firth et al.,

transferencia de los plésmxdos mov:lxzablcs. :
2. Plismidos movilizables: Son aquellos cuyo DNA posec 1a reglén necesnrm para ser
transferido o movilizado a una célula receplora, o'scd el origen’

pero no los genes necesarios para iniciar dicha transfcrencm

3. Plasmidos autotransferibles: Son capaces de promover su transferencm nuténoma. es

decir, son conjugativos y movilizables,
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RECEPTORA

DONADORA
Transferencia
o — = HE e —

Unlon através ———@n- del - .
del phlus pitus
B
Donadora Receptara Donadors Receptora
—— - —
Sintesis deo ta
Remplazamiento complementaria
de la cadena
transferida
Figura 1. Etapas de la transferencia j iva. A) El o intercel comil do la

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

receptora, la retraccién sucesiva del pilus progresi b élul La i ion
entre las superficies estabiliza la asociacion entre ambas células durante la transferencia 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 la transferencin de DNA comicnza
hlecid

s 1ai

d por ¢l pilus, transmite una sefial de

el 1 a un col

proteini que incluye la rel Este estimula cl desp i de una d

sencilla de

DNA, la cual pasa a la célula receptora. Después del corte, In relaxasa permanece adherida al

1 termina do la cad ferida se recirculariza de

extremo 5° del ori7. La
nuevo (Tomado de Firth ¢r al., 1996).
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El fenémeno de “Quorum scnsing™

LLas bacterias ticnen la habilidad para detectar y adaptarse a las constantes
fluctuaciones ambicntales. A través de la evoluciéon han desarrollado la capacidad de
detectar las variaciones del medio donde sc dcsarroll‘ah. e iniciar cascadas de seilales
moleculares que llevan a cambios en la expresién de los genes. Uno de los parimetros
que las bacterias perciben y controlan es su densidad poblacional. A altas densidades de
poblacién las bacterias producen, liberan, detectan y responden a ciertas moléculas
conocidas como autoinductores.

En 1970, Nelson er al., describicron por primera vez un proceso controlado por
autoinduccidn, en este caso fuc un fendmeno de luminiscencia en una bacteria marina que
coloniza organos de algunos peces marinos y cefalépodaos: Vibrio fischeri. Esta bacteria
produce un compuesto difusible llamado autoinductor, que sccreta al ambiente 'y se
acumula a medida que la poblacién crece. Cuando la poblacién alcanza cierta densidad,
la concentracién de autoinductor es la suficiente para activar los genes responsables de
producir la luminiscencia (/ux) entre los cuales se encuentra el propio /ux/, ¢l gen
responsable de la sintesis del autoinductor, como consecuencia el autoinductor aumenta
su propia sintesis, es decir, se autoinduce.

Este tipo de respuesta ha sido encontrado en muchos otros sistemas en los ultimos
aflos, el esquema general parece eslar'conscrvado: Las bacterias producen cantidades
basales de *sefiales moleculares™ o uutomductores que se liberan al exterior. La

acumulacién de estos compueslos les perm ite detccmr su propia densidad de poblacién y

cuando alcanzan cierto umbml omduclor interactia con un activador

en la sintesis del nutomductor Y. del legulndor transcripcional. A este proceso se le conoce

como regulacion de gcne depcndlenles de densidad celular o “*Quorum sensing” (Figura
El procéso dcyb ‘Quorum sensing™ es muy comun en la naturaleza particularmente
en proteobacterias’ gue se relacionan con hospederos eucariontes. En Pseudomonas

aeruginosa, un patdgeno humano oportunista, se han descrito dos sistemas jerarquicos de
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“Quorum sensing’: el primero llamado Lasl-LasR controla al segundo sistema RhlI-RhIR
y ambos regulan la expresion de genes involucrados en la produccién de una gran
variedad dc factores de virulencia como son: proteasas, hemolisinas, exotoxinas, elastasa,
cte., asi como la formacién y manutencion de biofilms (Pesci er al., 1997).

Erwinia carotovora, un patégeno de plantas emplea un sistema de “Quorum
sensing” llamado CarR-Carl, para la produccién de un antibiético que le permite eliminar
la competencia de otras bacterias por el sitio de infeccién en la planta. Este sistema
también regula la produccion de exotoxinas (Reverchon er af., 1998).

Serratia liquefaciens, es un oportunista patdgeno de animales. El sistema de
“Quorum sensing™ de esta bacteria induce en las células una diferenciaciéon que les
permite moverse por “swarming” sobre superficies sdélidas. Presumiblemente. este
comportamiento les permite una éptima diseminaciéon cuando la poblacién llega a ser
demasiado grande para ocupar un solo sitid y las bacterias requieren movilizarse para
colonizar nuevos sitios. Este sistema Ser-Ser, tamblen regula la expresién de al
menos 28 proteinas (Givskov er al., 1997; Ebcrl et aI 1996)

Este tipo de sistemas se han hallado en’ vnnas espccies de Rhizobiaceas. En
Rhizobium leguminosarum, se han locnllmdo los genes cmR y cinl en ¢l cromosoma los

cuales iniciar una compleja cascada, regulalonn' el producto de cinl es responsable de la

sintesis de la 7-c¢is-Ciq-homoserino lactona quc a su vez regula otro sistema, RhiR-Rhil,
localizado en el plasmido autotmnsfenble pRLlJl (Ln.hgow et al., 2000).

El Autoinductor. En las proteobactcnab el upo de automduc(or mds comin cs alguna
‘ 1996) La estructura general de

homoserino lactona acnladn .o acnl HSL (Fuqua

cstos compueslos consiste en una’ cadena de nc:los umdu medmnle un enlacc amido a una

homoserina lactonizada.
Las acil-HSLs producndas por dlfe
mlcza de la susutucxén en el carbono 3 y/o Ia

tes bhi:téritis pueden diferir con respecto a la

longitud de la cadena.de uctlos,v]a

presencia o ausencia de una o m icha ‘cadena.- Algunas bacterias
producen solo un tipo de compueslos acil-! HSL m|enlras que otras producen varias como

el caso de Rlu:ab:um clh CNI’AI‘512 que produce 7 compuestos (Rosemeyer et al.,

1998).

? TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Para la sintesis de acil-HSL, se requiere una proteina miembro de la familia Luxl.
Todas las proteinas de la familia Luxl dirigen la sintesis de acil-HSL especificas. Su
funcién es catalizar la ligacidon de S-adenosilmetionina (SAM) y una cadena de dcidos
grasos derivada de una proteina acarreadora de grupoé acilos (ACP). Los estudios de la
expresion de fuxl y los genes homélogos de diversas especics hal:\ demostrado que Luxli
es necesario y suficiente para dirigir la sintesis de acil-HSL, esto implica que los sustratos
para la sintesis son intermediarios de las rutas metabdlicas corﬁhnes, al menos en las
proteobacterias. La cadena de acilos se obtiene del acil-ACP de la ruta de hiosinlesis de
los acidos grasos (More ¢t al.,, 1996). Esto se sabe porque compueslés que inhiben esta
ruta, también bloquean la sintesis de acil-HSL y no asi compueétos que Bloquean ia via
de la B-oxidacion. En cuanto al anillo de HSL, este ¢s proporcionado por una molécula
SAM, que a su vez cs intermediario en la interconversién lreoninn-melibnina. Se sabe
que solamente mutaciones que bloquea la sintesis de metionina ocasionan que la cepa no
sintetice acil-HSL. Las mutaciones en cualquier otro intermediario distinto de‘S_AM V'nrc':v
tienen ningin efecto (Val and Cronan, 1998). ) co P
El Activador Transcripcional. En los ultimos afios se han descrito varios homélbgds dc
LuxR. Todas ellas poseen una region de interaccion con la acil-HSL en el exirerhé an"inblr

terminal y un dominio hélice-vuelta-hélice de unién a DNA en el extremo carboxllo". 3

terminal. LuxR es un polipéptido esencialmente citopldsmico aunque se ha sugendo que

podria estar asociado a membrana y que al pegarse, las moléculas de acﬂ HSL nlleran

esta asociacion y LuxR se separa de la membrana. Las proteinas tipo LuxR, rcquleren de“ ;

GroL y GroES para poder doblarse y adquirir su conformacién activa. Sus carboxllos”"

terminales son homoélogos a dominios de unién al DNA de un g,rupo de egulndores

transcripcionales entre Jos que se incluyen FixJ, NarL, etc. (Fuqua et al.. 1994)

En la mayoria de los casos, la unién de la acil-HSL a las protcinas de la’ familia’ g

LuxR, causa en estis ultimas camblos conformacionales y estimulala: multimerizacién

La proteina requiere estar en forma de d{mero para poder unirse a DNA por.lo tanto la "

unién de la acil-HSL se neccsnn para la activacién mediada por las prote{nns de la familia
LuxR. A .
Las cajas feux. Un lerccr elcmento requendo para este tipo de aulomduccnén es un

elemento de DNA que actiia en’ cIs . Los miembros de la familia LuxR requieren una

10
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sccuencia de DNA asociada al gen blanco para activar Ia transcripcion. La caja Jux es una

ccuencia invertida repetida de aproximndamcntejzo pb localizzxda'corrienle arriba del

0

inicio de transcripcién del operén. Esta caja se ha cncommdo en la mayorm de los genes

regulados por proteinas de la familia Lu‘(R y su. lumaﬁo wia entre 18 y 22 pb. La

secuencia de estas cajas csta conservada cn Iu mayorla de los casos, sm embargo existen
algunos genes cuya regulacion clummenlc dupcndc de un- rmcmbro de ln familia LuxR

pero sus cajas no son fncxlmenl‘. ldenufcables (Whl!chend cl al.. 2001)
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Figura 2. Como cjemplo se p la regulacién de 1a biolumini « ,.ﬁ.'vcl_ieri: A) A
baja densidad celular, la ipcién de los genes para la bioluminiséé cia (luxICDABEG) es

baja e insuficiente para la emisién de la luz debido a loskbujos,'nivcles el
oxol il-L-h ino 1 (OHHL). B) A alta:dcns
concentracién critica del autoind . El ind F Se. Ul
dc luxICDABEG, lo que lleva a un ripido
emision de luz (Tomado de Whitchead er al.,v'20‘01"

'ﬁtoiﬁduclor N-(3-

ula la'transcripeién

Py

yala
roteina acarreadora de grupos acilos,
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Transferencia de pTiCS8 de Agrobacterium tumefaciens.

A. tumefuciens es una bacteria de la familia Rhizobiaceae capaz de formar
tumores cn plantas superiores mediante la invasién del tejido vegetal. Las cepas de A.
tumefuaciens tienen un plasmido llamado pTi (del inglés tumor induction) en el cual se
localizan genes que permiten la transferencia de DNA a través de dos procésos
independientes.

