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RESUMEN 

La región de replicación/partición del plásmido sim.biótico p42d de Rhizobium etli se 

caracteriza por Ja presencia del operón .repABC el c'ual codifica para las proteínas RepA y 

RcpB, involucradas en la. segregación'del plásrnido y el·. corúrol _ deJ-núrnero de, copias; y Ja 

prot~ína·RepC, esencial para la replic~ción. . - ·.··.·~-:~·; r·,··"·· 

El plásmido pI-13, derivado de pSUP202 (veciorincapaz de repliC,ar en'Rhizo,b'tuni) y que 

::~~::: ~: ;•:~,:. :::::~';:~~:~=·º:':',~? mi:~:·:,:t~;,;;~c;p~~Jf~#d#i~i1ic[~t;!:~: 
por el plásmido parental. Tambiét; ejerce incompatibilidad;c'éíritr~:.~I~t4:2a'\\~h1;do se 
introduce a una.cepa de R. etÚ recA-; Sin embargo, cuando pI-13 s;;i_nil"b~u:;;?c1'~ritr~-d~>la 
cepa silvestre, en lugar de ejercer incompatibilidad contra.el p42<l~[i~iril'~i{G.f"c?¿i~feg~ac.lo 
con él, mediado por recombin~ción homóloga. Por otra parte, cuaÜ'd~)~'¡'·~l¡~ii.Gd~>¿GD47. 
el ·cual contiene un inserto 1~ayor que el inserto clonado.en·pH3;-ie~i~t;~dhh~'diÚá cepa 

silvestre o aia cepa recA- de R. etli, cGD47 ejerce incompatibilid~d·'~~pfa1\;1·;42d y 

perinanece con10 -u'n rC:p1i~o~1. indep~ndiente. > .. <--e':~:~'"-,~:···:<: .. _.:}·.· .. _. 
-La finalidad de este tr~bajo fue identificar y caracterizar ellocu,s-:~e'n~tico'.(presentc 

en cGD47 y ausente enpH3), que suprime la .formación de cointe~rado~~;pro1nueve la 

expresión de las propiedad~s de incompatibilidad contra el p42d ~'J 'e,([~ri~~-"g6riétfoo d_e la 

cepa silvestre. ·" >,. .: " '": :> · 
Los resultrid()~ obté11idos muestran que este locus coritiene:~naresÓl;&asa .sitio­

cspccífica y. s.u:;; \sfrios ~de acción, Jos cuales son fact()res 'esenCiaJes";·~afaº éjercer .: · 

~~~ªi f~~i~f~~~t~~;;~;::;~~f 11111;!~!!~'.;:~!~:; 
plásmido~ de R. etli, lo cual sugiere que ~1 rel1ómeno:·(Jf;~(;r¡io es común para otros 

plásmidos repABC. 

En conjunto; los resultados obtenidos representan un avance en el conocimiento de 

la biología de plásmidos de las Rhizobiaceas. 
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ABSTRACT 

The replication/pai-tition region ofthe symbiotic plasmid p42d from Rhizobium et/i 

is characterizéd by.the•'prÚence-ofthe repABC operon which encodes for the RepA and 

RepB · protehl:s)nv'o_l"'.~d i_í1,•éI~_sri1id segregation and copy number control, and the RepC 

protein whicl1'i~ éss'(iiitiÜl'fo'~i';;°p.Úcation. 
_,, .· .. -, .. ,.,,. ,, - . 

A recombiriant 
0

plas~1id (pl-!3) of pSUP202 (a transfcrable vecior unable to replicate 
,,.-- , ,, ... _, ... ., ... ,,_ "-'~· •, ·~~- ·r·;;•,-c-,~• :~· • ·. • ·'" ._._, -_ .. '· .. :. · ... -,.;. ;. ; , 

in Rhizobilmi)'C:61itr!il1ing'the-.r¡;piication/partition regioÍii~ "ab
0

le tC> rnplicate in a R. et/i 

derivative c~red iron'Í ;42d, with the same stability ~nd-c:C>J;x:nii1i1b~r sho~~.by thé parental' 

plasmid; In addiÚon, pH3 cxert incompatibility agalristp42d;\~h~;} iÍ:i~'testi;d•i~a:I~ .. et/i 

CE3 ;.e~Á ~---- dc~ivativc. H°'~·ever, whcn pI-I3_}f :ieÍ~~~:~H~á,Xrr~i.\1J?;f;,.~E!~s;·¡,~B\W~tc~ct··- ~r · 
cxerting incompatibility against the p42d, p~l3 :forrirn'a•stable:coin~egratét:Witb'}i42~,: this 

~:,~:,:.:;~~~~:~:::~;~~;~~=~~J;;f rk¡~itit\~~~~~1~~i~i~~~:::. 
replicon. ··- .. -• .,_. .· .......... ___ ,_<, ,, ... ···:·'-· .• · .• · •,_;:>:::.,:e·(,. e:-· 

'"º"m'::" ,:b~~~;;, :::~:.::';:~~ijº:t~i#(f i;~~~~~li~lf~Jii~~¿~\\~~º;:=· 
prometes_ the .incompatibiiity properties against p42din tl1~-:'\'t:gi:!,tjetic,ba~:~g~qund.· 

. Th~- ~~~~¡ t~ ~/~º.~v.~.~}I?fa ~h~.~; _1~5~;5.· ~;~fü~l~~~-~¿fü~~i~~,g~~~t~~;1w~~~~~;~di ts ._ action 
si tes are esse~tiaJ. factors to:displace_th~ symbió~!~ plas~id'p~2~;{\W,e propcise ·a inodel for 

this nov.el.i~con,pri~.1~1 1;~~.~1~~H~ij~~:.·~.- ••.••• -- .. -.•• <.·• {;~J{':":;'.:-:M17~~r~fi::~s.···:·• ... 
Addidonal sfÜdfos•sho'-yri',t11at: 'a). this'resolvaie;isfñofes'sential for p42d stability, 

~;;A;Cg:Et~~~~.f~.N~!~Jy~~~~~'bj¡~~¿.titQ>i~i:~:~l~~r.·~~~~)~ri~~ can be found in othcr 

co'11~::ú~~1;:: the r;.;s.'.tlt~. re~r~~e~~ ·~ri ri'ctvÜ¡;cé~ ii1 our understanding of Rhizobial 

plasmid biology;-
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INTRODUCCION 

t. PLASMIDOS. 

El genoma de los organismos procariotes esta constituido por: dos -tipós de 

moléculas de DNA: el cron1osoma y Jos plásn1idos. 

Los plásmidos son moléculas de DNA circulares o lin(!riles;quese'.~H;tirig~~ri-'porsu 

::~::~::,~~:;. :::;;::,~::~:.~.::o::::::;;J;i(ti~~i~\\;~~~1~~t~$1~:~ 
núm~rod_e•.:opias_ ( 1 · ~ 500. copias), y además pueden coexisti~:cor¡~iferent~s·pJásmid9s en 

El lé~;nÍhócle~~lásmidos se propuso en 

plá~m_id~~ ·~b·l_~ l1i.'1~a~on la atención por su pa-~eÍ 

contienen genes ~Ú¿ ~edifican para füri~ÍÓri~~-hi~t~~ÓÜcas báslca~)ii~ili~~¿¡¿g.·~e nÚtrientes 

y síntesis de cornp~11entes C.!!lulares (B~~~ak~rl 9ss; Gar~ia-~e lb~ S~ntos et al . . 1996). 

Además, losplásmidos constituyen un importante factór en la evolución de los procariotes 

ya que pi.teé:!eí1 _ da_r .. origen. a diversos rearreglos genéticos -tales como: amplificaciones. 

deleciories/"in~ersiories, así como cointegraciones con eÍ cro1n'osoina u otros plásmidos 

(Berg 1990;- Romero et al. 1995; Flores et al. 2000), y pueden movilizarse lateralmente por 

transducción, transformación y conjugación a bacterias pertenecientes a diferentes géneros. 

La persistencia de los plásmidos en las poblaciones bacterianas se debe a varias 

razones: l} le confieren una ventaja fenotípica a su célula hospedera, 2) se heredan de 

manera· estri!>le_ d.e, l_a célula parental a la célula· hija y 3) muchos plásmidos son 

autotransnÚsibles .o mo~ilizables p_or otros plásmidos y esta habilidad les permite 

diseminarse>de' u¡:¡'a ·bacteria a otra con al ta-: eficiencia y colonizar nuevas especies 

bacteri~na~.EI m~fitenimlento de los plá~rÍ1_i~;s~~htr6 de su célula huésped se debe a que 
' - ··, ··. ·: .. :··,· -

poseen mÓduié>s de DNA, estrucÍ:uralmen.te independientes pero funcionalmente 
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relacionados, que codifican las funciones necesarias para su replicación y segregación, los 

cuales, en 1nuchos casos están contenidos en seg1nentos de 2 a 5 kb llamados replicones 

básicos (Summers 1996). Algunos plásmidos tienen dos o mas replicones básicos, pero la 

mayoría solo tiene tino (Brirtosik et al. 1997). 

1.1 Rcplica~ión de phismidos. 

El proceso:esencial para el mantenimiento de un plásmido··es-.su replicación. La 

replicacióndé plásmidos se lleva a cabo por la acción de protéírii.:s del hospedero y del 

plásmido mismo. El proceso consiste en utilizar al plásm.ido.·a:•r~pÚca~-co.Íno molde y 

a partir de éste se sintetiza un plásmido idéntico, el .cual posterior1nente_ s'~~h~~~da: ~ una 

célula hija.La replicación puede dividirse en 3 etapas: ::: .... ·. ..... (/ •;: !:,.··· 
1) Inicio. En esta etapa se forma la horquilla dereplicaC:i¿n, que eJia'/e~i~ri,dohde el 

DNA se está replicando y en la cual se en~ambi~ la maqulnari~:;~fi'i+~Úi:adc 
replicación (replisoma). Para lograr lo ant~rior;-las p~ot~ína./cihf;.ff¿~~.;dé la 

- . - · .. -.. _:,,/··'·-'·"' _, 

replicación interaccionan con el DNA en. una región específica den'omir;~Cta ·ori~en · 

de replicación (ori), en donde catalizanla apertura de la. doble'c:~t:Í.;~aF~¿y¡:)NÁ. 
Además de las proteínas de inicio ~edificadas por el plásrni~g;Vi~Íst

0

~'~,;~tras 
(codificadas por el cromosoma bacteriano), que ayudan a· des~~~J;~ll~~"¡~~:doble. 
cadena de DNA, tales como·1ri proteí~~DnaA(proteínade: i,n,i;f~·~~:~Jl~~t~~'.\~~~;lón 
del cromosoma), .que _particiJ'E1 en la :replic:ación de_.alg¡inosiplásmiélosi{yias 

proteínas IHF, Hu y Fis_ (pr~te~~~s~.s}~f.\~r~~ª:~i;~~:,1,~~i':'.~ii~,~~~~1~Jia~~~a~h\i4e 
Ja doble cadena de DNA, ·se!mcorpora:Ia·~hehcasa DnaB.~en";Ia:;,horqmlla:.réc1én 

~ :'"· :·".~ -r_::~.:.-,:-~~~1.::.~:/;:;·¿~:;!~1j:(:.-~._~:~:;:_/-~ _;;:' ~ ,_ . .,,t; ~::: :~~.~:::-~~;~:~~:~~~~;i,~~.-~j\.if.~.'.;~~~ ~~·:;~~:~\~,..::~0;-:~~.: f~ :~~ ,. --. -· ~.... .· 
formada, Ja cual desplazri:a .Ias'"J:>roteínas.dé'cióicio·y reCiutri"a)apriiriasa:DnaG para 

• • • · _ ·.~. · .. · .' '~:.'/t::·~~---'.o:~·~:;~~~~~Jff~~:J}~i~-:-:~,~;y~_::~~~:::-?2:~·.'~··1°;J;;:-:¡~.iPf~:;,,\S~0t:~·~;,~·>:·~; ,:;-~;:_>~:~:'.' .·, ~ .. -. -< · -· -, 
que sintetize el 1111ciador de ;R,NA:'nece;mno,'para~Ja;;fase:de:elongac1ón "de la nueva 

. . .• -- ... ' _;::,:> ·~\'.;~~:;·&t.*~-;t'(ft-t:f::1~'.f6'.-':.;~?i-"i-~~;.'.3.:·~;~;f,'.;f-~';~~;;(~}.~p:;f~!+':~?;;}+.:f~'" · .. ;_,-~ ·:·:''"-:,.:o.:· ·:_ 
cadena de DNA. Posten~r~~Ote,'e_I colllplejo multipr_oteiéo de Já DNA polimerasa 

se incorpora.a la !:ºt~,~iJ~.~~~5~~~;~~~i~t'~\!~~~{~~,~~~;igk B~I·r~;lisoma. A diferencia 
de ·Jos plásmidós tipo.ColEI·;;.Ja;mayoría'dé;fos:pJásinidos codifican una proteína 

que cataliza. el infoi¿ de)~·~~~ff~~~·¡'gk(iJ~íiri~ki ~t al.· J 996). 
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2) Elongación. Se caracteriza por que el replisoma se desliza a lo largo del DNA. En 

esta etapa intervienen proteínas de unión a DNA de cadena sencilla ·(SSB) qu<: 

ayudan a evitar la renaturalización y el daño a la _molécula de. DNA·. . ., '. . ' ' . 

3) Terminación. Involucra el desmaritelami~nio ael réplisornaylaseparación física·dc 

las nloléculas obtenidas. 

l~cplicador básico._ 

- < ; _·. ,.·: ••• "'- --<· ,- ' ., .. • .. 

Las !unciones de replicación se agrupan dentro _de ~nri región conocida. como el 

replicador básico, el cual constituye la región·más pequeña de un plásmido·capaz de . ,. . . 

replicar con el mismo número de' copias que el plásmido padre (Nordstrt>m y' Austin 1989). 

El replicador básico generalmente está constituido por segmentos contiguos de info_rmación 

que incluyen un origen de replicación (orí) y uno o más elementos adyacentes de control de 

la replicación. El origen de replicación es el lugar donde se inicia la síntesis del.DNA y en 

el cual.se localizan sitios de unión para las proteínas de inicio de la repÚcacióny para las 

proteínris a.;ce~orl~s: Los sitios de unión para las proteínas de inicio, en algunos plásmidos 
. . -~· .. - . . . ·. 

(como el PI y. F), son secuencias repetidas de DNA de longitud corta (de :·12 a 22 pb; 

usualment~.~eparadas por 11 pb), conocidas como iterones, lo.s cuales s~'l"el_¡cioniill ccin el 

inicio y con el control de la replicación, por lo cual pueden locáliza~se•.e:n;el ol-igen de', 

replicación -~-en alguna región reguladora. Además de los iteré>ries·e;¡~~(i;~:~,~~ti'el1cias 
palindron1icas que funcionan como sitios de reconocimientoparaproteÍl1as <le:·in:i;;{i();(éo-mo 

en los plásmidos Rl y pAL5000). En adición a lo anterior, el 6i-igen.de~~~Íi~~6iÓnpÚede 
tener uno o más sitios de unión para las proteínas acces:órÍa~ (tafos'cómo-Ól1~~;:1HF, HU y 

FIS). 

Tipos de replicación. 

En la mayoría de los plásmidos, bacteriófagos y replicones del cromosoma, la 

secuencia de eventos que ocurren en el inicio de la replicación tienen muchas 

características en con1ún. Sin embargo, en lós ·plásmidos, una vez que se inicia la 
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replicación, ésta puede proceder de manera unidireccional o bidireccional por medio de tn:s 

tipos de replicación, que adetnás constituyen una f"orma de clasificarlos: 

l) ReplicaCiÓ~ p~s" desplazamiento de cadena. 

Se c~noce'tan~bién como "'loop D". En este mecanismo la maquinaria de replicación 
-.• ._, ... ·. , ... -.. , _.,,., 

desnaturalizifÍa-dobJC:: e:-adena de DNA y utiliza como templado, en un inicio, una de las dos 

caderiak~·cJiJJ;~/'~ii ~{;'Jve el replisoma a través de la doble hélice, provoca que se desplace 

la cadena:q-u'e°·ri-Ú~\;:~'i6:re-plica, misma que pen1mnece como cadena sencilla hasta que una 

segut~cla s~ñrilpr~;~ueve:sl.I replicación. Los mejores ejemplos de plásmidos que replican 

por éste 1'11.ecanl~i'ribson los plásmidos promiscuos de la familia IncQ, de.los cuales los más 

estudiados ~bn: ~l pIÍis111ido RSF 1O1 O de E.coli. (prototipo de. la familia IncQ), el plásmido 

Rl 162 d.e,Psei'1do1Íionc1s_aeruginosa y el plásmido R300B de Salmonel/a enterica serovar 

typhimurium _(Rinvlfr1gs ~ Tictze 2001). 

2):Rcpliciición tipo thctn. 

'-· >:· 

Ocurre en plásmid()S circulares.· s.; denomina así pÓrque .el plásmido' eri r.ip"licación 

forma una'nmlé~~1ri si;1Íilar a lal.;tra griegatheia (o). La moÍéculapu~~e-~star.ro'~~~da por 

~;::~i:::•.·?:~q~i~:r:ª:~~e~~l::fü!i:1~:fsu;:::•;::iii:i:~p~~i~t~~~~~~ll~~fl;i~Xs·1J1:-
so1ución n1ediante Ün :níotivo de· '"cierre de leucina" y a unirse 'aiiDNA'a través' de un 

rriotivo HTH (Giralda. ei al .. 1998)' En la forma homodiméric~. ::]~~~fci1.;¡.;~ Rfp ru.:i~ionan 
como repres()res de si:i trans~ripéió.:i, mientras que en la f"orri1~ 1'11bi1o~é;ica catalizan-el 

inicio de lii ;:eplicacÍón; E~f:'rnplos de plásmidos con este tipo de replicación: los plásmidos 

ColEI y PÍ de E. co/fy elplásmido pPSlO de Pseudomonc1s syringae pathovar savastanoi 

(Del Solar et .al. 1998). 
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3) H.cplicación por círculo rodante 

Este tipo de replicación con1ienza cuando la proteíná de inicio de la replicación 

1·ealiza un corte en una-de I¡;is cade1ú1s; "stá acCi(Sri g,enÚá un extremo 3' que se usa como 

iniciador para comenzar Ia';,ín~C::sis:de~Ia.'cadena'que'no sufrió. el .corte. Cuando la 
·.,- .- . --:·.· .· .. ···.-:.::·_._: .::.~;, \:·-~·:.· . .:·_)_._,·, .. -¡·~~--.,-·-··:~-o: .. _-:.-·.·_,_c-· .. ~·-'·_> -··.. : -· 

replicación de esta cadena concluye,-.se. replica.y repara la cadena que sufrió el corte. Las 

proteínas de Jos plásmidos con _repJlciició:n'
1

po'r·~í~cdió -~odtu;te forman dímeros o 

multímeros que tienen la doble fun~iÓrl, d6 rci'rri'p~~ Url i.;;riliic6 fo~fodiéster de una de las 

cadenas dé DNA, y reparar el da.no al te;rnina.r el dcI'o de replicación del-plftsinido 
. - - . -- .. , ; . - -, '" -

(EspiÍ10sa et al. 1995). Estas proteínas no tienen un motivo de unión a DNA tipo)-ITl-i; pero 

si fornían dímeros a través del motivo de cierre dé leuciria (De!Solar ei al. l 998): Dentro 

de los plásmidos que replican por un mecanismo de cir~ulo ~od~nú:se encu.bn;ran: el 

plásmido pKYM de Shige!la sonnei, el plásmido pTl81 de Staphyloco-c~¿}·.aúreusy el 

plásmido pMV 158 de Streptococcus pneumoniae (Novick 1989;Y~~uk:áJi~ .1998; dei Solar 

1993). 

Mecanis1nos de inicio de la replicación. 

En Jos plásmidos de replicación theta, la forma dimérica de. las· proteínas· Rep se 

activa para Ja replicación mediante la conversión a monómero's, re~cciÓ~· ¿ata.ii~a.da por 

proteínas chaperoninas como DnaK, DnaJ, . Grpp, y ClpX · (Kawa~'ii:ki . er 'ai; 1990, 

Sozhamannan y Chattoraj 1 993, Konieczny. 1,997). ~Las proteína~, Rep, en su forma 

monomérica, se unen a los iterones del, ori,•y_ei.;¿~la~oraCión con las proteínas IHF y HU. 

promueven la desnaturaliza~ión l~c,~1 ~7'.fi'.~~f~;~H~~~~.{~~~-f~~~ó,i{r'.ca ~n AT (Marczynski 
1993; Brendler et al. 1997).-Siniultáneamente;'¡.¡a·:'proteíná.dednicio recluta a la helicasa 

·: . -·::< :, : _'•' -.-··· ::~:<:-~;~;::~:)\;·~::~;:;(:o..-~:~f~:~~,'?~~<;::~~-~~;~·~·:<:<:/~:~:;;:/~.-.,'.'.:.'.-,';:_'.·.: <-,. '. '\ 
DnaB y a la primasa DnaG cl1Ja horquillá_redénfor1Tláda, para' posteriormente abandonar 

el complejo y permití~ lasínt~sis d(!{¡;.iJ·~-¡~~b~;:i~'kNÁ'Indis~e1isable para continuar con Ja 

~::.:::f ll.f .~~ilB11Í~~&~i i~f~~~·~~::.::~::::::::·.::·~~::: ~= 
las cade,.;as "ct~J Í:iNA ~I ;~h~p~i'~n''~~Í~ce fi:,sfodiéster; en la mayoría de los casos la 

- ·- -
proteína de inicio permanece· unida al extremo S'del DNA y se genera un extremo 3 · librt: 
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que se utiliza para la síntesis de la cadena líder. Cuando se concluye esta etapa se libera un 

intermediario de cadena sencilla. en donde Ja RNA polimerasa sintetiza un iniciador que 

sirve de sustrato para sintetizar la cadena complementaria (Espinosa et al . . 1995). 

Control de la rcplic'1ción de phís1nidos. 