El primero dec estos procesos, involucra a los genes vir que codifican - parn
proteinas que permiten transterencia de cierta region de DNA plasmidico conocida como
T-DNA. Algunas de las proteinas Vir reconocen sciiales producidas por g:j‘i‘dbg\daﬁn‘d“os
de la planta y desencadenan una cascada de seiiales que lleva a la expreSién"cie '01}115
proteinas Vir que cortan los bordes de la regién del T-DNA y la transportan c;ovﬁ'.no”cndenn
sencilla a la célula vegetal a través de unos poros formados principalmcn'le,por" proteina
VirB (Weising & Kahl. 1996). E! T-DNA sc inserta por rccombinncién’ ilcgitimn en el
genoma de la célula vegetal. La expresion de los genes contenidos cn"clv T-DNA dentro
de la célula hospedera, induce el crecimiento del tejido vegketal,‘l'o".c‘ual ko‘cas‘iona la

formacién del tumor y ademas dirige la sintesis de las opinaqui.\é §oh éompucslos

utilizados por las bacterias como fuente de carbono y nigrégeno .

La presencia de las opinas estimula el segi.mdo *pr 56 “de’ vlrm:sfcrcncia. la
transferencia conjugativa dcl pTi entre la poblacién de agrot ue permanece en cl
exterior de la planta. En el pTi estan codificados mrhbién“; .l0de I génes necesarios para
este segundo proceso de transferencia (ra y lrb) ‘ ; V ' : -
fac lor dc conjugacion
HSL. La sintesis del
6scnno lactona sintasa
( 1per cl al., 1993).

que los genes fra son

La conjugacién de Agrobacterium requnere
autcinducible, que se ha sido identificada como unn
factor de conjugacién dependc de la prescncxa de

codificada por el gen tral que pertenece a la familia'de L

Estudios realizados por Piper er al, (1993). md

regulados positivamente por el activador tmnscnpcwn 11T R pencnec:en\e a la familia

de LuxR (Greene y Zambryski, 1993); este gen activa por 1o menos tres promotores en el
pTiC58.
Piper. & Farrand (2000) demostraron que  la  transferencia conjugativa del

plasmido pTiC58, asi como la induccién de los genes de transferencia son dependientes
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de 1a densidad de poblaciéon y que ambos procesos pucdcn ser inducidos a densidades
bajas si se adiciona ¢l autoinductor al medio, qucdando en claro que nmbos rcspondgn a
un mecanismo de “quorum sensing”. - _ ) i .

El mc.camsmo de rugulncnén de los gencs de lransfcrencin en el p’fiCSS se efectia
de la subulenlc manera: mientras no hny opinas presentes, los 5t.ncs para el catabolismo
de las mismas y los genes lnvolucmdos cn la transfcrcncm del plasmido estan reprlmldos
fuertemente por ‘cl ‘represor AccR.: Después de¢ In insercién del  T-DNA, la planta
comienza a producir y secretar opinas, cuando éstas son abundantes entran libremente a
las células baCICrianas ¥ se unen al represor AccR: esto lleva a la desrepresion de los
genes involucrados en'la utilizacion de las opinas y del gen que codifica para el regulador
transcripcional TraR. El autoinductor se produce constantemente a un nivel basal pero
cuando aumenta la producciéon de TraR y se une al autoinductor, este complejo también
aumenta la expresién del gen tral, rcsponsﬁble de la sintesis del autoinductor y ademas
induce la expresi&n Qc todos los genes fra y #rb responsables de la transferencia del pTi
(Greene & Zambrysky, 1993. Figura 3). ‘ ‘

Otro gene involucrado en la regulacién de la transferencia en Agrobacrerium, es
traM. Este gen esti presente tnntb en el pTiC58 como en el pTiR10 con un 78% de
identidad entre ambos (Hwang ef-al., 1995) y codifica para una proteina que regula

negativamente 1a expresiéon de los’ genes tra. Este regulador negativo parecc mncnvnr"f*

TraR impidiendo que se una al autoinductor y evilando asi que forme los dimeros nc vos. .

Decbido a eso es necesario que exista dentro de la célula un exceso- dc TraR pam

contrarrestar el efecto de TraM. Eso. exphcar{a porque la conjuga::lén no -ocurre N
ausencia de las opinas, ya que cuando estas no se producen, la cxpresxén de lraR solo se’
da a un nivel basal y TraM inactiva la pequefia cantidad de producto. prevmxendo la™
expresién de los genes de transferencia. Cuando las opinas estan prcscntes, se desrep mc, K
1a expresion de raR y se prgduc: ‘la proteina en cantidades suficientes para que no haya _
efecto por TraM 'y cmdnces ‘pueda inducirse la expresion de los otros operones
involucrados en la transferencia (Piper & Farrand, 2000).

14

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




=] & €D °

1 iticacion de opimas Utilizaciin de opusas Unalizacion de opias

.;—@;_:: - o ———) CC—a————
Eagwesion de il i Eapresion de trak

@ T — — [— ] T +
Modoccion de Al Produccion de Al Thoduccion de AL

- Co ) - VY Ce—— -

Genes de sransferenca
——

L Cienes de vansferency Genes de transfcrencia
CC C R ] —

Figura 3. Durantc ¢! establecimiento del callo en plantas infectadas por Agrobacierium, las

sefiales de “Quorum sensing” juegan un papel en la induccién de la expresion de los gences

requeridos para utilizacion de opinas y la jugacién de plasmido. A) En una planta no-
transformada, el represor AccR codificado en ¢l plaismido Ti reprime la expresién de los genes
para la utili i5n de opi para la prod ién del autoind (Al y para ia produccién de

regulador TraR. B) En c! sitio de infeccién de una planta recientemente transformada, la planta

produce las opinas (#), que son sccuestradas por la bacteria y se unen a AccR. C) En un callo
p ici. una alta d idad poblaci | de Agrobacterium, y la bacteria

o]

establecido, las of
comicnza a producir altos niveles del autoinductor (W), el cual, al
critica, se une a TraR ocasionando la activacién de los genes de la transferencia conjugativa y es

do la jugacion se lieva a cabo. (Tomado de Greene & Zambrysky, 1993).

1 una acion

Generalidades de Rhizobium.
de Rhizobi son b ias Gra tivas del suelo, fijadoras de

Las esp
nitrégeno, y capaces de formar nédulos en raices de plantas |
una relacién simbiética con su planta hospedera. El orden de los Rhizobiales es parte de

al bl

la clase Alfaproteobacterias y contiene las siguicentes familias: Rhizobiaceae,
Bartonellaceae, Brucellaceae, Phyllobacteriaceae, Mcthylocystaceae, Beijerinckiaceae,
Bradyrhizobiaccae, Hyphopmicrobiaceae, Methylobacteriaceae y Rhodobiaceae. El
género Rhizobium, Sinorhizobium y Agrobacterium pertenccen a la familia Rhizobiaceae;

TESIS CON

¥

FALLA DF ORIGEN }




Mezorhizobium  a -la familia - Phyllobacteriaceae y Bradyrhizobium a la familia

Bradyrhizobiacecace (Garrity, 2001 ).
En los géncros Rhizobium y Sinorhizobium, la mayoria de los genes para

nodulacién y fijacién de nitrégeno estdn localizados en plismidos de clevado peso
molecular (de 180 kb a 1.3 Mb) llamados plismidos simbiéticos o pSym. Algunos otros
genes importantes para la simbiosis pueden estar en otros plasmidos o en el cromosoma.
Mientras que en - Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium los genes para la
nodulaciéon y fijacién de nitrégeno se encuentran en cromosoma con excepcién de M.
amorphae que tiene un pSym de 930 kb. Tipicamente, las cepas de Bradyrhizobium no
s6lo no tienen un plasmido simbidtico sino que carecen de otros plasmidos.

Los plasmidos no simbidticos suclen llevar material relevante para diversas:
funcioncs tales como utilizacién de metabolitos de la planta, compuestos arométicos y
diversos azlcares y frecuentemente, a pesar de no ser indispensables para la nodulacién si
tienen un_ efecto en la -misma y son necesarios para una éptima relacién simbiética.
(Garcia de los Saritos er al.. 1996).

Otra de las cnmcien’sticns importantes del genoma de Rhizobium es la presencia
de secuencias rciteradas de DNA y de elementos transponibles, 1o cual lleva a frecuentes
rearreglos gen&micos.

En algunos. casos, los genes para la simbiosis se localizan en transposones
conjugativos sitio-especificos, llamados islas simbiéticas, insertos en el cromosoma. Este
arreglo permite la movilizacién de la isla simbidtica como se¢ ha observado en la isla
simbiética de M. /oti tanto en condiciones de laboratorio como en ¢l suelo (Sullivan ¢t al.,

1998; Sullivan er al., 1995).

bles de Rhizobi

Pls idos movili

La movilizacién de los plismidos simbidticos parece ser un proceso comtin entre
las poblaciones de Rhizobium en el suelo. En el plasmido simbidtico pNGR324a de
Rhizobium S;ﬁ. NGR234, se han localizado genes de transferencia identificados por su
alta homologia con",los genes tra 'y trb del pTiC58 de A. rumefaciens, (Freiberg et al.,
1997). En R. leguminosarum bv. viceae y R.leguminosarum bv. trifolii se han reportado
plasmidos movilimbles (Johnston, 1982, Hooykaas, 1981). Por otra parte, varios estudios
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de poblaciones de Riizobium han demostrado’ la presencia de plasmidos similares en
diferentes fondos genémicos, lo cual sugiere la ocurrencia de transferencia horizontal
durante la diversificacién de poblaciones naturales de Rhizobiuni en suelo (Geniauk et al.,
1993; Herrera-Cervera er al., 19?9). . -

En Sinorhizobium meliloti se han identificado los genes traR y tral, homdlogos a
genes reguladores de la transferencia del pTiC58 y que forman parte de un sistema de
=“Quorum scnsing™, s¢ propone que este sistema podria regular transferencia aunque esto
no ha sido demostrado experimentalmente (Markcton & Gonzilez, 2002).