La clave para que un plásmido exista en :un citado extrricromosornal,.y en un 

número de copias definido, es su habilidad para reg\Jlar la frecúericl~clel:inicio de la 

replicación. Los plásmidos se mantienen en un número constante de c'opjas· ~Ór:célula y 

esto se debe a que su replicación está estrictan1ente co,~tf61ridá; ;/, '. . .. ···· 

El co.ntl'.ol de. la replicación seJleva ac~b()y~·~~a'.f:,¡r~~tis de si~·tern~Í;;:d~'.'contr~l 
activos. o• pasivos: En los sistemas pasivos; la repiii:aclón',se lin1Úa por un'faé:tor¿ekterúcí y 

en· los .sis,t~~~'.1s~~e control activo la replicación es ~onfr~~~dap~ril P.~~di§1~.;nEi~~~c;~;., ; 
. Se.han p-ropuesto varios mecanismos para el control;de· ia·replicacióri;:.éntrc ellos eL, 

''. .. ; .' : .. ' '' ::~::: .... ~ ... -" ··. . - ' ' .... · .. ' : '·-~:~,,·:".: ·::·/;i·\:.::::.:···~::''..:; "::~--,~- -,:i ·;:.'.~;¿]~[{;<;:::;,~.--:r.~'.i=~~-~:~~~;}¡;~,;.~~~::_~;.~ \ :-:_ :-;_' 
modelo de dilución del inhibidor y el del autorepresor:·,A.m¡.,osidescribe~;lsistemas~~e 

:~:;.::1~:::::::;:u~:::E::::~::::::::~~;1~~~f i~~~-t~l.~~=:: 
Ep el modelo de dilución del inhibidor (Pritchard':l9S4),:·Gri,i~hibnl'oi::~r~~~tefnao· 

RNA), codificado· constitutivamente por .el.,pl~s'~i~§i~~~t~,~~~i:~~-f~~~.;~{~~~~~'.;~J·t~"~{#§,h P~rª 
inhibir la replicación o bien, indirectamente al~acti.tar'sobre·ieF·promotorT:Y/prevénfr la 

'.- , ·: -:- . - . - . . .· _;· . ; >- _."'. _:_ -:._<,':,} 
0

'',: ·,.:. ~-< ._;.,,_:;:-_'/; ;r_;;'< .'-~.-·:~ .::~):;,~:0'. ~o·;,,;~:'.'{/:-:\~?:~~;¡-f~f'.¿"j.;;~,~--~'.:~:··~'.- ~;··_,: ,> . .'_ . , . 
síntesis de. lá proteína de inicio .. La.vida· ~edia dél'inhibidor ·es:bája:~.:;¡su):oncentfaCión es 

' '. -. - . -. -' :.·' : .' , _.': -.. ,•. ,_ :· .. :. -.'~~;·.-:,_: --~·~ .. .-:.<:·~- -~ ,:··_; .. -_: ·:·'. 'i :;_:,<:·::<·\ ·;'\_<-'[,,-'.,:y:;. -,~?11';_~..:f;.:;~,."J!_;.'-$,';.:;,,;~o;._~:'.":~:-~::;,h· .:::·.:·-: '._:_ -. .' 
proporcional aI número de .. copiás deHplás_mido:~~C>r.lo'tarto, 'cuando;Jaicelúla'.'~um'enta de .• 

tamaño 1a·~:~l1}~~1r~C:ió~,~~·~·:"1~t{~,i~1~~·~-cl~-~iif~~~ •• ~~ib:;,~:i1~~~~~~~gq~ll?:~;~iJ2~~v-é.la•·• 
replicación del plásmid(): .. 10 cl.laCresultaen un·iné:remento'en d'número de,copias:'Por.el 

:::::ª:~i~·~:~;~:~r~1~!::~;i~1::,~,~=l~~::rtJ=iij:~j~;;~:zr:i~~'ka~1···j~~ib~dd·~. ¡;asta tln 
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(a) 

e 
RNAmCop 

Pcop cop ori 

(b) 

Proteína Cop ____________ r_r_o,teina Re~j?'.J.~t·?) 

RNAmCop 
i} 

RNAmRep 

Pcop cop rep orí 

Figura 1. Altemativas del Modelo de Dilución del Jnhibidor. Los diagramas ilustran los mecanismos 
altemntivos para inhibir la replicación: a) Una proteína inhibidora (Cop) es sintetizada por el plásmido 
y actúa directamente en el origen para inhibir la replicación. b) La proteina Cop actúa indirectamente 
para iuhibir Ja replicación, al prevenir la síntesis de una proteína esencial para el inicio de la replicación 
(Rep). Abreviaturas: Pcop. promotor del gen cap; cop, gen que codifica para la proteina Cop; ori, origen 
de replicación; RNAm Cop, RNA mensajero de Cop; RNAm Rep, RNA mensajero re Rep; P/O rep. 

promotor/operador de rep; -, control negativo (inhibición); +, control positivo (activación). Tomado de 
Summers, 1996. 
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En el modelo del Autorepresor (Sompayrac y Maaloe 1973), la replicación se 

detona por una proteína de inicio (Rep). La proteína Rep es el. factor que limita el inicio de 

la replicación y su concentración determina el número to.tal_ de eventos de replicación por 

célula en cada generación. El gen i·ep es parte de~ L;11'C>perÓri el cual tan~biélZcol1ctierÍe ; el 

;~~~:~~~~2It:~1~~¡~~~~~f ~f~~l~llt)f~1If;f IJ~~~ 
provee Ja autorepreslón.asegura que.Ja concentración de la p~oteí..;a. R~~ (y por lo tanto la 

tasa de replicaCión)sea'·d:>~stant~. Una tasa de replicación const~l1te ~o~ ;;éiuJ~ ;ignifica que 

la tasa por plá~iTlici6 ~s in~;ersamente proporcional a su núme~;;,:cteéce>pi~s: ~i el número de 

copias "cae" a la 1~1itad del válor promedio, la frecuencia de réplf~D.(;iór{por plásmido se 
'• • • ,. - •' e'-• •' ,·• ' 

duplica; por el contrario, si el número de copias se duplica, la frcicuei't;cia de replicación 

disminuye' a la mitad del valor promedio. Bajo estas condlci6n~s;·ía i~~~d~ ~epli~-a~ión por 

plásmicfo es variable, pero, el número total de eventos ~e repii~;;.c;iÓn ~or ~éJu)a .por 

generación es constante. 

1.2 Partición de phísmidos. 

Un proceso fündamcntal para la persistencia de los plásmldos.~s·su partición, la cual 

los distribuye por partes iguales a las células hijas. Los plá~ri~i~b~~. ~on un elevado número 

de copias, se difunden azarosamente a las células hijás;· y eri'*uás' se corrige el número de 

copias. Pero cuando el número de copias es bajo (1 a"l.O)·s.e J1;b~sita una maquinaria que 

asegure que al menos una copia del plásmid6 se,est~bl~'i~.i;ei"i'~~da una de las células hijas. 

El proceso de partición puede dl~idir~~ ~~'ci6;;\;;ii~Ei.~':~I~ de~atenación o resolución 

de Jos plásmidos recién replicados para prodllcir unicliides se~arables y su equipartición a 
' ' . . . , : . 

cada lado del plano divisional (M<j>ller-Jensen et al. 2000)~ 

r------~··-::7,:~=:-=-::----, 
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(a) rep ori 
PIO atr 

d1-• t 
{} 

@ e 

l 
(b) 

P/O rep ori 

e 

proteína 
de inicio (Rep) 

Figura 2. Modelo del autorcprcsor. a) Los genes del autorcpresor (atr) y de la proteína de inicio (rep) se 
co-transcriben. El autorepresor regula la transcripción cuando se une a In región del promotor-operador 
(P/0) y mantiene una concentración constante de proteínas Atr y Rep. La replicación se activa por la unión 
de Rcp al origen (ori). b) En una forma alternativa del modelo del autorcprcsor la proteína Rep es bifuncional, 
aclllando como represor transcripcional (uniendose a la región P/0) y como proteína de inicio actuando en el 
origen de replicación (ori). Tomado de Surnmers, 1996. 
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Sistemas de partición. 

La eficiencia de partición se optimiza por: a) sistemas de recombinación sitio­

cspccífica (descritos i1ms.adcÍal1te) que resuelven-plásmidos diméricos (Austin et al. 1981 ). 

los cuales si no soO: resueltos creari def6ctos de partición, b) por sistemas de "adicción" 
• . . -·_ .... , ... _., -:»·_:_. ,-_ 

tan1bién conocidos·como sistemas "killer",:.los cuales se basan en la existencia de sustancias 

tóxicas y de ántídotos codificndós p~r eÍ 6!'erÓn de un. mismo plásmido, en. donde el 
. . . ' . ",... .. . ,_.. ., __ , n-::-. ;_, -· - ~ "' -. . :: ' " -: . . • . . . . 

antídoto es codificado por el primer ger)•y.)a·. toxfoa'eil el segundo. Est6s sistemas se 

autoregulan·a nlvel de la transcripcióri, m~di~l1t~~Já l_lnión-del co~pléjo antídoto-~eneno al 

promotor del. operón. En todos Jos sis~emas estudl~d?s la m?lécula tó::dca ~s _e7>table y el 

antídoto, aunque menos estable, se sintetiza eIÍ. g~ancles cái'itidades. P~r Jo tanto,cila~do la. 

bacteria pierde el plásmido, Ja concentración del Ü~tídoto decae rápida;.;¿,~i~;'iJ;i'i~+t~asia. 
molécula tóxica persiste en el citoplasma, Ío que provocá daños en l~ b~ct~~l:a';.fi·i~1;~;é¡lte 
su mue~te (Salmon, 1994; Jensen et al. 1995; Engelbeit~Kulka1999);[:_;,;:~)~ii~t~;~as· de 

partición actiVU;, en los cuales cada plásmido tiene Un S,itio similar aJ~ i:~~~r'ó~~;ci~ al C~~¡J 
se unen prCÍteíilas especificas de partición y promocionat1.kl1.segrd~ic:'ió~'ta¡;'~a~J1"y Wright 

2000). Los tres sistemas son modulares y pueden trarisre~irs~ a''6fr~~'pl~~~idos donde 

perma~ecen completamente funcionales. El módu"lo de parti~ló1fftii~a'~~~;~¿IÍ.~iai para el 

:o~~~~¡:;:~:o~o::::j:;:::~;li:::::~:.':i.:;'~~\~i1i~t~~~!d,~~l~7~~:d:: 
fluorescencia han logrado grandes avances paraente,nder lásegrega~iói(clépiásmid,os. Los 

~::::~;~ '.: ;:::~~~:;:, '::::;:~~: ;;:t;;.W~~1í~~i~~!1~~~f ~!!º~:::.~;~ 
Wright 2000). 

2. lncontpntibilidad. 

La persistencia exitosa de un plásmido, dentro de las poblaciones bacterianas. no 

solo .rndica en segregarse a las células hijas sino también de diseminarse a otras bacterias y 

n1antenerse en ellas. Una forma de prevalecer en la bacteria hospedera es recombinando 
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c0n el cromoso1na o con tos plásmidos residentes, otra forma es replicando 

independientemente. Sin erri~argo, aún .teniendo la capacidad de replicar, los plásmidos se 

enfrentan a un evento que' puede desestabilizar su replicación: la incompatibilidad. 

La i~~ompa~ibiJicjad puede defl~i~ie~~§a·~~á'fücar>'acidaci que tienen dos plásmidos 

de poderheredárse'jlll1tosi(replicañ;do''de'mánei:aáú't6noma), y establemente en la misma 

~;.::.:fü:::1T~$1i;~W~Jt~f "~l~1~f ~]~tt~J1F7E::.:~:::::~::::·:::,::n: 
elementos de los sistc'n1a~ ~e replic~ción o p~rti.dóñ (.AU"stil'Í y. Nordstrom 1990) .. Por <!sta 

"<e • • '" •• • .• • 

similitud, los plásrnid?s no pueden distinguirse por uno. u· ofro de ésos sistemas ·.y ·una 

elecciónal ~zar eventuaÍinente dará origen a célulashijas que tie11en. Úno,llotr()plásmido, 

pero no ambos:N~ exis¡e un gen específico de incompatibilidad.(N¡;~ickj~9·s7):}be~oiiÍiay 

:::''~:::;~,!~Í::':r ,:º:.:;,:.::::o:~.:7:,;~·::~º:,1:;.:::¿1i~~l~!~{~~f ;;::;: 
elen1entos.ds: Órigel'l.de replicación, región centromérica os~cüéiicias'regÜladoras:'\:,., 

1= funf¡~J;F1Jt:~::~;:::~o~=:~::::~:::,;:~:;,~~U;~;,:~~~~¡~ii~E~~;:~;. 
fuerte, mientras.·queun efecto débil' de. incompatibilidad .se'.óoseI"Va':en:~plásmidós que .. 

~.:.~::~1rH1Jºf ~1f~~~~l~f~T~l~~~~EJt::B~T~~~í~~~~i~l~~f €¡¡·:: 
número de:•Copias. del'plásmido., Cuando el número·;de; copias'?:'de ·' ., ' id.o:·y fa 

::::::·:1¡~~~~,ti~Vo'~Ykf 1,rJ~~~:i:g~:¿:·i~;~~~*t~~~~~{~~~~1~:~.~i~c:~: 
célula contiene,plásI1'lid~s·compatibles,··.cada.·piásrnid9¡'.)ro~uce;~upro'pio'.represor;·el ·cual 

'.!f ~ilf ¡tilil~1iillil~lrf~f~!~~§~~~~ 
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plásm.ido, debido a que cada plásmido responde a la concentración total del inhibidor 

(Sum.mers 1996). Otra causa de incompatibilidad se dá cuando la proteína de inicio 

codificada por un plásmido acttiá entran; sobré el ori de.Otro plásm.ido incompatible. esto 

reduce la conceritración'de proléfn~ de' inkiÓº'y éh'ccmseliu'enéla se ánula la replicación dt!l 

:::~~z:;~~~""~~r,~~~~i'í~}ili~~~~l!i~~[;:ci:~;:?: ~:;~,;:: 
dentro· de.una'~ m1s~m•cel,ul~;'po~7eJ:1'u.n;s1ti?".1de?t1co os1nular;necesanop~n1 •• su part1c1on. 

En el ~o.i11ento :d·~···dfii~i·¿·.~·:cl~.'~~,;~~i-~!~Jf~i:~\{1~~í~~;:5~·~"f~iii~~~:*~·S·,~~S:d,~~~~.1~s~ldos·.cs 
reconocido (indistintamente).· por~l'sistema'de:parf.ició~:a~tiv°:~:lo,'.cual:.pro'.'·ºcaqi:ie las 

células·::::~::::ne~nl: ~:::n~~~~~~~f~~~ltifü:~t)l~~~ist~~-~L~L:IL~~~~1i~·L:~·ifi.~ación de 

plásmidos en el cual pares de plásr:.1idos incompatibles.se asignaf:.'•ri un i-tiisrri'o gr~pO. 
- . . . , . ~ ; - ·:.. . ~. - . ., ' ; . ... ·. - . ' . - .. ' 

3. Recombinación. 

Los plásmidos son moléculas que al igual que cualq~ici.r inat~ri~l genómico, están sujetos a -· ... - . . . . - . ·.. . . - ' . . . 
cambios, ya sea por mutaciories puntuáíes_.o'bie'i-1 pór ré~u'réglosgenéticos tales como 

integraciones, amplificaciories, inversiones, d~l~~icmesy cointegraciones consigo mismos o 

cC:,n otros plásmidos o_ con el cromosoma, lo cual origina una enorme diversidad plasmidica. 

Estos rearreglos se· deben tanto a recombinación homóloga como a una recombinación 

sitio-específica y se describen a continuación: 

3.1 Recombinación homóloga. 

El proceso de recombinación homóloga es esencial para todos los organismos. e 

involucra el intercambio de secuencias de DNA e..;_t.:e dos cromosomas, moléculas o 

segmentos de DNA. Semejante intercambio é:ontribÜjie a la generación de diversidad 

genética,. la reparación de DNA dañado. y la apropiada segregación de los replicones 

(Kowalczyko"'ski et ál. l 994), Su característica principal es que las enzimas responsables 

del proceso pueden usar cualqÚier par de secuencias homólogas como substratos. 
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-~_¿~ ~ é/ '0 
cap /' 

j '--:-:--J 
fconcentración · ------

\ 
intracelular del 
inhibidor 

cap P/O 

ar~ 
ú 

rep 

ari 

ari 

Figura 3. Causas de Ja incompatibilidad. La línea recta representa el replicón básico del plásmido 
'1ajo investigación. Fragmentos de este rcplicon insertados dentro de vectores multicopia se muestran 
como curvas. Copias clonadas de cap (inhibidor) aumentan Ja concentración del inhibidor y reprimen 
la replicación del replicón parental. Por otra parte, los orígenes de replicación clonados titulan la proteína 
iniciadora (que actúa en 1ra11s), lejos del origen de replicación parental y reduce Ja frecuencia de inicio de 
la replicación. Tomado de Sumn•ers, 1996. 
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Plasmidos incompatibles en la misma célula 
comparten entre ellos el númerci}!"tal.~e.copias. 

: ~i~" '.:; 

En la división cél¿l~r:1o~plÓsmÍdos 
se distribuyen a las'céhll~~ J)ijas. 

El número de copias se·d~pÚca ant.,'s de Ja 
siguiente división célular~·.soJO el tii1mcro 
total de copias es importamé:' 

Se producen cambi~'s.·e~ ei núincro 
relativo de copias·de,l~iiplásmidos y 
no se corrijen. Evennihlmenie .. las 
células hijas contendrán solo un tipo 

/ ~ ~ " de plásmido. · 

e-.-º-º--º ..... ) G_oº __ º __ 0_) e--.-.-.--.-) (: 

Figura 4. Incompatibilidad de plásrnidos. La inhibición mutua dada por los sistemas de control de 
la replicación en una cepa que contiene dos plásmidos incompatibles conduce a la segregación de 
los plásmidos y a la formación de lineas celulares con solo un tipo de plásmido. Tomado de Summers. 
1996. 
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En recombinación ho1nóloga la reunión de los segmentos· de. DNA exhibe un grado de 

precisión ó fidelidad pero, generalmente hablando, no ocurre en sitios específicos. El 

intercambio puede ocurrir en cualquier lugar a lo la.rgo de lós:s.egmentos homólogos; esto 

significa que las proteínas que catalizan _!:e~ó1iibi~iié:i~n·1~ornólogií_ llo son proteínas d.: 

unión a sec~encias o sitios específicos, co~C>~~'·;1 'c~~9:delas~~¡.()t~íri~~ de r~cornbinación 

;;:~:~~~~~~~~ci:::If ~I~;f~~i~t!~if.~i~!~~~t l~~~~ifi~: 
involucrados en el proceso (Kowalczyko~vski et ;i. l994)y:se han agrupad() en¡tre~ vías de 

' ;~ • - , •- e • ,. _. ' 

recombinación: RecBCD, RccF y RecE, las cuales están pr.;scnt.;~ e'íi ia (:¿pa ~Ú~¡;;~tie ysc 
• ~ ' - • • • ' •• ' •• •• ' • ..¡. • ''• •' ~. 

han hecho evidentes por análisis mutacional. Event()s de' ,::;,:con1billáción C¡(ic::;¡·fiv61Líci·a;1 

homología de más de 1 kb generalmente son mediado.s ~oi:R.e:6Á. . . 

Se han propuesto varios modelos de recombina6ión h~móloga en procari~·iek ~1~trc 
ellos: el modelo de Holliday, el modelo de Meselson-Radding y el model() el.; riÍpúi~a ~i1 
doble cadena (Ver Figura 5) (Holliday 1964; Meselson et al. 1975; Szostak<:?Í a1::19s:J). 

Estudios genéticos y bioquímicos de los diferentes genes de recombinación per¡:;i.ideron 

proponer un modelo que explica el proceso de recombinación en varias etaií'as:. '::,· 

a) lnici~ciÓ°':.Ell esta etapa se genera DNA de cadena sencilla conun·:.;xt~~rii:o.3<0H 
a partir de' DNA de doble cadena. 

b) Apa~c~~iiJ'i;i.ito homólogo e intercambio de DNA. El exfremo:3•..:0H invade un 

segmento o nlolécula de DNA homólogo. Después de Ja invasión ocurre un 

intercan1bio recíproco de cadenas de DNA y se forma un heteroduplex ó unión 

Holliday. 

c) Extensión del heteroduplex de DNA. Hay migración del DNA heteroduplcx 

debido a la acción dé proteínas como RecA, RuvAB. RecG. Las DNA helicasas 

también pueden participar en este paso. 

d) Resolución. El paso final es la resolución de la unión Holliday, dependiendo del 

sitio de corte se pueden generar moléculas con una región heterodup!ex o bien 

moléculas recombinantes. 
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Figura 5. Modelos para recombinación genetica. (A) el modelo de Holliday; (B) el modelo de Meselson-Ra<ldin~. 
(C) el modelo de ruptura en doble cadena. Note que en el panel B la molécula invasora es la molécula de aba.10 
mientras en el panel C la molécula que invade es la molécula de arriba. Cabezas de flecha indican sintésis <l.: 
DNA. Tornado de Kowalczykowski et al. 1994. 
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Además de proteínas. tam.bién se han reportado sitios que incrementan la 

recombinación. En cepas silvestres de E.co/i (recBC+), muchos eventos de recombinación 

conjugacional proceden a través de Ja vía RecABCD y en esta vía, Ja recombinación se 

estimula por Ja presencia de las secuencias chi (X) (5º-GCTGGTGG:..3_'), que crean un 

"'hotspot" de recon1binación. 

3.2 Recombinación sitio-específica. 

La recombinación sitio-específica es un proceso de,intercambio recíproco de_DNA 

catalizado por proteínas específicas de recombinación (recon1binasas sltio:.'.éspecíficas) que 
. • - :- ~ ;_- •.••• - '. -:..·. ·. ' ,._,. .' -~-'-" " ·.·:,•¡ • -- ; ... ~ .. 