En R. leguminosarum bv. viciae parcce existir una red de regulacién compleja
formada por varios sistemas de “Quorum sensing”. Uno de ellos, CinR-Cinl, se ha
localizado en ¢l cromosoma. Mutaciones en cin/ tanto en la donadora como en la
receplora. se requieren para que disminuya la frecuencia de transferencia del plasmido
autotransferible pRL1JI. En este plismido se encuentra un operén tral/-trb homdélogo al
del plasmido pTi de A. rumefaciens. Adyacentes a los genes b se localizan los genes que
codifican para otros reguladores transcripcionales de la familia LuxR, bisR. y vlriR,'
necesarios para la transferencia del pRL1JI ya que mutaciones en cualquiera de ellos, asi
como mutaciones cn fral inhiben la transferencia del pldsmido. Estos sisteﬁlas;’ y 6"6
localizado en un plismido no simbidético, RaiR-Rail influyen en otras funcxoncs celulares,

ademas de la transferencia. como crecimiento y nodulacién (Wlllunson L'l ‘al. 2002

Wisnicwski-Dyé er al., 2002). :
La transferencia del pTiC58 de 4. rumefaciens, que se ha dcscrild es,’ hastxi el

momento, e} sistema mejor caracterizado de todas las rhizobiaceas.

Elg de Rhizobi, erli.
La cepa R erli CFN42 forma nddulos en raices de plunms de fn_]o (I’haseolm‘

vulgaris), su genoma esta compuesto de un cromosoma y seis. pl
plismido A o p42a (194 kb), p42b (aprox. 185 kb), pd42c (aprox. 270 kb),
p42¢ (aprox. 500 kb) y p42f (aprox. 600 kb). El p42d ha sido identificado ‘como el
plasmido simbidtico (pSym), ya que en ¢l se encuentran la mayona de ‘los’ genes
requeridos para la nodulacién y fijacién de nitrégeno (Quinto et al., 1982).
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Una de las caracteristicas del genoma de R. erli es la presencia de secuencias
reiteradas cn los® p]asmldos. en el cromosomu ‘o comparlldas entre distintos replicones
(Girard gl Cal., 1991) Por c_]cmplo, el pSym Y p42n comparten 19 secuencias, de
aproximadamente 1 kb que corresponden’ pnnc:palmenle a secuencias de insercién (IS)
(G. Davila, comunicacién pérsonal). )

Se han ésiudindo algunas funciones asociadas a los distintos plismidos de R. etli
CFN42 y s¢ ha visto que dos de ellos (p42b y p42f) son importantes en la capacidad de la
bacteria para interactuar con la planta. El p42b contiene genes involucrados en la sintesis

-de los lipopolisaciridos, los cuales son indispensables para la infeccion del nédulo
(Garcia de los Santos & Brom, 1997). Por otra parte, el p42f contiene los genes fixK,
SixNOQP y fixGHIS que estin reiterados en el pSym y la iinica copia de fixL, todos estos
genes estian involucrados en la fijacion de nitrogeno (Girard er al., 2000).

Los otros plasmidos contribuyen de alguna manera a la competitividad para la
nodulacién, al crecimicnto en vida libre y a la viabilidad cclular. Algunos de ellos
también parecen estar involucrados en la qtilizacién de diversas fuentes de carbono
(Brom et al., 2000). Interesantemente, se encontré que el p42a es incompatible con el pTi
de A. rumcfaciens (Garcia-de los Santos & Brom, 1997). También se ha descrito la
presencia de una regioén en el p42a que contienen génes homélogos a los genes vir del pTi
(Bittinger er al., 2000). Estos datos sugieren hn origen comun para estos plasmidos.

Una de las caracterfsticas mas relevanles asociadas a plismidos, es su capacidad
de transferir material genético a tmvés del proceso de conjugacion, por esto, se han
llevado a cabo experimentos para cvaluar la capacidad de movilizaciéon de todos los
plasmidos de R. etli CFN42 y se encon!ré que unicamente ¢l p42a es autotransferible a
alta frecuencia (102). El1 pSym mmb{én es capaz de efectuar transferencia con_]ugnuvn,
sin embargo, a diferencia de] p42a, su ﬁ'ecucncia de movilizacién es muy baja (10%).
Ademas, la tmnst‘ercncia.cdnjugati\'/a[dcl, pSym. bajo las condiciones experimentales
probadas, es completamente depe-‘ di e de la pr ia del p42a, por lo que podemos

lﬁér". para la transferencia del pSym, el cual es

decir que el p42a funcnona com un

un plismido movilizable ' pc'ro _qo aplotransfy:rible. ’
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En los antecedentes presentados se puede ver quc con cxgcpciéll del pTi de 4.
Iume/élt:icn.\'.» hay . pocos datos en la  literatura en relacién a los mecanismos de -
transferencia de plasmidos en rhizobiaceas. : o .

El estudio de los plismidos de R. erli CFN42 nos ha moslrndo que el p42a,
ademas de ser un plasmido autotransferible, permite la lransﬁ.rcncm del . pl.’:smldo
simbidético. Por esto, pensamos que ¢l analisis del mecanismo qun_ n..],uln la lmnsfercncm'
conjugativa del p42a de R. eri CFN42 nos permitira contribuir a comprunder los fnctorcs

que intervienen en l1a distribucién de la informacién simbiética en la naturaleza,

OBJETIVOS

Objetivo General. Caracterizar el mecanismo de regulaciéon de la lmnsferencm del p42a

de Rhizobium etli cepa CFN42, :
1. Aislar ¥y localizar los genes involucrados en la transfcrencxa del p42a

2. Identificar Y cnmclcrmar los gcnes responsables ‘en Ia regulacnén de:la-

tmnsfcrencm. . . : e
3. Analizar funcxonalmcntc los genes regulndores Y- proponer un. mcdclo de

rc&ulacxén de p42a.
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. R RESULTADOS
l.os rcﬁullados obtenidos se reportaron en el articulo: Tun-Garrido, C.. Bustos, P.,
Gonzilez, V., & S. Brom. 2Q03. The conjugative transfer of p42a from Rhiizobium etli

CFN42, which is rctjuircd for mobilization of the symbiotic g is re ated by

‘“Quorum sensing™. J. Bacteriol. (en prensa), ¢l cual, se presenta a continuacién. Ademas
sc .incluye: una seccién’ de resultados adicionales en donde se muestran resultados

complementarios para entender mecjor algunos aspectos de la transferencia del p42a.
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‘lnm ul that mlnl "l' (he tra ggnn. are highty similar lu senes of Agrobacteritun sumefuciens pTiC58 and other

Y penes w three of these (eral, fraR, and cink)

lhc l. \k-l,uxl fnluil . l\lll e these geoes confirmed their requirement for p42a iransfer, We found
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3. Bact ko,

Seriat dilutinne were plated o saithle sclective medin, The Iransfer frequeiicy
wan expresscd as (he AUMber of TEMnjugInes Per auzpue o
“Traasfe i s on cellulas density were pee

ity (1P celtvml) and recipicnt
ren were mised, and samplos of
ncubated ut MFC. Fvery 4 h, two
i af 10 0IAS MaSOL~LO17% (v
plated on approprinote media [ sele

culturcn gromn o low
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i

eapression of targes penes in i quur
er, The Tral protein is
3 1-1ES1) syothiese
the auvinducer-responsive
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nt dat
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L family, i
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ransfer gene expression, through an claborate regulatory cas-
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ids

Bacterial straine and plis:

TABLE

Reference of source

Relevan: teatures

L R L LY L T T

AmmmAA~

S17-1psUPSOl )
S17-UpDR2

Plasmids
AN

PIraC1-DG

MIAAF

PSR+
PHIMCOSS3

P
PBBRIMCSS

ids (p—l-u 0 pa2n)
(SR

42 derivative (pd
complemented with pa2s
vative, rra S p\Ul'n.sp
.|um.nw F; SUPOSp
de o

nSmob

CFN32 derivative contal

C-S8 cured of its n e
C-58 harboring plasemid pT:CiNTruc::TnJl?ss

b o 2d>
buun.g of TnSGDYNI

pHlucscript derivative currying an 8.5 khA[ml~.\‘bal frugment containing from the
middic of #bC to the end of bt of pTICSE (Ap")
PCUIE derivative currying the iruAf gene of pTiCSH (Aph)
PUCIR derivative carrying the il gene of pTiCS8 (Ap)
PIAD22 detivative carrying & Neol-#indlll frugment containing the #uR gene of
8 (Ap')

oR fragment containing the G, wrald,
ining the imut,

~14b derivative carrying 2 2.6 kb N

Seguencin r (Ap')
AlacZPBURIMCS-5 derivative carrying the promtetiess uidA gene from pWMS

aining un ns.- ctte in 2indl site

Trod- “hostcange cloning vector (Gm
) vontaining truG:ecZ reporter fusion and the iR

l"hu work
This work

This work
11"5 wark

This work
This work
This work
This work
This work
This wark
This work
Thi

This work
This work

a6

S. K. Furrund, unpublished datis

26 o
S. K. Farrand, unpublished duta
- S, K. Furrund, unpublished datis

1

. Culif,

Strutugene. Lu Jofl
18 N

42

37 ’

L Girurd, unpublished duta
7

PR PHBRIM
. gene fror
PRE7313 umnd-hml-r e cosmid veclon, arid-on T from RK2. larz.. (Tt.‘) 29
e PLAFR rivati the ion of p32a ‘This work
e PSUP2U00Lsp derivative cafrying s 283-bp tradf EcoR1 fmg;n:nl obtained by PCR This work
with ullbnnuclculldct UtruM-E and L1raR-E
Continued on following paye
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TABLE 1~Comtimnd

Reterence o souive

ol elevant feutures
roT2 ent obtained by This work
pOTR oR1T mium.m (gencrated by This work

wR gene
PO PSK+ derivativ g 0 1.0- b uu.dm .\/ml et containing the This work
complete ciniR genc  tragment of
pors SK+ derivative carrying 1 1-kb Mind1l) \lml frugment contaising This work
Sp i ) Irapment of wild-tvpe ikt
PCTo by PCR) This work
PUPA3 . undt This work
ion of 1he vector with Spel-Nol
PLTod This work
of the vectar with Spel\al
nery

PISBRIMC

PHHRIMC
oRT fragment
ive curtying o 25(-bp BamI-EcoR) fragment containing 8
i T

puummtxs u..nv tive currying the complete fnf gene This work
P PRK7813 derivative carrying the complete frak genc “This work
pCTIS PRKTRID derivative currying the complete cinR gene This wor
pCFa23 PHBRIMCSS derivative containing traAf of pNGR234a He und Fuquas,

submitted for publication

nanss Clable 1) cork was infterrupied 41 the S/l site #8 nucleotide pusition $14
Ut 1), sk was intereupted ut the Sofl site ai nuclcotide ,--uuon 24K (Fig. |).

her. The
3 was deposited in he. bcnllnnk intie

o in P

region of pa2a of K. edi, clo
umher AFS2HS2S,

undes sccessio

RESULTS

of a cosmid clone from

p420. Plasmid p42a has been shown to be self-transmissible

(5) lu high lmndgr frequency remains constant, cven if |l is
from a such as 4.