actúan en sitios de DNA también específicos. Durante t!l prcice;o'i1_Ci-ócúi-re! pérdida o 

síntesis de DNA, por lo ~ual se ~a Iiamado conservatÍv~ (c;~¡;i~b6fí'}1 ;·s l)~-~-ei:'Ífit~~cambio 
ocur;e por un sin1ple_rn~c~l1isfoo de ruptura y reunión.> ,:- .-- ':;"·>; __ -_>- ,.,.,:.: _, - -- -

::::::~~~f !i~~~2~s~pfr:o!t'.eJi:n~af_,_f P.~:r;o.~_•11·ef1~!1fª~-'_ •• i_te1in~~-·-·1,_;r!e._~_ •. _._:_,·_•1~:ª~sr_._, •• _· ___ ' __ ;r;_'.efc.f_:0'!m~8b'n~-1::n~mª•s,f_•!ªsf :_.iun,;i:d~_a;ns;;;,;; mediá •pcir.'f,üna'interncción a - sus 

respecti~Ós ~iiios de DNA. Estas'recombinasas recól16~én sus siúos de,DNA de Ja misma 
. . ·-~ '" « ~ - . ; . - . - - . . .. - ·- . - . - . -- _,, ~. , o' • ' ' " ' -- " 

forma quelo'hacenotraspróteínasdé unión a·sitiosde'i:>NA_cspecíficÓs, tales como los 

factores. d~;t~~n~~~l~~ión o represores específlé:o~ (C-~ci~;i11I~Ot°ero y Hsieh 1995). Las ,,. . - - . . . -- ,-- - -
secuencia~' bÍari~C, (sitios _de acción) son asimétricas: no sC>ll 'é:o~o los palíndromes perfectos 

reconocid'C>i~'~br. inuchas. cndonucleasas ·de ~estdd<\ióÜ'~l:ip-~/11 y es precisamente esta 
·,:-· - -. . ,,. ".. . . . - ' '. -:,~"·'> ·' "' 

asimetríá~I~-~qú¿-imparte· la dirección a las .reac.cÍonés''C!erec~m~inación sitio-específica. 

Frecue1\t;~~E¡{~{g;;; que codifica para Ja re~6~1b'{~~~+1fi!~Lespecífica está adyacente a 

su (s) sitib'(s)'Cie acción {Stark et al. 1 992; Komano 1999).:' --

ExisÍ:én tres posibles resultados cuando ocurre' u11a''r.bé:ombinación sitio-específica 

(Ver Figurd1 ~);,1~~ ~uales dependen del arreglo de Íci~ ~~cii~~;de recombinación: eventos 
,- '"•-·· .. · -, •.. - . -· .•. ;.-¡ 

intramolec~lares' pr6ducen excisión (resolución) ·o iilversión, mientras que eventos 

intcrmolec\.i.Íare·s-i:>roducen integración (Stark et al. 1992; Nash 1996). 
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Figura 6. Consecuencias estructurales de una recombinación sitio-especifica. El DNA duplex está definido 
por una linea sencilla; las letras en n1inúsculas proveen marcadores de identificación y orientación a lo largo 
Je estas n10Iéculns. Cada sitio de rccon1binación está definido por una flecha {sin escala). La reco1nbinación 
ocurre dentro de los sitios y produce un sitio de recombinación híbrido (flecha híbrida) y un rearreglo del 
cromosoma. Los diagramas ilustran el resultado de la recombinación entre A) sitios en moléculas separadas. 
B) sitios que están en orientación invertida sobre una misma molécula, y C) sitios que se encuentran 
en orientación directa sobre una misma molécula. Tomado de Nash, 1996. 
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Funciones biológicas de ht recombinación sitio-específica. 

Numerosos procesos biológicos en procariotes involucran recombinación sitio­

específica. Estos incluyen Ja integración y excisión de ciertos bacteriófagos; Ja ·expresión 

alternada de genes (en bacterias y bacteriófagos). la estabilización de plásmidos, y la 

formación de los productos finales de transposición de ciertos elementos transponibles. Los 

sistemas de reco1nbinación sitio-específica son ubicuos en las eubacterias, prevalentes en 

las arqueas y también se han detectado en los eucariotes (Smith y Thorpe 2002). 

Familias de rccombinasas sitio-específicas y su mecanismo de acción. 

Las recombinasas sitio-específicas se dividen en dos principales familias basándose 

en su nlecanismo de acción y similitud de aminoácidos: la familia tirosin-recomb.inasn 

(también llmnada familia de la .A.-integrasa) que incluye a las proteínas relacionadas.con la 

integrasa del bacteriófago lambda (Int) junto eón las recombinasas Cre y Flp (Argos et al. 

1986) y la familia serin-recombinasa (ó familia d~ lastesolvasasfi~v~rtasas), que incluye 

las resol vasas codi~cadas por transpC>so'nes d.f:.1ar~{riili~iTÜ3•.Y'Jds.DNA-iii'1erta~as (Hatfltll 
et al. 1988; Starkela1. 1992; Nasl-Í Í 996i'a}iÜctl~~::i997f;)' . '..'./ · ... ·. · .. · .. , :; . < .. • .•. 

:.· :~5i!~~~f ~]~~.i~~~S?~)f~~[~~~~~Ír~t::~~~:;~~~~:~·:: 
enlact;! fosfodiéste~. La reco;nbin~cióri'.~~i¡';.;ier~ 4 rupturas de es~ tip~:··c~d~~~~~~L~ri:~s 

t~~iFJ &~~~~!i~f~~~~~i~~~~~~~j;,~:~:,~:~:E~::: 
Las r~c()n:ipiÍ1¡s¡¡~;~~l'¡~it';r~~iÜ~ til-osin-recombinasa utilizan un residuo hidroxilo de una 

de sus ti;~~i:ij~~ ~b~~"c;}~~~l~Ófilo que ataca y que libera un segmento 5'terminal. Por 

otra p~rt~; ia: i~iÍia.d'e las serin-recombinasas utilizan un grupo hidroxilo de una de sus 

serina.s. cCimCi ~l n~~leófilC, atacante y se libera un segmento 3 'terminal. Las seri n-
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recombinasas realizan una ruptura en do,ble cadena en los dos sitios de recombinación 

antes de, cualquier intercambio y reunión de las cadenas de DNA. Este mecanis1110 

contrasta con el de las tirosin-reéombinasas, las cuáles hacen' una ruptura y reunión cn 

cadena sencilla, formando ún' inté7nediarib'de'l1nlón-iipo Holliday (Gopaul eral. 1998: 

Nash 1996). 

6. Transferencia de hebra: Para et~C::tuariÍiiréarreglb ge1~ético, las hebras divididas de los 

dos sitios deben intercambiar ¡)o,s_ic,l()~es éadauna coi:. ~csp"'~to, de Iaptr[t., L~s dctal 1 ~s 

7. 

de la transferencia no se concicen; 'pero experimentos· topológicos>iíictiéán, qÚe un 

movimiento ordei1ado es la regla y que hay un fuerte: cont~6Jc sob~6'.1'a' cl~s~, de 
··.,· 

lo cont~a;i¿.-~i p~~o de ~~;~u;a de 

n1oviiniento que puede ocurrir~ 

Ligación: La ligación de las hebras transferidas es 

hebras, Ja unión tosfodiést~r de la recombinasa con un scgnient~ de DNA es'atacuda 

por un residuo hidr~xllo de otro segmento de DNA; un segmento creado por unu 

ruptura previa del otro sitio de DNA. La transesterificación libera a la rccombinasa dc 

su unión covalente con el DNA y crea un nuevo enlace fosfodiéster que une segmentos 

de DNA de dos hebras de los sitios de DNA parentales. 

Di'\'ersidad de la fan1ilia serin-reeombinasa y su grupo representante: las 

rcsol'\'asas/in,•crtasas. 

La familia de las tirosin-recombinasas es estructuralmente diversa y funcionalmente 

versátil e incluye integrasas, resolvasas, invertasas y transposasas. 

Estudios recientes han revelado que la familia de las serin-recombinasas .:s 

igualmente versátil y puede subdividirse en tres grupos estructurales representados por bs 

resolvasas/invertasas, las serin-recombinasas de alto peso n1olecular y las relacionadas con 

la transposasa 18607 (Smith ~- Thorpe 2002). 

Las resolva~ás/invertasas, están altamente reguladas. solo afectan resolución e 

inversión;,¿ti'~ri~hun''dominio,C::~t~IÍiico en el extremo N-terminal y un dominio de unión a 

DNA en el;~~Jeii;6,C~te~mihh{~Ef grupo de recombinasas de alto peso molecular causan 

integracióri y'_d_s:~i~ión·~on:'ctiiJi':dón estrictamente controlada y tienen un dominio N­

terminal C::atalfii~~ ~e~~, uh~c}~¡·~i'o e-terminal mucho más largo comparado con el de las 

TESIS COHl 
FALLA DE ORIQfili.j ., ~ 

--' 



resolvasas/invertasas. El tercer grupo, recombinasas relacionadas a la transposasa 18607. es 

similar en tan1año a las resolvasas/invertasas, pero tienen tanto el dominio de unión a DNA 

como el dominio catalítico en el extremo N-terminal (Smith y Thorpe 2002). Sin embargo, 
. ' . .· --

el arquetipo deº la fan'iiliil seriri~recoiribfoasa ése! g¡;upo.de fas resolvasas/invert'asas, de la:< 

cuales hari sldo estudiádos .en detalle cuatrb, si~l:erif~s ele·. esta familia: resolución de 

cointegrados por la y8-resolvasa y la Tn3:resolvása; expresión del antígeno flagelar en 

Salmonella (Hin invertasa) y expresión de.los genesqüe:~C:bc:!Ifi~an para la cola del fago Mu 

(Gin invcrtasa). 

1 n\'crtasus. 

La inversión de un fragmento deDNA e~· e.1 r~suÚ~do de la iecoÍ11binadÓn eÍ'ltre dos 

secuencias invertidas de DNA que bordeU:n ese rras'm~nt;; ylÓ ~~ta!Í~au;;~ ~lcomblnasa. En 
,.. . . . . . .. . ··' -- ·.; - -. ·-· ,. ···-· . ·.,·. .. 

la recombinación <sÚio~específica, los. sitios de'. ae'ción· o ,'.IRs'·.(se°duencias il~vertidas 

repetidas), fl~nqueari la región invertible de DNJ\' y ~.6ii 6i-'~itio de'recorio~i~ierito de una 

recombinasa•. especHica llamada DNA-invertas1.1.'L6~~s'iste~i~~ d~'jri~ei~iÓn soll. complejos. 

requieren de ~n fac~or FIS .(Factor for Inverti~r1 ~tihiulati~~f·ü,nid~ ~'ú~ DNA "enhancer", 

=~:::itf üSi~~lg!;i~~l:~f ~~!~~l!i~i~~~~~~~=~~:::.:~~:~ 
unión de la· invertasa están .. en;;:orienta'd6n;:inyer:tii:la;'~-y(resúélveri "muy:j>obrementc 

:7:~:·~t p~:;d·~·:;:~:~;~~iil:::::::::~:;:::~;,::~·~~.:::;::': 
Plasterk y van de Putte 1984; Sirnon y ~er,skowitz'\J 985).ºfÉf proteína· Hiri, responsable de 

~::::~:::;:~::::F~!!11~i~~~~f \f §l~r~1~::~:::::·::~~: 
cual alterna Ja expresión d~ d~'s grupC:is '<le g~·ri;i~'Cte la cola del bacteriófago Mu (Kamp et 
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al. J 984). Cin controla la expresión de Jos genes que codifican para la cola del bacteriófago 

P J (Kamp et t:t!. J 984). 

Rcsolvusus. 

Los requerin1ientos para los sistemas de resolución "'in vitro" son simples: una 

resolvasa, un cointegrado de ·DNA superenrollado negativamente com_o .substrato :·y un 

buffer simple. Los sitios de acción de las resolvasas (sitios res) deben estar s~bre;l~ 1~~is1'11a. 
nlolécula eri orientación directa repetida, para una recon1binación eficiente. :·S(Ibs :si.tio·~ ·res 

'.' '". -·:· ,.· ,. 

están en Ja orientación invertida. los productos de inversión se detectan esca~amente.{Rccd ' : - . , . . ·-··:<. >'I'}_',:·,.-.<·::;.»-:;.<':: .. ·:":-:-···-~ ,"•--< ; .. 
198 J b). La especificidad di~ecciónaJ de las resolvasas/invert~sas::·.col-i!~asi;.·C:on el 

comportamiento promiscu~ de la. familia A-int~grasa, 1.as cual~s ej~6~~ii.~i'íitfegrd¿j~'>n .. 

:~c,i::~:;.~~~i:i~!i.~:s::~;:;:ª;E~l;~~;i:~~W~i~~i!~Í~~f ::; 
la sinapsis paraque la resol .·asa.se una al subsitio I~ en el. cu~l_•<:)curre·f.él',iritercárribio de 

~:: ;ao;;;~·tº:.10 =combinación (G'.)n~~.~t21~~f F~~t~f ¡~~¡WfIÁ~Í~~,;~~ifü y 

L~(res~lyasa se une a res en formad~dímeros:'La interácci.Sn'deesos dímeros se.ha 

:::::::::~~p;i:'..~~·:o~r:::::,r~ri~~~~Í~i'~~~~~;:j;:~:,'.§j.~·n:rn de· una 
La' resol vasa y8 y lá resolvasa'crn3 sd~')os prototipos de los sistemas de resolución 

sitio-específica cuya función es' r~;6i~~t~1·~~integrado de transposición fo~~ado entre Jos 

replicones donador y ~la~.c~,,~p~:{~i~~(¡~~~foi~fiiiáles de transposición (Sarkis et al. 2001 ). 

Además de su papel et1 trarrn]:icisi7ión,'otra importante función de las resolvasas es 

su partieip~ción en la ~egr;id~,~~"~; ~~:;i-ent~ de los plásmidos. Dado que, dentro de una 

célula todas las copias dé;iiniciát~riri:YriaiÍC>.piásmido son homólogas unas a otras, pueden 

recombinar y formar plás~id;:;1¡:g_;µ1riiri~~i~o~. Si esto ocurre, el control de Ja replicación no 

puede compensar la f~r~~¡;f~;I%{~'¿~ti~tím~¡os y por lo tanto el número de unidades 

scgregantes (plásmido~) ie~r~'ai:~~i;)~J;4'6"¿~[~bta la segregación de plásrnidos de alto y bajo 
. . .. ·. ·.···' ·~·. ~,'· ., ..•. '.'•·:J·· .. • ,.~~''/'-··.: ·' 

número de copias. En el. caso de plásmidós de copia única la formación de un dímero hace 
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imposible su partición. Para corregir este problema, las resolvasas rápidamente resuelven 

cualquier lorma multimérica a monómeros, lo cual permite llevar a cabo el proceso de 

partición de marn7ra exitosa (Austin 1 981 ). 

4. Phísmidos de R/1i:;:;obi11111. 

Las bacterias del género Rhizobiúm lle.Ja~ ~ cabo ~)proceso dé fija~idn biOiógica de 
' - . .' ~ ;· --··::-~·,·.:·:_:;~'.~~;-~-~--~-'-~:_: -L;~ ;:._::~--~-:-:· '_:·:-· ,;·:.::.:.:;·;·:._:::·.:.:·:;_~,;-:'.'.:!;""~<~ L ';·:.::·,'./·:.)>.,·:.-., ;-1-,:- .', < 

nitrógeno durante la simbiosis que e~tablecencori lasraícesde algunas·leguminosas.-Este 

~;;:::;::::::::• R:::o~;:~'.'.ªE0:¡6~~~~12.tf ;;;,~·;;~:,t:.i~is~~;~~~~~~::~:~:::; 
tales como A. tumefaciens), tÉimbién.forrna J>art# eje esta fafl1.ilia-(Ga~iiy290,1):·;¡' '.' ·-

~¿•;:~·:~·E::~::=::;~~¿~::f ªes~~f !:}Et~E J~;~~f~l1~~1l~~f ;: 
cM~rtine;;·e1ai. _t9~Ó). __ : --~"_::~ ; - ·.- :,.:::--;:\:~· .. _,~ ·:.,_:_;.~:,_;\['":-~,- .... 

~f ~.~;~:~~~j:;~JiE~;~IEi~~I~~l~~~J11f ít!~il\;i~~~~ 
metabólicas básicas~: utilización de nutrientes y síntesis de cm1~pon~rii~~'-~e)~)';.;e"~ (Brom, et 

al. 1992; García-de los Santos et al, 1996; Brom, et a/, 2002). -,;, ;.·,;- >>·,:.>··. · 
Unadelas habilidades más importantes de Jos plásmidosd~'Jaf~~iú~Jihizobiaceac 

es que pueden transforirse y füncionar en miembros de diferente-g;é~~~J'(p"~f'¿de la misma 

familia). sé han descrito plásmidos simbióticos auto-tr~nsfe~i~J~~.-;~'J~i1:~¡'J~-:h--producción 
de bacteriocinas, en cepas de R. leguminosarum (Johnsto~:~ia1.:'19s~3; B;~~¡if·'~r ~/. 1980). 

• • '··-• .,. -•·•-·.,,,• •• o,·) ,,,-.,•, •• 

y plásmidos no simbióticos auto-transmi~ibJes (J°:h~s~on et al: 1982;~Hyri~s et al. 1988: 

Mercado-Blanco y. Oliva'.es 1 993);_den,troA_~~l~s·c~~ie~·~~ hiirri'<l~hiifi6~do: plásrriidos que 

ayudan a la transferenci~ de- o.ii-'ó,s'.plá,s~id,cis (Bro~ et Cll. 2000). Además, se han 

~:~~~:~::o~:;::;~:~;~t;{t~9f~~J~ti~~t!:t~~=~e~;8~~as cepas, como la isla simbiótica 
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En cuanto a la replicación y partición se refiere, se ha determinado que Jos 

replicadores tipo i·epABC están ampliamente distribuidos entre las Rhizobiaccas 

(Nishiguchi et al ... 1987; Tabata et. ,:,¡. 1989; Turn~r y Youñg 1995; Freiberg et al. 1.997: 

Ramfrei-~ome~f .• e .. .,/."j997; Suzuki et al. 1998; I:Í·y Fw¿);,d2()oÓ;.C,evil.l~s~et'.a/.2002)~ 

~B~~~~!~~:Íf ;~t~rs1ª~:=~~~z~;~r~~lk~tit~r~?;J 
paj;1~;;:i~1~i/;>~ c].; Rhodobacter sphae;;oides 2.4. 1 . (Barto~ik et ai. 2otM:\·::.1lfr/ ·; .. ·. 

s:e·d.;sconoce el tipo de replicación (theta o circulo roda~t;), a~/'c6rii~:'i~dirección 
de la repli~ación de estos plásmidos, pero, se ha determinado q~.; los.~i4ri:;idc)s ¡;~pABC 
son de bajo número de copias (1 o 2 copias por célula), y que cC>nÚ~~6~y;:~e~'es: ·repA, 

repB, yrepC organizados en un operón. De ellos se sabe qUe los produd6s::d~ r~p)i y 0repB 

están rel~cionados con la partición del plásmido y con la regulaciÓn d~1i-;\¡~·~~o:de copias. 

y que el producto de repC es esencial para la replicación. -~·;~ir;,<d~ ;sth·r~gi~~ de 

replicación/partición se localizan dos determinantes cis-inc?rnpatible~:'u~()I;;c~!i:l'.ad~ en la 

región intergénica entre repB y repC (incao incl);rot;?;cursci··~·b~jo ac;::rep~:(;;frl3o 

ra'ct~r. 

los 

de Agrobacterium y entre los plasm1dos de a~bos;generos·(I-Io?ykas eta/; 1~85,Garcia-de 
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incompatibilidad y los anúlisis filogenéticos de las regiones de replicación/partición ch: 

estos replicones repABC indican que estos plásmidos se adquieren comúnmente por 

transferencia lateral (Cevallos et al. 2002). 

5. Modelo de estudio: el plásmido simbiótico de R/1izobi11111 etli cepa CFN42. 

La cepa tipo de Rhi=ohium etli (CFN42) contiene 6 plásmidos (p42a a p42f). cuyo 

tamaño varía de 180 a 600 kb. Uno de ellos, el p42d, es el plásmido simbiótico. Además de 

las funciones de nodulación y fijación de nitrógeno asociadas al p42d, estudios con los 

otros plásmidos han revelado que elp42a es un plásmido auto-transmisible dispensable 

para la simbiosis p~ro i~dispe~~iiblé.P~~; l~ mo:vÚizació,.;_ d<!l p42d (Brofr1 et al. 2000); ~úe 
' - -_-.- . ' - ·~ - - - '. '·. - ••. 2,' '"·. • . . - - '. ·, ·"·'· • •• • ; ·" ' . -,,-, - ~ - . - ' 

el.plásmid~ p42b ccmtienésecuéncias para labiosíntesisCielipopolisacáridos y·es necesúio .. 

··_-_;·_~. ~-·r .. _,". --~~':.:;,;;·:~-.::.:: ';;.-

El mayor aporte al cónoC:hniéntoX eL ostplásriíidos'..dé ·R1iizobiul11·:etl(CFN42. sin 

:~::1::0 s~:r:u~:;~=~~=:/. i:.~ar~e.:;r;~.lllWi~¡:J,\\i~~~!f~¡~~'k':;±;O::~~~=~: 
359 ORFs (Gorizález et al; én'preparaci :,;'.}~'.:.Q''i' • 

: ·:· .· _'. .·. -> .. -.<;< _.- .< '. - -~-:-- .::(·:·:-: ~·: .. :::_-__ .:;::~.:~'.->~::~- ~ .. ~;-!·.i·<~--:' .,, =' '~Í~'-·~'::--~'.":::-,;:· > ·, '.;_, . 