GMIv023 (Table 3), thus i that no addil

ory elements are Jocated in a replicon other than pd2a.

dentify the transfer region of pa2: collection of clones

It

TABLE 2. Ofigonucleotides used in_this work

from this plasmid was isolated from a cosmid library co\n:rln!,
the whole R erli CFN42 (24) through the sclection of
cloncs showing a positive signal in Southern blot colony hy-
bridization with the complete pd2a us a probe. For «
clones were sclected, digested with EcoRl. and hybridizced
against transfer genes of pTiCSE from A. fiuncfacicns (Table 1)
under low-stringency conditions, Most of the probes (rraAFH,
raCDG., 1rbC-1, and trul) showed positive signals with i 27.1-kb
cosmid clonc. This cosmid was called pC-13. We did not tind
hybridization signals for rraAf und raR.

The conjugative ability of PC-13 fram diferent backgrounds

was tested. This cosm sh 1 the Y s
the complete pa2a, either from R erli derivatives lnckmg one or
more plasmids or from A. tumecfauciens GMIDO23 (Table 3).

These experiments show thit pc.n A..Irncx all of the genes
vy for pd2a above, we have

I; \huwn ll 1t P24 is .lblc to mohilize the pSym by i

Cromer Sequence”

(5). In lhls work we tested

CTTGCGGTTICGGGTTT

TGAATICGTG C/\TGGCACCGAT!‘A

/\1 GTCGACGAGGAGCCGACGGTGTT

CTGAATICTATCGACCGTCGCAACT
TCG

GCG ACAAAGCCCTCCCGAATGA
TTGAATTCGTCCAGGATTTCCGAGA
TTGAN GCAGACGAAACAAACGG
TTGAAN GCTGCTCCCCGAGGGC
TCGAATTCAGGATGCCAGCGACGG

- cotreponds 16 LeoRI aites, und § cosrespond,
to the P

24

w)ulhcr PC-13 could also do that. Our results showed that
PC-13 is also able 10 mobilize pSym (Tuble 3). Analysis of the
transconjugunts indicated that the pC-13-mediated trunsfer of
PSym in oll cases involved a cointepration event,
whaut happens with pd42a. [n contrast, we did not detect wransfer
of pC-l‘i from E. coli HB10l even though several different

were utili This that the for genes
contained in pC-13 arc not efliciently expressed in an £, coli

background.
3. The

Sequence analysis of the tra genes cantained in pC-1
complcte DNA scquence of pC-13 determined. It revealed
ding frames (ORFs) whose predicted products are
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»n
; L]
raB
Tral
traR
cink
-
G
F
L
b
iral
A
mC

traF.

1. Vhyicul map of pC-1
o e 1.k,

1 ip of the nic

il X het: S s

ilar 1o known of A. pTICS8
W related plasmids (Fig. l) ‘The gene arrangement in pC-13
was similar 10 that found in pTiCS8 (11, 33). except that no
ine catabolism-related genes were identified. The transfer
origin (oriT) was located between traCDG and traAFB. which

il

RINZOBIUM ETLT p32s TRANSFER DEP

3, containing the transfer region of p12a. Acrows indicate the ipti
. cinié, aiud e arg st by black arrows, pCT11 contuiny the 143-bp mobilizable region. carrying the aeT"of pa2a.
sequence are shown. pCTS3 und pPCTO3 contain the regions uscd 1o generate mutations in the muR und cinR genes, |1, HindIl

1/7/03 | 15:41

NDS ON QUORUM SENSING S

4]
n
m
"

bl
1K
1
IE
"
tl

[

trh]

di i of the i

genes, Th

are transcribed divergently from this site. The onT was iden-

tical to the oriT of pNGR_'l-‘-.I and alsgo to the anT of pTlCSb
Four ORFs were

pC-13. Homologous prmc-m for thrcc of them have bcx.n

previously characterized for the pTiCS8 t sfer system, Their

TABLE 3, Trunsfer frequencies of R. erli plusmids pd2a, pSym. and pC-13 from different donon®
Transler Danor Relevant geavtype Recepicat
e CFNX187 TSmob GMI19023 Lo x 10-2
GMI%023/p3 ob GMISO23 1.0 x 10-3
CFN\mprF-:"-l TnSm&nh. e GMIoU23 6.3 % 1074
)]
CFNX668 PSUPQSH CEN2001(p324= pSym™) 1.0 x 1072
CFNX669 UPrasp CEN2MM(pd2u~ pSym™) ND*
CFNX670 lactSp CFN2001(p4Za™~ pSym™)
CFENX0671 xcd"Sp CEN2001(pa3a~ ps,m-
Cl'NYfmg/pCrl 2 l‘ﬂ\p. PBBRIMCSS/mut CFN2001 (p42: ym )
CFENX6TU/pCT13 RK7813ra Rl CEN2001(pa2u m=)
CFNX671/pCTI4 RKIHI3cinR CEN200I(p42a~ ,.sym-)
1420t regtion, CFN42/pC-13 Cosmist with all pd2i sne genes GMIN023 ar DI iSa
claned i pC-13
N GMINRYPC-13 Coumid with all pi2a tra_genes GAHI%O23 or DHSa
Chored @ 7T from CFN42pCT11 PBBRIMCSS:end7 of p32a DilSa
pe
Cm.n./puammc.\s PBBRIMCSS (vector) DHSa
CFNX182 p-i,n PBBRIMCSS:0n T uf pa. DHSa D
CFN2001/p32. u+ PDCRETAR GDYNL, on” of pTiCss HETTY 2.5 % 10~
200/pDCKETAL PDCKE.7AL Huo8 ND
XORD rulzpSUPNSp, pd::TvL‘GDYNI FIN2OOT{ s, >
lnl‘\p Pd=TnSGI YN 2001 (1 ND
al’Sp, pd. GIDYNI 2ARN(PIZa " pSymy ND
3. r-d TnSGD\Nl 2001 (pd2i— ,,s,m-) Axtu*

freated ut feast twice.
L
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products, TraR. TraM, and Tral, arc highly conserved with
her related plasmids (Fig. 2). However, the iden-
s of the PC-13 genes 1o those from pTICSS wis low (31% for
alk. 29% far TraM., and 50% for Trval). This could explain
wihn we were not able ta detect signals for ol and sradf gencs
in our bybridization experiments (scc above). TruR of pC-13 is
o 239 protein, showing 60%, identity to the LuxR family
Quoen 1 ranscriptional factor of pRiAIb (a plasmid of
A preenrefar 3 ) ( ABUSOOU04), 6277 identity to the T
ot PRITT2S Of Rhizebium rhizogenes (NC_U02575).
tity 10 TraRk of pNGR234da of Rhizobitun
33 (AEOI6Y).

found another rl:gul;llur pene, cinf2. CinR from pC-13 s
n that is $4% identical 10 CinR of R. legumino-
wsartane b, cine (AF210630) and 57% identical to CinR of X,
eth CNPAFS12 (AF393621). Both CinRk and TraR are clearly

sp.

ile

Teal of pC-13 s it 207-aa protein with 757 identity to Tr
of plRI1T723 (NC_OU2S75), 74% identity to an sutoinducer sy
U of pRiAdh (ABUSOY04), and 709, identity to Tral of
32340 (AIROOOO6R). Therefore, Tral is evidently an acy-
L synthase member of the Luxt family proteins. In the
cgion between ral and repA. o g box with the
e GTTGTAGAATCCTACAAG was found 59 bp up-
v of tral. suggesting that the transcription of sral is de-
. Another e box was localized upstream of

sgulator, TraM. is a 113-aa protein homologous
t inhibits TraR activity through interac-
tion \\|lh this protein in domains located at their respective C
i. It shows 69% identity 1o TraM of pNGR233a
655 identity to TraM of pRiA4b (ABUSO904).
ity to TraM of pRil1723 (NC_(02575). All of
how low identity 1o transfer regulator proteins
of pTICSE (NC_G03065),

OREs similar W wb8B, -C. D, -E, -, -K,-L.-F,-G,-H, and -I.
imuhed in mating-| r formation (33), were also found be-
ween frad and cinf?s all of them are t scribed in the samce
tion genes repABC arc located up-

W oriT. The onT* of pC-13, identificd
wih similarity with wansfer origins of pNGR234a and
N dizcd between rad and raC. The sequence

stes e Jocated in pTEL and RSF1010. However, the inverted

this motif (8) scem to be absent. To test the
Ta uuuml-l\ of Lhis transfer origin, a frugment of 143 bp con-
ing the ort v uumd in puummcss (pCT11) (Fig. 1)

l'rom wild-type CFN42 but nul from
king pd2a (Table 3). As a control we
on ability of the vector pBBRIMCSS. As

be muobilized
IN2L A srain

RINZOBIUNM £11.0 pA2a TRANSFER DI

NDS ON QUORUM SENSING

n nf tln: .ml ll\l. produced by R
tumcfacuens
182 (cured

of an
ible for the [

for the pr

in &,
etli CI‘N-II. In pTICS8. Tral l\ T i

of a factor or » which is o of o
family of sub: ted HSLs (acyl-HSLs) (25). To determine il
an acyl-HSL volved in the transfer of p32a, the pmduclmn

and some derivatives
aw ct

of these compounds by R. eili CFN42
determined by using the TL.C system described by S
(38).

Acyl-HSLs can ditfer with respect to the length of the acyl
side chain, the presence or absence of one or more unsatur:
tions, and the nature of the substitution at the carbon 3 posi
tion. In some acyl-HSLs. carbon 3 is hydroxylated (3-hydroxyl);
it also may carry a carbony! group (3-0x0) or a fully reduced
methylene, The 3-axo derivatives characteristically produce
tailing spots with difusc cdges, whereas the 3-unsubstituted
farms produce circular spots with sharp edges (48). To deter-
mitie whether the ral gene found in pC-13 is responsible for
production of one of the autoinducers, we analyced the aulo-
inducer production in strain CFNX66Y (tra. UPasp). The
results showed that 1here is one tailing reactive spot which
comigratcs with 3-0x0-Cy-HSL. This 3.0x0-C,-HSL is de-
uclcd in the wild-type strain but disappears in the s/ mutant
(Fi ancs 2 and 6) und in the pa2a-cured derivative (Fig. 3,
lane ) There is another reactive spot that comigrates with the
3-0x0-Cy- HSL, and ity circular form indicaes that i1 1 3-OH-
CwHSL. This spot is present in strain CFNX182 (cured of
pa2a) (Fig, 3. lanc 3), that it is in the

orin ! from p32a. Two uniden-
tified spots were detected in the wild type at low levels; they
may be comaminants, similir to those previously detected with
this technique (7).