Este .. plásm1do.{ contiene· ;una:igran.::cantidad:·;deJ'secuencias reiteradas las cuales 

,.1 -~ ·' .·.,.~ -;-:->>~·: _0..:-.t!"- ,.._.,. -~···:·· - ... '.- ::··, .>',;·:~ .. <·~:: ;;·-.',i:':.'._i.~:-~ :1:;:;~·~:.'?\1.:t~:~~-~¡~-,j--;::~·-y~(-_i;:?->:,- ,-.'~-~:·- ·_ ... : . ·, '_ 
generan diversos reárreglós genómicbs:: tales'~corno'ampllficaéiones y deleciones, mediados 

·: .. :··"::·.<::~. ': __ :· -,·.· · .. ,.: ··~.- _,·, ····"..,:-·.·-~·-:-:.·--·_'.···-"-:'.•.:,:<:--:~c'-"'C~-;;~J·~>-·-- _:----- ~ .· 

por recombi~aciÓ~I~omóloga (FÍor'es,'e'raE'i9éii';'R6mero y Palacios 1997; Romero et al. 

1 997). 01.;J ~i~o ~~ ~earreglo que se ;;¡;~~~~;~~; .;'í J:,1~s~ido p42d es su cointegración con 

otros replic~n'es, lo cual rcs~lta de· ¡~t ;~~ombi.nación homóloga entre las secuencias 
'. . ,. . .. : - ·. ·.: ;-· ... ~-- .·. - ,_ .. · :~ 

rcpetidasque comparten. ejemplo de· éSfo,..es'el cointegrado entre el p42d y el p42b (Brom 

et al. 1991) •. Y el cointegrado del p42d con el p42.a, lo cual es necesario para la movilización 

del p42d (Brom er al. 2000). 
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La región de replicación/partición del p42d está identificada y caracterizada 

(Ramirez-Romero et al. 1997). Para ello se utilizó una colección ordenada de cósmidos de 

este plásmido (construida en un vector incapaz de replicar en Rhizobium) (Gfrard et al. 

1991 ), dé los cu;Jes~ solo uno de ellos (cGD4 7) coniie.rÍe el replicador.basicoyj;c}'/10 c~;al, 
,-L "• 0 _•_- • • -- .- • ••--o" • • -', O • • • O --- • • 

ejerce incompatibilidad contra el p42dcuando se introdticea la cepásilve~tre(CFN42): ·.·· 

:~~:!f ~~g;~,~:~~!~~~:~f !;x~;~;;~~~IBf ~~~~\~~~ 
pH3 ejerce IncornpatibiÚdad.¡;:ontra el p42d e~ una cepa recA::'. derivadáde.c'F~42·:~--;-

. El obj~ti~o ci~i'~r~yc~·to fue determinar el zóé~s i~v;;í~ci;a<l¿:~;?~}'}~~~~en~ 
descrit~ y J()~ ~es~'1trid()·~ ~btenidos involucran la parti~ipación de r~é6~bl~a~ÍÓÍ1 sitio~ 
específica.en un ·,;ovedo'so mecanismo de incompatibÜidad. 
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A site-specific recombinase (RinQ) is required to exert 
incompatibility towards the symbiotic plasmid of 
Rhizobium etli 

Verónica Quintero, Miguel A. Cevallos and 
Guillermo Dávlla• 
Programa de Evolución Molecular, Centro de 
Investigación sobre Fijación de Nitrógeno, Universidad 
Nacional Autónoma de México. C.P 62210, Cuernavaca, 
Moratos, México. 

Summary 

The repllcatlon/partltlon region of thc symblotlc plas­
mld p42d of Rh/zoblum etll CE3 Is characterlzed by 
the presence of the repABC operan. A recomblnant 
plasmld contalnlng thls reglen Is ablc to repllcate In 
a R. etl/ derlvatlve cured from p42d, wlth the same 
stablllty and copy number shown by the parental plas­
mld. However. when this construct Is lntroduced lnto 
the wlld-type strafn, lnstead of excrtlng lncompatlbl­
llty agalnst the p42d. lt forma a stable colntegrate 
wlth lt. In thls paper, we show that a slte-speclflc 
resolvase. and lts actlon sitos aro cssentlal factora to 
displace the symblotlc p42d. We propose a model for 
thls novel Jncompatlblllty mcchanlsm. 

lntroductlon 

Rhizobium etli CFN42 is a soil bacterium with the ability 
to Induce nitrogen-fixing nodules on the roots of bean 
plants. This strain contains six larga plasmids of low copy 
numbcr. One of them, p42d is the symbiotic plasmid 
harbouring most of the genes required to establish a 
symbiotic interaction with bean. Previously. with the aim 
to identify and characterize the replication/partition (rep/ 
par) region of p42d, an ordered cosmid collection (Glrard 
el al., 1991) of this plasmid, constructed in a vector unable 
to replicate in Rhizobium, was introduced into a strain 
lacking p42d. Only one clone, cGD47. was able to repli­
cato in Rhizobium. A 5.6 kb Hinc:Ull fragment of cGD47 
encades all the elements required fer stable replication in 
Rhizobium. DNA sequence analysis of the 5.6 kb Hindlll 
fragment established that p42d belongs to the repABC 
plasmld family (Ramfrez·Romero et al., 1997). The pres-

Accop1ed 5 August. 2002. •For correspondonce. E-mail davileC 
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enea of repABC plasmids among members of the Rhlzo­
blaceae is very common as shown by hybridization 
studies (Rigottler-Gois et al., 1998). Moreover, all plas­
mids reportad in the recently published sequences of the 
genomas of Mesorhizobium loti MAFF303099, Sinorhi­
zobium meliloti 1 0.21 and Agrobacterium tumefaciens 
esa are members of the repABC family. In all of these 
stmins, at least two repABC replicons coexist, indicating 
that repABC replicons encompass several incompatibility 
groups (Rigottier-Gois et al., 1998; Kaneko et al., 2000; 
Galibert et al., 2001 ). 

The repABC replicators are not exclusive to the Ahizo­
biaceae as they have also been isolated from one stro.in 
of Paracoccus versutus (Bartosik et al., 1998). 

The repABC plasmids are characterized by the pres­
ence of the repA, repB and repC genes organizad in an 
operan. The RepA and RepB proteins are involved in 
plasmid segrogation and copy number control (Ramírez­
Romero eta! .• 2000; Bartosik etal .• 2001). Furthermore. 
RepA is a transcriptional repressor of its own operen 
(Ramirez-Romero et al., 2001 ). The RepC protein is 
ossential fer replication and most probably Is the initia· 
tion protein (Tabato. et al., 1989; Bartosik et al .• 1998; 
Ramirez·Romero et al., 2000). 

When introduced into wild-type (wt) strain CFN42, 
cosmid cG047 displaces p42d, demonstrating that 
they are incompatible. When recombinant plasmlds of 
pSUP202 (a transferable vector unable to replicate in 
Rhizobium) containing either the 5.6 kb Hindlll (pH3) ar 
the 14 kb BamHI (pB79) fragments from cG047 (both 
stable replicons in R. eth), are independently introduced 
into the wt strain, instead of displacing p42d, each forms 
a stable cointegrate with the sym plasmid. However, plas­
mlds pH3 and pB79 exert incompatibility against p42d 
when testad In a recA derivativa of R. etli CE3 (Ramírez· 
Romero et al., 1 997). 

The 5.6 kb Hindlll fragment contains two cis· 
incompatibility sitas, one located in the intergenic 
sequence between repB and repC (inca) and the other 
located immediately downstream of repC (inc/1), and 
ene trans-acting incompatibility factor. RepA. Each of 
these elements can exert incompatibility against p42d 
(Ramírez-Romero et al., 2000). 

These results suggest that besides RecA. and the 
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incompatibllity. determinants of the replicator regfon, a 
genetlc locus _contalned in cGD47, but absent from 
p079 and pH3, suppresses the cointegrate formatlon and 
proniotes the •expresslon' of lncompatibillty properties 
aQainst p42d in the wt genetic background. In this papar, 
we show that this locus contains a site-specific resolvase 
and its target sita and propose a modal to explain the 
participation of these elements In incompatibility. 

Resulta 

Identifica/ion of the mínima/ region required to exert 
incompatibility in a wt background 

When cGD47 (Fig. 1) is introduced lnto the wt ora recA 
strain of R. etli it displaces p42d and remalns as an 
independent replicon. The insert of this cosmid consists 
of 11 BarnHI fragments with a total length of 37.6 kb. A 
recombinant plasmid (pB79) containing one of these frag­
ments (079) is stably maintained in a strain lacking p42d. 
However, the capacity of pB79 to exert incompatibility 
against p42d only occurs in a recA background (Ramfrez­
Romero et al., 1 997). The introduction of p079 into a wt 
strain results in the cointegration of the incoming plasmid 
with p42d. 

These results indicate that the locus that suppresses 
cointegrate formation and allows incompatibility in a wt 
background resides in cGD47 outside of 079. To map this 
locus, a collection of 13 derivativas of cGD47 lacklng, at 
random, one or more BarnHI fragments, but retaining 
079, were constructed, introduced into a wt R. etlistrain, 
and the plasmld profiles of the transconjugants analysed. 
pL78·79, whlch contains two contiguous BamHI frag­
ments, 078 (2.8 kb) and 079, is the smallest construct 
that still exerts incompatibílity against p42d. 

Earliar. we showed that pH3 carrying a 5.6 kb Hindlll 
lnsert, also present in 879. contains the minimal DNA 
region capable of replicating in a R. etli p42d-cured deriv­
ativa (Ramfrez-Romero et 31., 1 997). -

As the trans and cis incompatibility determinants are 
shared by pH3 and pB79 (Ramfraz-Romero et al., 2000), 
fragmant 078 was introduced In both orlantations into the 
SamHI sita of pH3, to generate constructs pH3-078 and 
pH3-078-1. The formar construct retains 078 In the 
same orientation in respect to the repABC operen as it is 
in cGD47, whereas pH3-078-I contains 878 fragment 
lnversely orientad. 0oth constructs wore introduced lnto a 
wt R. etli strain and tha plasmid pretiles of the transcon­
jugants were analysed. In all pH3-07B transconjugants, 
p42d was absent. However, only one out of 12 transcon­
jugants lost p42d when pH3-878-I was usad. whereas the 
rest formad cointegrates with the sym plasmid (Fig. 1 ). 
These results suggest that the displacement of p42d in a 
wt background depends on the orientation of 878 with 
respect to the repABC operen. 

DNA sequence of fragments B7B and 879 

The double-stranded DNA sequence of fragments B78 
and 879 was determinad. Besides the repABC genes, the 
sequence analysis showed the presence of 11 open read­
ing trames (ORFs), two of them located in fragment 078 
and eight in fragment 079. One ORF encoding a site­
specific recombinase of the resolvase/invertase (yS) 
family, hereafter referred as rinO, was found between frag­
ments 078 and 079 (see Fig. 1). This type of site-specific 
recombinase can be found as part of the plasmid multimer 
resolution system, as in the case of P1 (Austin et al .. 
1981; Eberl etal., 1994). Commonly the cis-acting target 
sitas of a site-speclfic recombinase overlap with or are 
adjacent to the 5'-end of its own gene (i.e. Grindley et ni., 
1982; Garnier eta/., 1987; Eberl eta/., 1994; Komano, 
1999). The activlty of rinQ depends on the relativa orien­
tatlon of thelr target sitas (ris). Ali resolvases described 
have an absoluto requirement for the presence of two 
such sitas, as direct repeats, located in the sama DNA 
strand. In contrast, invertases also need two target sitas 
in the same DNA strand, but as inverted repeats (Thorpe 
and Smith, 1998; Smith and Thorpe, 2002). This attributa 
supports the proposition that rinQ Is a resolvase, and that 
its target site Is the locus that particlpates in the incom­
patibility towards p42d. 