In ord;r to determine tln. ruk of the 3. unu—C,-Hil. in con-
j the of pa2a the in-

uble 3. pBBRIMCSS could not be
These vuulh indicate that the fragment cloned m pCrll citr-

i
lcrmplcd tral w;
C

as lested and found not to be detectable (T
3). )] t. with the wild-type gene (CFNXo6Y/

ries a functional onT o, d upon pi2
Similar results were found with Pl'lﬂmu! |)DCI\.E,7AB. which
contains the oA T of pTICSE (Table 3); it can be mobilized from

27

pCT12) restored the transfer abitity of the strain (Table 3).
Also, when the fral mutant CFNXO6Y9 was grown in a condi-
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g
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=
103
— . " 1 s
R 10 10 10’ 10 to*
Culture density of donor population
(CFUmlb)
111G, 4. Effcet of culture density on e, anter of p42u and pSym
from CENXGHS. Transfer frequencics of pa2a (nmnl.lcs). of pa2a with
condinuned medium added hefore mating (squarea), and of pSym

refes) wre shows ed of pd2s and pSym) was

{
always wsed as the se

tioned medium cunsmml, of the supernatant of a cm42 cul-

1/7/03

1. BaCiLkion.,
ilization. We also know

ary for pd2a
1(5),

that the transfer of pSym depends on Illg prg\c.ucu of p4
Thus, to test if for of R cili q
dependent process, we constructed an /8. cll: de;
ing both p42a and pa2d (pSym) lubeled with different
{CFNX688). We determined the 1 of both
plasmids at different growth stages

The resulis showed that uans
donor population density is .lpprn\ul
quency increases as the donor papul
Furthermore, \vhgn the donor st
conditioned
( . -l) T husc n.\ulh <l

os when ihe
1 the fre.
ugnents ity density.
n is pregrowa for 6 hoin
at an 1 Sliegre

wlcr of pa 2

- stes only after the pu2a transfer
sches its highest level (at o population density ol
10% 10 10%), and i1 also increases in accordince with the donor
population (Fig. 4). Therefore, the transfer of pSym is atso
dependent on quorum scnsing, albeit indirectly,

Twa regulators of the LuaxR fonily are activators of pd2a
transfer. To analyze the role of cinR and raR in p32a mobili-
zation, we tested the transter ability of p32a in derivitives
containing mutations these genes (Table 3). Transfer of

1 baotished in der v ining muta-
tions in trul, cinR, or raR and was restored when comple-
with the respective wild-type genes (CFNX669/pCT12,

Tlu. trinsf
frequuncy

ture grown to stationary phase or in a
with 5 pl of 3-0x0-CeHSL, the transfer I'n:qucncy of [)42:!

CFNX670/pCT13, and CFNX671/pCTid) (Table 3). There.
fore, the three gen
transfer. Since mobiliz
system, we cor

med that these mutations g

of the

ofn -mu\vC..-l ISL. On the other
CFN42 produces at least two
bic levels, only the one encoded by

Provess mrmq,h iy
Jusnd, in spite of the
acyvl-HSLs

inate pSym transfer (Table 3).
To further understand the regulation Of the pd2a transter

genes, we constructed derivatives containing fusions of cich of
the y genes tO a reporter pene: pCT7 (sral:iuidA).

ms to be i in

n substitute for j1s function, indi-

..r p-l'.‘u, and Iy of pSym,
nsing. Acyl -HSLs are molecules involved in quo-
thar arce cell density and
. We have shown ¢ one of these

v Pr ¥
growih plm\c dependen

PCT8 (trulliuwidA), and pCTIO (cinRiumidA). Expression of
s 1ested in the wild-type and rraf, muR and
is. The is (Table 4) sh ! that
rgduccd when fraR is mututed (CENX680). A

tral expression i
more dramatic effect was observed in cinR or ral mutants
(CFNX684 and CENX676), where tral expression was com-

gene fusions in A erli wild-type und mutunt buckgrounds

of idt, . and

TABL

Strain

Steain genuiype

*YIHL‘[K_’I‘?-’pC‘I"I‘
NNISZpCT T+ pCrd

p32a ka7Hl'\~lml(. tral:uidA
pa2a=. pRR7813cink. tn,

icdA

= N alues are expresed s nannmoles per minute per milligram of protein and are means from twn i

N ot detedted.
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botished. These results led us 1o predict that produc-
hould be affected in these

pletely
ton of the fruf-dependent acyl-1SL
mutants. TLC  detection  unalys demonstrated  that

RINZOBIUM ET11 p32u TRANSFER D

IS8 ON QUORUM SENSING

DISCUSSION

In.ul qund that quorum-: \Lnsmg.-
among g

In the last fow years, it ha
are

CENXN66Y, CFNX670, and CFNX671, the res pot profile
wits similar (0 the profite of strain CENX182 (cured of pa2a).
1 CFNX668 (traAf mutant), the acyl-HSL profile was
idemtical 1o that of the wild type (Fig. 3). Regarding cinR, its
capression was reduced only in a el muant background
(CENNO7Y) (Table 4), while the other mutations had no effect

on its expression, § ly. sralt expression was similar in all of
the different backgrounds (Toble 4), suggesting that it is con-

stitutiscly exprossed,
it cinf and a8 mutants attect iral cxpression and this
i~ -upummh: far 3-oxo-Cu-HSL production, we per-
0 expe 0t to determine whether 3-080-Cy-HISL
Hovws einde and ralé mat - 1o perform conjugative transfoer.
The resulis showed that transier ability was recovered only at
i low frequency in the et mutant (1.2 % 10
cindd mutant (3.7 x 107). These results indi
tion to their rale in el expression, both regulators participate
ditectly in regulation of fra genes expression,
The srul fusion (pCT7) was introduced into a derivative of
the pa2a-cured strain CENXIB2 carrying the clone con
the ek gene (PCTI3) or the cinR gene (PCT14). The B-glu-
ctivity in cultures of these strains grown in condi-
s determined. It s found that eral is not

gene
formed

curonidase
tivned medium

eapressed in these backgrounds (Table 4). These results sug-
pest that both Bene:

are rcqunud for irul cxpression and that
“This is in agreement with previous
ce the wild-type strain carrying muta-
her 1ru R or CinR shows a decreas trul expression
wnd transfer, in spite of the fact that rraR has no effect on cinR
expression and vice versa,

dues not repre:

has been shown to be o ne;

conjugative transfer in p42a. TraM
ive regulator of pTiCSB conjuga-

pr
luclum. mcludm& plant: \\u-:-.ncd bacte (52). Produc
of ) an Y networks has
becn l'l.purlcd for R edi. R leguminasarnan, and 8. meliloti (19.
36, 35, 53, 534). R i CNPAFSI2 produces seven different
ncyl-llSLs (45). Three of these autvinducers have been shiown
10 be produced inside 1he nodules by ba in
one of them result in o substantial deer wetylene re-
duction activity. indicating thai they are involved in nadulation
and nittogen fixation (95, In R edi CENA2 we u.nccxml the
pmuucmm of only two acyle n |.~ 2

1) humulu;, n CNl’:\rSlZ whiich is absent
nd the presence of o novel FisL, in the latter stra
{18). The nr&.xnll‘llnlll of the: nalyecd in 24 R etli

suppuort the
ability regard-

ion that in R. edli there
ing different plasmid-encoded try

In R, legumtinosaren, acyl-HS
bition of hacterial growth throu,
bacteriocin (19, 53, 54). An intri;

e been related 10 inhi-
h the production of « smali
¢ regulatory 2
(cinR, b

ing various fixl-leR-type regulatory gene R, and
1riR) has been shown 1o p: regulation or the conju-
gative tran i (34
53). In 1l fe, TriR

transfer genes m response (o the 3-oxo-C,-l~ISL synth

tral. #iR expres by Bisi h

tion requires 3OH-C, by the

lly encoded Cinl. Alvo, BisR plays & role in repression of cin/
expression. Although a #rh operon was identified, localization
of the transfer origin, or7, and other teansfer genes (tradFR
and raCDG), as wc:ll as nndly‘lﬁ of tral, will surcly contribuie
10 < F for of this pl i

the
rar 1 antiactivator in pd2a. we constructed a detivitive
(CIFNXO668) containing a mutation in fraM (sce Matcrials and
Mecthods) and tested its conjugative ability. Surprisingly, the
transfer frequency nut aficcted (Table 3). Since we knew
by sequence analysis that the C terminus of T
served with those of ather homologous prot
plasmids, we questioned whether it could be inactivated by an
heterologous Frah repressor. To this end, pCFa24 (Table 1),
o pBRBRIMCSS derivative containing raMf of pNGR234a, was
mroduced into CENXIE7 by conjugation. In this strain, we
Tousid that the pa2a iranster frequency decreased by 2 orders
of magnitude (Tuble 3). This indicates that re R of p42a is able
1 inte with TraM hut, for some unknown reason, this
ction is not carried out with the endogenous TraM. To

explore this a transeriptional fusion of fraAf with
1he B-glucuronida reporter (pCTY) was constructed. We did
not detect expression in any of the backgrounds tested,
wild-type CFNJ2
CENNXO670 @raR:laxPsp), or CFNX671 (cinR:
nat shawn). We concluded that TraR in CIFN42 is not inact
valedd because the 1aAf genc is not expressed, and thus the
tor is not produced, at feast under the experimental
jons tested.

antiiw
condi

29

In addition, a rccently described raR-traAf locus from S. me-
liloti bas been proposed to be involved in transfer (36): how-
ever, experimental confirmation is still required.

ln m.\ work, wc pv.rfuruud u comprehensive analysis of the
of p3Za of R. etli .mu distinctly

? Q that it is scnsing . as
ps_ym transfer depends on pa2a, we find that the transfer of the

4 also on cell density, in an even
muu restricted manner than for pa2a.

Based on the expr n assays of regulatory gene fusions
diffierent backgrounds, we pmpmc a regulatory modet for pa,
for (Fig, 5). Analysis of 8. activity d
strated that traf is positively d s up
by TraR and CinR. According to the proposed model, 4 com-
plex should be formed by TraRk and the 3-oxo-C,-HSL synthe-
sized by Tral. This complex would be able to bind 10 the
promotcrs of transfer penes where tra boxes have been iden-
tified. This complex would also mediate the uulurcgul.uury
control of tral, where i sra box was also found. A mutation in
truR allows a low jevel of lrul expression, but Tral ncuvuy
is not high o the i 10
promote transfer of pd42a, or even 10 be detected | by TLC
analysis. Also, CinR was found 10 be a positive regulator of truf
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cinR
@ @
)

CinR regulator

A

J. Bactikion.

tral traR

AA
+ + !
APy ;

——mm——————

-+

[oosmeecercmmaaaccancaca.

. 5. Muodel for the regulation of transfer gene

HSL-synthase

expression in pd2a.

4 T

traR regulator

transfer genes

», y protein from the LuxR

+, pusitive

are not j we belicve that

lependently of TraR, a i incinR

tral expression but has no cffect on iraR. As mentioned above

Results), the fr of pC-13 is similar to that
/| id p32a. This indi that no other

ars arc involved in transfer of pd2a. Therefore, we pre-

dict that the 3-080-Cy-HSL produced by Tral is able to form a

conmplex with CinR and to upregulate zraf (Fig. 5).

arding cinR, its cxpression is upregulated by Tral and

(see
of the

traM might be a relic of an acquired transfer machine in R erli.
‘The absence of the inhibitory effect of TraM, as well as the fact
that p42a is able to initiate transfer at a lower culture density

i h frequency of paZa transfer
(compare Fig. 4 with Fig. 2 of reference 41). However., we
cannot rule out the possibility that TraM might be cxpressed
and have a rcgulatory role under other experimental condi-

dJecreases when fral is mutated. As CinR is a positive regulator tions.
for trul, we would expect a decrease of cinR expression in a From the results prescated in lhl: paper, it n gvldum that
cinft mutant. However, the results show that cin/k expression thereisa y o
unalicred in a cinR mutant. We propose that tral is P2 and an cven more for pSym 1
cd at o hasal level independent of TraR and CinR, To the latory sch it will be necessary to
allowing the accumulintion of enough 3-0x0-Cy-HSL 10 acti i ify other ing such as the wanscr
canR. In the tral mutant, this basa) level ¢ an i i of cinR.
The tran- We have previously shown both that pSym transfer depends

1 .xul».uur for cinR has not h|.t.n defined. This hypo-
tor could be either TruR or CinR, acling sepa-
raely and being able to replace cach other, or an unknown and
vet-to-be-described  regutator. Finally, #aRl expression was
toumt 1o be constitutive under all conditions tested.
Regulistion of pd2a transfer resembles that of pTiCSs in
aspects, Nevertheless, they differ in some important
8 i secreted by the ptant are 1the
In contrast, p32a mobilization does not
its  symbiotic host. Anoather  important  difference
nsfer systems of these plasmids concerns TraM
According to Piper and Farrand (41), in pTiCSK TraM
serves T te the small amount of TraR which is consti-
tutiscly pr in the of 1the | opis As a
msequence, conjugal i ~r..r of this plasmid r&.qmrcs not
Wy the of auts bul also exy of

man
pocts.
~ignal
require

tradt at levels that allow it 1o overcome the sctivity of TruM. In
wi, we found no expression of TraM

n paZi. As opines

cont

on the presence of pd2a and the feasibility of cointegration
among both plasmids (§). Here, we show the existence of
anather level for pSym transfer regulation, indircetly linked to
the environmental conditions, which may have an effect on the
cellular density. Although pa42a transfer is not restricted to the
presence of the symbiotic host (see above), we expect that the
cellular population is more likely to achicve the level required
for plasmid trans a closed environment, such as the nod-
ule or infection thread, than in soil.
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RESULTADOS ADICIC NALEs
Los datos prcsenlados y dlscuudos en el articulo (Tun-Garrido e «l., 2003, en

rensa), dcmostmro n: de: movxhzacnén ‘del p42a estd contenida
o

comp]ctamcnte en cl P nuenc, ademas de los genes reguladores y el

origen ‘de tmnsferenc enes neccsarlos para el procesamiento y

transponc del DNA y pnru lu formaclén del pllus. .,

l)cscrip'ci.'..i dela R _'4 de Transferencin.

E\lslcn ‘dos’ grupos de 5encs que se transcriben dxvcrg,emcmcmc a partir del oriT
(Figura 1. Tun-Garrido er al., 2003, en prensa). A la izquierda del origen se localizan los
genes traC, tral y traG, que se transcriben en la misma direccion, El gen traC codifica
para una proteina de 98 aa, corriente abajo de este gen y scpzu‘ado por solo 4 pb se
encuentra ralD que codifica para una proteina de 71 aa, lraG se encuentra rio abajo de
tral) y separada por 31 pb, codifica para una proteina de 645 an.; : -
se encuentran los genes’ trad

A la derecha del oriT" F y’lruB que se

387 aa.

En la regién imcrgénicn'cn

Presumiblemente todos’ lo; >
proccsamiento y transporte del DNAjségt:m lo
descritos de otros sistemas (Tabla .=

Rio abajo de este ulllmo grupo de genes xlste una reglén de aproxnmadam nte

2 kb la cual aparentemente no tiene snmlhtud con genes involucrados en transferencna, en

esta region se localizan tres marcos nblenos dc Iectura, que ticnen similitud con proteinas

hipotéticas del pTiCS8 y del pNGR234a.
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Enscguida se localizan los genes reguladores traM, traR y cinR, que ya han sido
descritos estructural y funcionalmente en el articulo (Tuﬁ-Gai’ﬁdo'él al., 2003, én prensa).

Rio arriba de ¢inR se encuentran los genes b, aparcnleme.nlé en un operén que se
transcribe en sentido contrario a cinR. El gen proximzil té cinR es trbl, que codifica para
una proteina de 435 aa. Separado por 12 pb se enc‘uenjrn' trbfH ciue codifica para una
proteina de 145 aa. Enseguida y separada por 3 pb esth Ibe cuyb producto es de 270 aa.
trbF estd separada de su predecesor por 17 pb y su produclo es de 220 aa., rrblL codifica
para un proteina de 391 aa, esta separada de 165 por 24 pb y sobrelapa con trbK en 7 pb,
la cual a su vez sobrelapa con rrbJ en 4 pb y cuyo produclo es de 66 aa. El gen rbJ
codifica para una protcina de 267 aa y sobrelapu en 29 pb a trbE. El producto de (rbE es
de 818 aa y se encuentra separado de trbD por 9 pb el producto de éste aliimo gen es de
99 aa y sobrelapa con frbC en 8 pb el cual a su vcz sobrelapa con trbB en 11 pb, el
producto de #r6C es de 127 aa y el de irbB es de 353 nn‘

Todos los genes trb se transcriben en ]n mlsm é,n'y de acuerdo con su alta

identidad con otros sistemas descritos, aS‘-lmlmOS qu tan involucrados en li\ formaciéon
del puente de conjugacion. ;
En seguida del operén Irb ‘se cncuentm cl gcn “tral,’que se tmnscnbe en la misma

direccién de estos genes y cuyo funcién es la dc sintetizar moléculns'de 3-0xo-ac11 HSL
como ha sido descrito en el aniculo. ' : o
Enscguida de rral y en direccién’ opucsta se encuentran los gcnes repABC que ya

han sido previamente caracterizados (Cevallos et al. : 2002)
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‘Tabla 2. Homologia y funcién propuesta de los genes de transferencia localizados en cl

pC-13.

Proteina Homologia Funcion _.Referencia
(%eidentidad/ Yesimilitud) _propuesta

TraG TraG PpNGR234a (B1/86) Relaxosoma Alt-Morbc clul., 1996,

Trald

TraA

TraF

TraB

TraM

TraR

CinR

Trbl

Trbll

VirB4 pRiA4 (79/86)
TraG pRi1724 (77/85)
TraG pTiC58 (69/79)
TraG pSymA (47/63)
TraD pRil 724 (83/87)
TraD pNGR234a (80/88)
TraD pTiC58 (80/87)
TraD pSymA (@7/57)
TraC pRil724 (81/92)
TraC pTiC58 (79/94)
TraC pNGR234a (85/95)
TraC pSymA (41/60)
TraA pRil724 (77/84)
TraA pNGR2345a  (74/83)
TraA pTiCS8 (64/76)
TraA pSymA (46/59)
TraF pNGR2345a  (70/83)
TraF pRil724 (60778)
TraF pTiCS8 (56/71)
TraF pMLb (36/55)
TraB pNGR234a (62/70)
TraB pRil724 (58777)
TraB pTiC58 (51/60)
TraM pNGR234a (69/85)
TraM pRi4Ab (65/82)
TraM pTiCSs8 (29/45)
TraR pRiAdb (60776)
TraR pRil724 (62/80)
TraR pNGR234a (58/76)
TraR pTiC58 (G1/45)
CinR R. legum. (59/75)
CinR CNPAF (57774)
Trbl pNGR234a (76/80)
Trbl pRil724 (75179)
Trbl pTiC58 (59770)
TrbH pRil724 (64/74)
TrbH pNGR234a (65/71)
TrbH pTiCS8 (49/61)

Relaxosoma
Relaxosoma

Cataliza la reaccién
corte, desplazamicnto
de la cadena de DNA.

Ensamblaje del puente
de conjugacién.’

No es indispensable
pero se requicre para.
-un maAxima eficicncia

Inhibidor transcripcional.
Aparentemente |nu¢l|vo
en pd2a.

Activador transcripcional
de la familia LuxR.

Activador transcripcional
de la familia LuxR.

Formacién del par
de conjugacién

Formacioén del
par de conjugacion

AI(-M‘jorbe. et al., 1996,
A}’llt-Morbck. (.;I al., 1996,
'All-Mo;bc. et al., 1996.
Alt-Morbe, et al., 1996.
Alt-Morbe, fl al., 1996

Tun-Garndn etal., 2003 -
en prensa. : .

Tun—Gnrndo er al., 2003
en prensa.

‘Tun-Garrido er al., 2003,
en prensa

Lieral, 1998
Haase et al., 1995

Lietal., 1998
Haase et al., 1995
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Lieral. 1998

TrbG TrbG pNGR234a (85/87) Formacién del
TrbG pRil 724 (84/86) par conjugativo . Haase et al.. 1995
TrbG pTiC58 (73/82) '

TrbF TrbF p Ril1724 (94/98) Formacn:én del * . Lietal, 1998
TrbF pNGR234a (93/97) par conjugativo 7 Hoase ef al., 1995
TrbF pTiC58 {79/90) E B ERSR ) .

Trbl. TrbL p Ri1724 71774) Formacion del ., “Lieral, 1998
Trbl. pNGR234a (70/73) par conjugativo " Haase er al., 1995 .
Trbl. pTiCS8 (62/70) ; E .

TrbK TrbK pNGR234a 67/76) Exclusi6n de superficie ‘Liectal., 1998
TrbK pTiCS8 (46/69) : AT . Haase er al., 1995

Trbl Trbl pNGR234n (81/83) Formacién del par - Lieral; 1998
Tibl) pRil1724 (76/82) de conjugacién - Haase et al.. 1995 -
Trbl pTiCS8 (75/88) .

TrbE TrbE pRil1724 (90/94) Formacion del par Lietal, 1998
VirB4 pRiA4 (90/94) de conjugacion Haasc et al., 1995
TrbE pTiC58 (8O/87) ¥ ATPasa -
TrbE pNGR234a (98/93) X
TrbE pMLb (40/56)

TrbD TrbD pNGR234a (91/94) Formacion del par Li et al., 1998
TrbD pRil1724 (89/96) de conjugacién Haase et al., 1995
TrbD pTiCS8 (73/89) 2 .

TrbC TrbC p Ril724 (66/71) Pilina para la formacién Lieral, 1998
TrbC pNGR234a (51/55) det pilus
TrbC pTiC58 (53/60)

TroB TrbB p Ril724 (89/93) ATPash, autofosforilasa Lieral., 1998
VirB11 A4 (88/93) ¥y formacién del par Haase et al., 1995
TrbB pNGR234, (89/91) de conjugacién B
TrbB pTiC58 (77/84) : :

Tral Tral pRiA4b (74/88) Acil-HSL sintasa. : ‘Tun-Garrido et al., 2003
“Tral pRil724 (75/87) en prensa.
Tral pNGR234a (70/83) .
Tral pTiC58 (50/67>
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Efccto de pC-13 cn Ia transferencia del pSym.

Resultados - previos (Brom er al, 2000) sugicren éuc el p42a ayuda a Ila
trunsferencia del pSym mediante la formacién de cointegrados. Estos parecen generarse
por dos mecanismos: uno dependiente y otro independiente de RecA. Como se menciond
en la introduccién, hay varias regiones de homologia entre el p42a y el pSym (Girard er
al., 1991). Estas podrian permitir la cointegracién de los dos pldsmidos, mediante un
mecanismo dependiente de recombinacién  homéloga (RecA dependiente). Trabajo
reciente en nuestro laboratorio nos permitié identificar una zona de 53 pb, reminiscente
de las sccuencias de insercion de bacteriéfagos (arr), compartida entre los plismidos
pa2a (a11A) y pa2d (anrD). También se identificé un gen que codifica para una proteina de
la familia de las integrasas (intA), localizado a 6 pb del sitio att4. Estos datos sugieren
que la cointegracién RecA-independiente entre los plismidos p42a 'y p42d se lleva a cabo
por una recombinacién sitio-especifico entre artd y artD, mediada por lu protelna IntA,
Los experimentos para probar esta hipétesis se encuentran en proceso. :

Como se mostré en el articulo, el pC-13, ndcmé.s de conlener lodos los gencs
necesarios para la transferencia del p42a, tamblén uenc la capncxdad de ayudar a la

transferencia del pSym (Tabla 3, Tun-Garrido ef al., }cn prcnsa 1 pC-13 no conucne el

sitio artA ni el gen intA, por lo que la tnica posnblhdad pam que s¢. comtegre con el pSym

es a través de recombinacion homéloga entre’ secuencxas comparudas Se ha obtenldo la

sec encm revelé que

un ‘origen de
transferencia. Estas secuencias pqdﬁ:’:h‘ e }iomologi’a ‘para la

recombinacién con el pC-13.

do es requisito para
permitir la transferencia del pSym, se com yero dos denvadas de CFN42. Una de ellas
CFNX195/pC-13, contiene un pSym marcndo con TnSmob, un pC-13 y carece de p42a.
La otra (CFN42 recd: QSp/pSym CFNXI95 pC-13), lleva el mismo pSym marcado con

Con el fin de comprobnr si la

el TnSmob y el pC-13 pcro en ﬁn fondo ‘recA”. Si la formacién de un cointegrado es
indispensable para la (mnsferencm del’ pSym, no habrd transferencia de este plasmido

cuando se utiliza la dern{ada : récA” como donadora,
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Se hicicron experimentos de conjugacién utilizando la CFNX195/pC-13 como
donadora y la CFN2001 (Rif", curada de los plasmidos pSym y p42a) como reccptora,
Las transconjugantes (CFN2001 conteniende pSym::Tn5mob), se scleccionaron por su
resistencia de rifampicina (marcador cromosémico de la receptora) y a neomicina, Ia
frecuencia calculada para la transferencia del pSym desde esta derivada es de 4x10°%. Para
determinar en cuantas de las transconjugantes obicnidas se habia transferido también el
pC-13, todas las transconjugantes se crecieron en un medio conteniendo tetraciclina. El
resultado fue que el 100% de las colonias resistentes a neomicina (200. colonias.
parchadas) fueron también resistentes a tetraciclina, lo cual indica que todas las
receptoras que recibieron el pSym, recibicron también ¢l pC-13. :

El perfil de plismidos de algunas de estas derivadas se analizaron mediante la
téenica de Eckhardt (Figura 4A) y la presencia del pSym y el pC-13 se comprobé
mediante hibridaciones tipo Southern utilizando como sondas una regidén intragénica de
nifH para detectar la presencia del pSym y el gen fraR para detectar la presencia del
pC-13 (Figura 4B y 4C). El andlisis del perfil de plasmidos y de las hibridaciones indican
que en la mayoria de los casos (carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 13) el pSym se encuentra
aumentado de tamaifio con respecto al silvestre (carril 1) y formando un cointegrado con
¢l pC-13, ya que ambas sondas hibridan contra el mismo replicén. En otros casos (carriles
9 y 11) el pSym se observa del mismo tamaiio que el silvestre y el pC-13 como un
replicén independiente, en estos casos podemos considerar la posibilidad de que ambos
se hayan transferido como un cointegrado, el cual se resolvié en la célula receptora una
vez que el proceso de transferencia hubo concluido. En el carril 5 podemos ver un
intermediario de este proceso en el que se encuentra un pSym de mmaﬁo del silvestre

pero que también hibrida con fraR indi do la pr

del pC-13 y tambnen s¢ observa
el pC-13 como replicén independiente, pero npm’enleméntc en menor niimero de copias
ya que la intensidad es mucho menor comparada con lés ‘otras derivadas que ticnen el pC-
13 como replicén independiente (Figura 4 carriles 9y 11).
Un caso particular es ¢l que sc presenta en el carril 7, en esta derivada se
encuentran dos cointegrados, identificados por la hibridacién 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 tamaiio que el silvestre, lo que nos lleva a
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asumir que hubo una delecu’m en el pSym. Sin cmbargo parece ser que el evento mas
frecuente es el que dn como resultado el comlegrado pSym-| pC-13 de mayor tamaiio que
el silvestre, ya que 'un 70 % de las 35 derlvadas analizadas ucncn este pcrﬁl

Por otra parte, en c\penmcntos de con_ju acion utilizando la derivada rec4” como

donadora y la CI'N2001 como rcccp(om n .se‘ ‘Iogré oblencr transconjugantes que

heredaran '..l pSym..--... e N
Los resultados de eslos e\penmcntos ndlcun quc ba_]o las condxcxones probadas, -

la transferencia comugauva del pSym req "erc de ln fom1ac16n de'un comtcgrado con el ;

replicon pC-13 que lleva la rcglén ‘de: lransferencm. El fenoupo dc ‘las 1mnscon_1ugantes'

pucde ser variable; ya que: los pla:mldos pueden pu : como ‘cot ‘.,ados o’

resolverse para generar Jos rcpllcones sﬂvestrcs o qulméncos.
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Figura 4. Analisis de las transconjugantes obtenidas de la transferencia del pSym a la
cepa CFN2001, con ayuda del pC-13. A) Perfil de plasmidos en un gel de agarosa. Carril
1: CFNX195/pC-13; 2-13: transconjugantes; 14: CFN2001. B) Hibridaciéon tipo
Southern del perfil de plasmidos utilizando como sonda una region intragénica de nifff.
C) Hibridacién tipo Southern del perfit de plasmidos utilizando como sonda el gen rraR.
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Aniilisis del origen de transferencia.
La . régién’ intergénica de 258 pb entre frad y traC, contiene ¢l origen de

transferencia y dentro de éste se localiza el sitio #2ic, el cual para cl 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 andlisis mas profundo del origen de transferencia se
hizo un alincamicnto con los origenes de transferencia de otros plismidos cercanos
filogenéticamente (Figura 5) y se encontré que es posible dividir los origenes analizados
en dos grupos claramente distinguibles. En Ia figura 5 podemos observar que en el sitio
nic, los plasmidos p42a de R. eddi, pTiC58 y pRiA4b de A. rumefuciens, pRil724 de R.
rhizogenes, y pNGR234a de Rhizobium sp. que formarian el primer grupo, tiecnen como
primera base una adenina, mientras que pSymA, y pSymB de S. melilori y p42d de R.
etli, que pertenecerian al segundo grupo, ticnen una guanina. Por otra parte, la base 12
para el primer grupo de plasmidos es una timina, la cual no esta presente en el segundo
grupo. Un drbol de distancias filogenéticas de todos los origenes, realizado con el
programa ClustalW empleando el método Namado UPGMA (Unweighted Pair Group
Maximun Average), confirmé las primeras observaciones (Figura 6A), en este drbol
podemos ver claramente dos grupos, el primero de cllos que incluye los origenes de p42a,
pTiC58, pRil1724,. pNGR234a, pRiA4b y el segundo grupo incluye los origenes de
pSymA, pSymB y p42d.

Dado que las nicasas son muy especificas para un sitio nic, estas diferencias
pudieran ser suficientes para que los sitios de ambos grupos no pudicran se reconocidos
H Como co ia, era de esperarse que las nicasas (TraA) de

por una misma pr 77
ambos grupos mostraran un agrupamicnto semejante a sus respectivos sitios nic. Para
comprobar esta teoria, sc hizo un alincamicnto de las proteinas TraA de los plasmidos
cuyos origenes de transfercncia fueron previamente analizados y se contruyé un drbol de
distancias filogenéticas de estas proteinas empleando el método llamado UPGMA. En
este arbol (Figura 6B), nuevamente podemos observar dos grupos de nicasas, uno de cllos
incluye los plismidos p42a, pTiC58, pRil724. pNGR234a, pRiA4b y el otro los
plismidos pSymA, pSymB y p42d.

La diferencia mas evidente entre estos dos grupos de proteinas es ¢l tamafio, ya

que las del primer grupo incluyen proteinas de entre 1101 y 1108 aa, mientras que las del
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segundo grupo van de 1539 a 1552 aa., es decir la diferencia es de alrededor de 400 aa,

en el extremo carboxﬂo casi la tercera parte de la proteina del segundo grupo se pierde

en el primero.

pa2a
pTiCcss
pRil724
pPNGR234a
pRiAd4DL
PSymA
pSymB
pa2a

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

Figura 5. Alincamiento de varios origenes de transferencia de plasmidos de especies

filogendéticamente cercanas al R etli. Las bases correspondientes al sitio nic se encuentran

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

alineados. En gris se muestran las bases que diferencian los origenes en dos grupos. p42a
y p42d (pSym) de R. euli CFN42; pTiC58 dec A. rumefaciens; pRil724 de Rhizobium
rhizogenes; pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234; pRiA4b de A. rumefaciens A4;
pSymA y pSymB de Sinorhizobium meliloti.
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A) oriT
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w0 000

Caus
B) TraA

_ BWY
T55.042)

0812

Figura 6. Arboles de distancias filogenéticas de oriT y TraA de p42a y p42d (pSym) de R.
etli CFNA42; pTiC58 de A. tumefaciens; pRil 724 de Rhizobium rhizogenes; pNGR234a de
Rhizobium sp. NGR234; pRiA4b de A. rumefaciens A4; pSymA y pSymB dec
Sinorhizobium meliloti.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

La sccucncia y cl anadlisis del pC-13 mostré que los genes de transferencia del
p42a, con excepeidn del cinR, ticnen una alta similitud con los correspondientes genes en
los plasmidos de A. rumefaciens pTiC58 y pRi1724 y con el pNGR234a de Rhizobium sp
NGR234. La tnica diferencia con este tltimo se encuentra en el gen rbE. Este gen, en el
pNGR234a, tiene un coddn de término después del aminodcido 149, por lo que existen en
este plasmido dos genes (rbE nombrados trbEa y trbEb (Freiberg ef al., 1997). A pesar de
la alta identidad de los genes tra y trb del pNGR234a con los genes de transferencia del
pTiC58. la autotransferencia de este plasmido no se ha demostrado. Tomando en cuenta
que un reE funcional es indispensable para la formacién del pilus y que las mutantes én
este gen son incapaces de movilizarse (Li er al,, 1998), es probable que ese codén de
termino que interrumpe el gen rbE sea el responsable de la incapacidad de transferencia
este plasmido. Si este es el caso, es probable que las funciones de transferencia del”
PNGR234a pudieran complementarse con cl #5E del p42a para la cual se han disefiado
los experimentos para probar si ¢l pNGR234a puede transferirse en presencia del pC-13.

El gen ¢inR solo se ha descrito en las cepas R. leguminosarum bv. viciae y R. etli
CNPAF512, en ambos casos los genes estan localizados en cromosoma y parecen formar
parte de una compleja cascada regulatoria de “quorum sensing™ la cual regula diversos
procesos como transferencia de plasmidos, induccién de nédulos y crecimiento de Ia
cepa (Lithgow er al., 2002, Daniels er 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 '
proteina de la familia Luxl, ademas del rra/ que ya ha sido analizado y discutido en el
articulo. En este caso parece ser qQue ambos reguladores transcripcionales, TraR y CinR,
reconocen la misma acil-HSL, a pesar de que entre si, sélo tienen un 23% de identidad.

Sabemos que la cepa CFN42 produce al menos una acil-HSL que no esta
involucrada en transferencia (Figura 3, Tun-Garrido er al., 2003, en prensa),
aparentemente es una 3-OH-C8 (ver Figura 3 y resultados de Tun-Garrido ef al., 2003, en
prensa) pero el gen que codifica para la enzima que sintctiza esta otra acil-HSL no se ha
identificado. Este gen no parece estar en ¢l p42a porque no desaparcce la seiial en el
sobrenadante de la CFNX182 (curada de p42a, Figura 3, carril 3. Tun-Garrido et al., en
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prensa) y tampoco en el pSym porque tampoco desaparece del. sobrenadante de la
CFN2001 (curada de p42a y pSym. Datos no mostrados). Por lo que asumimos que cse
gen debe de estar en cromosoma o en alguno de los otros cuatro plismidos. Otro dato que
podemos inferir es que no forma parte de una cascada regulatoria que involucre TraR-
Tral o CinR-Tral, como scria el caso de los autoinductores de las otras cepas de
Rhizobium antes mencionados, ya que. una mutacioén. en estos . genes no afccla' fa
produccién de la 3-OH-C8 HSL, y por otra parte ¢l p42a o el pC-13 son capaces de
autotransferirse desde un fondo genémico distinto de la CFN42. como es la cepa de
Agrobacterium GMI19023 (curada de su pliasmido pTi) que no produce 3-OFH-C8 HSL, lo
cual quiere decir que traR, ral y cinR no dependen para su expresioén de esta acil-HSL.
Por lo tanto parece ser que csta otra acil-HSL formaria parte de un sistema de *“quorum
sensing” totalmente independiente del que regula la transferencia del p42a. Una de las
lincas de investigacién que se propone es el la localizacién del gen que codifica para la 3-
OH-C8& HSL sintasa y la busqueda de procesos que pudieran estar regulados por este
compuesto. Por otra parte también seria posible que la 3-0x0-C8 que regula la
transferencia del p42a como ya se hn descrilo y discutido en el articulo, pudicra estar
involucrada en regulac:én de otros procesos.

'Sym de - R. esli CFN42, desde un fondo genético que

La tmnsfcrencxa de

contienc el pC-13 sc da a través e la formnclén de cointegrados mediante un mecanismo

de recombinacion dependl nte de recA Sin embargo, esto no puede ser generalizado a

otras cnrcunsumcms com cuando se cncucnxm ¢! p42a completo, ecn este caso existen

u‘)n'homéloga o bien que se puedan formar cointegrados por

otros puntos d¢ rcc mbi
medio de una rccomb cién sitio especiﬁca dependiente de los sitios arr e IntA, cuya

resolucién podria darse en dlsnmos sitios como ya ha sido observado previamente (Brom

er al., manuscrito en prcpnmcuén)

Como se mencioné en los resultados, la secuencia del pSym mostré que este
plasmido tiecne un origen de transferencia. Sin embargo. los resultados de los
experimentos descritos en el apartado: efecto del pC-13 en Ia transferencia del pSym, de
los Resultados Adicionales, llevan a la conclusién de que ¢l pSym no es capaz de
transferirse utilizando su propio origen de transferencia, esto es, bajo las condiciones

experimentales utilizadas en el experimento descrito. Sin embargo, no podemos descartar

45

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ln posibilidad de que ba_]o otras circunstancias,. talcs como condlcnoncs ambientales
diferentes, por ejemplo cn la presencia de la planta o de otras bnclcrlas. cte.; el pSym

pudicra movilizarse utilizando su propio ori7.

Por otra parte, los andlisis del oriTy de ln nICasu TmA lndlcaron quc tanto el ori7T

como la proteina TraA del pSym y del pd42a, perlcneccn a grupos clnramenlc dlferemes.
Las diferencias entre ambos pudicran - ser: su('c:cmes para; nmpcd:r que exista un
reconocimiento cruzado de la nicasa de un plésmldo por el ort‘T del otro plismido, ya que
las nicasas sueclen ser muy especificas (Firth et al.. |996). Es ‘decir, la nicasa del p42a
solo puede reconocer ¢l ori7 localizado en este plz’lSmido v la misma situacién se daria en
cl pSym. Esta teoria se apoyaria con los datos previamente discutidos: Sabemos que el
traA del p42a se expresa ya que este plasmido es capaz de autotransferirse, sin embargo
esta proteina no parece ser capaz de reconocer y cortar el oriT del pSym ya quc si esta
situacién se diera se habrian encontrado transconjugantes conteniendo solo el pSym sin el
pC-13 en Ia cruza de CFNX195/pC-13 x 2001, las cuales no surgieron de entre 200
colonias analizadas (ver resultados adicionales). Si todo lo descrito es cierto, es probi:ble
que una de dos opciones esté ocurriendo en el pSym: 1) El ori7 no es activo. El sitio de
nic estd muy conservado con otros plasmidos que si se transfieren por lo que es poco
probable que no pudiera ser reconocido por la nicasa adecuada, sin embargo, b‘udicm
existir alguna modificacién en el resto del ori7., que impidiera que alguna de las otras
proteinas se uniera y como consecuencia el relaxosoma no pudiera formarse para permitir
el corte por la nicasa. 2) El gen trad no se expresa en las condiciones experinient.zues
probadas y por lo tanto no se puede llevar a cabo el conc que mu:la todo el proceso ‘de
transferencia conjugativa. Cualqmem de las dos pos1b|hdades nccesnm-ia ser probada
experimentalmente. . '

Cabe destacar que -en ln'secuenct ,del 'pSym“ no ‘'se han identificado genes

homélogos a los ¢rd pero si gene homélogos a. los vir del pTiC58 lo que nos lleva a

pensar que si este plésmld sferusc ba_)o circunstancias ain no determinadas,

estaria utilizando los genes v a formaclén del pilus. Tampoco se han localizado
homoélogos a traB y traF, pcro cslos genes no son indispensables para la transferencia

aunque si para una frecuencia Sptima de transferencia (Alt-Morbe ef al., 1996).
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Una de las aplicaciones futuras de los csludiqs rgnlizm;los podria ser la utilizacién
del sistema de transferencia contenido en el pC-13, para la movilizacién de los otros
plasmidos de Rhizobium o de otros organismos. Medijante. la lntegracnén del oriT en
cualquier plismido y utilizando el pC-13 como “helper™ sena posnble mov:lxa\r c.l

plasmido simbidtico o cualquier otro plasmido sin’ necesxdad de Ia formaclén de

comtq,rado;. . -
" El presente lrabajo representa un avance.en cl ccnocm‘nenlo del mecnmsmo de

regulacién del p42a pero atn falta mucho por saber con’ _Tespecto a interaceion con ¢l
pSym asi como comprobar la:funcién real de los olros g,cnes prcsunmmcme mvolucmdos

en transferencia y quc estin prcscnlcs en el pC- 13
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CONCLUSIONES
- Todos los genes de transferencin del p42a estian contenidos en un eésmido de 27 kb que

conserva las propiedades de autotransferencia y de “helper’ en la wransferencia del pSym.
prop 4

- Los genes involucrados en la transferencin de p42a guardan alta identidad con los genes

de transferencia del pTiCSS. ‘pNGR234a y otros plésn)idos cercanamente relacionados.

- La lransfcrencm dcl p

a csta rcgulada por la densndnd celulnr de In ccpa donadora y un

cuyo funcidén es atn desconocndn.

- Un gen homélogo a traM del pTiC58 fue identificado, pero su analisis mdlcé que este 2
gen no se expresa bn_|o las condiciones probadas, lo que explica la alta frecuencia de

transferencia dcl} p42n el cual es aparentemente un plasmido dcsrepnmldo ‘para

transferencia.’ -

- Aparenfemenlc, el sitio de nic del pSym no es reconocido por la nicasa TraA del p42a.
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