The 5'-end of rínO gene is essential for incompatibility 
with p42d in a wt background 

To define the element(s) of fragment 078 required for 
incompatibility with p42d in a wt background, polymerase 
chain reaction (PCR) products of different lengths, con· 
taining the regions around the start codon of rinQ, were 
clonad in the BamHI sito of pH3 in both orientations. The 
constructs were then introduced into a wt R. etli strain and 
their ability to displace p42d was evaluated by analysing 
the plasmid pretiles of the transconjugants. A summary of 
the results Is found in Fig. 1. 

The 317 bp insert of pH3-F317 contains 133 bp down­
stream and 184 bp upstream of the start codon of rinO. 
in the sama orientation with respect to the repABC operen 
as found in the original cosmid. This construct expels p42d 
(Fig. 2A), whereas its counterpart. pH3-F317-I, displaced 
p42d only in two out of 10 strains analysed. In the remain­
ing eight strains, a pH3-F317-l::p42d cointegrate was 
formad (Fig. 20). Derivativas of pH3 containing smaller 
versions of the 31 7 bp insert nevar or rarely displaced the 
plasmid, irrespective of their orientation (see Fig. 1 ). 

These results indicate that the locus in fragment 878 
that participates in the displacement o1 p42d in a wt back· 
ground is located within the insert of construct pH3-F31 7 
and its activity is orientation dependent. This insert does 
not encode a protoin, suggesting that the presence of a 
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pB79 0/4 c¡,,.,. ..................... 44 ............ ... 
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H 
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pH3cF2Z?: 1110 

pH3-F270:1. 0110 11' 

pH3.-F184 OIS 

¡>H3-184-I 0/S 
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pH3-B78-1 1/12 
B7K-I 

FJg.1. lncompatibility properties ol pSUP202 derivativas containing d1Heront fragments lrom cosmid cGD47. 
A. The upper grey bar is a BamHI (B) map ol the cosmid cGD47. on whlch tho positions el fragments 878 and 879 are indicaled. The black 
arrows show tho position of the rep/por region lying between two Hindlll sitas (H) and the white arrow indicntes the posltion of rinQ gene. 
B. Shows the plasmid insorts of pL78-79 and p879, lndicating the position and orlentation ot the rinO gene, and of the repABC operon. 
C. Plasmid pH3-878 and constructs shown below are dorivatives of plasmid pH3. The thin fine intorconnecting the rectangles and the black 
arrows represents the sequence of pSUP202. Grey and white rectanglos represent fragments of cG047 or of the rinQ gene respectivoly. The 
start codon ot rinO and lts relativo orientalion in tho constructs are indicated. Tho left columns, list tho plasmid names and their incompatibility 
behaviour against p42d. Fractions are tho proportion of transconjugnnts that lost p42d. Tho "I' symbol at the end of the construct nema indicates 
that tho insert is inverted In regard to the original orientation present In p42d. The '+' symbol indicates that tha construct was capable of displacing 
p42d, and tho ·-· symbol indicates a lack ol or a reduction in the nbility to displace p42d. 

cis-acting sita is required far incompatibility towards p42d 
in a wt background. 

RinO is essential far exerting incompatibility against p42d 

The insert of pH3-F317 carries the putativa cis-acting sita 
for the recombinase mentioned above (Komano, 1999; 
Minakhina et al., 1999). We propase that thls cis-acting 
sita participates in the lncompatibility towards p42d 
through the action of RinO. To test this hypothesis, an 

02002 Blackwell Publlshlng Ltd, MolecularMlcroblotogy, 46, 1023-1032 

n-Km interposon was lntroduced into the rinO gene 
located in p42d of R. etli. to generate straln VOH 01. The 
introduction of pH3-F317 into VOH01 did not cause tho 
displacement of p42d. 

On the other hand, the introductlon of pL78-79, contain· 
ing the rep/par region, rinQ and its cis-actlon site into VCH 
01, provoked the loss of p42d. These results demonstrate 
that the recombinase is essential to exert lncompatibility 
against the symbiotic plasmid. For these reasons, rinO 
was name for resolvase relatad to Jncompatibility. 
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u: :.~: t~t~¡~::;c .. ::; 1 ~~~~~~ il 
Flg. 2. Plasmid pattern of Rhlzobium etli 
trnnsconjuganls selected tor lranster of pH3· 
F317 and pH3·F317·1. Panels 1 show the etb•d· 
ium bromlde•stained Wheatcroft gels. Panels 11 
show the hybridizatlon ol lhe plasmid proliles 
with pSUP202. Strains: lanas 1. CE3 (wt); lanos 
2-8, lransconjugants containing pH3·F317 (AJ. 
lnnes 2-11, transconjugants containing pH3· 
F317·1 (B). Arrows indicate tha position ol: th\l 
symbiotic plasmid 'p42d', the incoming plasm•d 
'P'. and tho cointegratod plasmid ·e·. 

~===~====== --------
._..._ -- ..;:............ ·····--

Plasmid retention tests showed tho.t p42d carrying the 
rinO::n-Km insertion was as stable a ... the wt p42d. indi­
cating that RinO does not play an essentlal role In plasmid 
maintenance. 

Topo/oglcal requirements for exerting incompatibility 
against p42d 

Plasmlds pH3-F317 and pH3-F317-I have two regions 
homologous to p42d; one corresponds to the rep/par 
region (the 5.6 Hindlll tragment) and the other to the 
317 bp containing the S'-segment of the recombinase 
gene. The relativa orientatlon of the rep/par reglen and 
the 317 bp insert in plasmld pH3-F317 is the sama as that 
found in P42d (sea Fig. 3A). A slngle crossover between 
p42d and pH3-F317 in elther of the two homologous 
reglons results in the duplication of the rep/par region. and 
the ris sita; in this cointegrated plasmid one of the rep/par 
regions is bordered by the two ris sitas as direct repeats 
(see Fig. 3A). In contrast, the orientation of the ris insert 
in pH3-F317-I is the opposite of that found in p42d. A 
single crossover between p42d and pH3-F317-I within 
their rep/par regions will duplicate those regions and the 
ris sita, with one of the rep/par regions surrounded by two 
ris sitas but in inversa orientation. Howevar. if the cross­
over occurs within tha ris sitas, tha resultant molecula will 

·--~ 

have two rep/par regions with one of them bordered by 
two ris sitas as diract repeats (sea Fig. 38). Cointegrated 
plasmlds with ene of the rep/par duplications flanked by 
two ris sitas In direct repeat could generate. by the action 
of RinO, a new circular molecule with autoreplicative proo­
orties. The Rina recombinase will not resolve any recom­
binatlon events from a rep/par region circumscribed by 
two lnverted ris siles, and a stable cointegrate will be 
obtained. 

To determine the relativa orientation of the participating 
elements of p42d. pH3-F317 and pH3-F317-I in the coin· 
tegrated plasmids, R. etli transconjugants were evaluated 
by eight different PCA reactions. The forward and reverse 
primers for these PCRs were specifically designad to 
detect: (i) the rep/par region of p42d or of the incoming 
plasmid, primers 3/2 and 7•¡5• respectively (see Fig. 3); 
(ii) the ris sitas of p42d or tha ris sitas of the constructs, 
primers 9/8 and s· 14 • respectively; (iii) the rep/par hybrid 
regions with primers 7•¡2 and 3/6* (sea Fig. 3A, structures 
cand d); and (iv) the rishybrid sitas with primers 1/4'* and 
S*/8. The results of these experiments are summarized in 
Table 1. 

The loss of p42d provoked by the introductlon of pH3-
F317 In seven R. etli tranconjugants analysad was con­
firmad by plasmld profile analysls, and hybridization (sea 
Fig. 2) of those profiles with pSUP202, which Is the 

Table 1. Topology of hybrid plasmids and cointogrates established by PCR assays. 

Primers (forward/reverse) Amplified product 

,,,.s silos of p42d 
r"ep/par reglen of p42d 
r/s siles of pH3·F317 
replpar region ot pH3-F317 
ris hybrid reglon e 
rep/par hybrid roglon e 
ris hybrid region d 
rep/par hybrid reglen d 

Aº 

2F7 
an 
2F7 
2F7 
717 
717 
an 
an 

Proporlion of PCR prcc!ucts 

e• 
8/B 
BIB 
8/B 
8/B 
OIB 
BIB 
OIB 
8/B 

0/2 
012 
212 
212 
0/2 
0/2 
0/2 
0/2 

a. Proportion ot PCR products obtalnod when ONA of pH3·F317 transconjugants, whlch were eble ro displace the p42d (INC+), were usad as 
templa tes. 
b. Proportlon ot PCR products obtained when ONA ot pH3·F317·1 transconjugants, containing a cointegrate p42d::pH3-F317·1 (INC-), were used 
as tempJates. 
c. Proportion of PCR products oblained whon ONA of pH3·F317·1 trnnsconjugants (INC+), were used as templetes. 
The positlons of lorwatd/reverse prlmers, the size of each amplilled product and the e and d hybrld roglons are indicated In Fig. 3. 
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B 

IIi 
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7• 6•S• 4• 
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IV 
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Flg. 3, Structures ol the recombination intormodiates ond their resolution products generated botwoen p42d and an lncoming plasmid, 
A. Structures of the recombination intermedia1es between p42d and pH3·F317 and their resolution products. (1) Structure of the rocombination 
intermediote if tho crossovor occurs within lhe ris sitoc; 'a' and 'b' show lhe resolution products il this intormodiale is resolved via RinO. (11) 
Structure of the rocombinotion inlormodiate il the crossovor occurs within tho rep/par rogions; 'e' and 'd o.re the rosolution products if resolved 
via AinO. 
B. Structures ol the recombination intermedio.tos betwoen p42d and pH3-F317-I and their resolution products. (111) Structure of the recómbino.tion 
intermediate if the crossover occurs within lhe ris sitos; •e· and 'f' show the resolution products if this intermediate is resolved via RinO. (IV) 
Structure of the recombination intermodinle whon the crossover occurs withln the rep/par regions. Block arrows show the rep/par region and tho 
ris sito of p42d. White arrows represent the rep/par rogion and the ris síte of the lncomlng plasmid. Black and whlte hybrid arrows show the 
recombinad regions between tho incoming nnd resident plasmids. Numbors o.re specitic primers fer p42d (the resldent plasmld). Numbers with 
an asturisk are specific primors fer tho incoming plo.smld. Numbers in italics indicate the size of tho oxpoctod PCR products. Tha blnck circle 
indicales the posilion ot the chloramphonicol rosislnnt geno. 

p•asmid core of pH3·F317. A new small plasmid was 
present in ali plasmid pretiles of these strains. In these 
tranconjugants. PCR products always Jetected the pres­
ence of hybrid regions at ris, and at rep/par (structure •e• 
of Fig. 3A). In contrast, PCR products indicativo of hybrid 
reglons of structure 'd', Flg. 3A. were not found. Less 
abundant PCR products representing ris and rep/par 
regions of plasmid pH3-F317 were also present. These 
results (Table 1, column A) demonstrate that the incoming 
plasmid recombinad through the rep/par region and the 
cointegrate was resolved using the ris sitos generating a 
new replican (structure 'e' ot Fig. 3A). As P42d was dis­
placed because the antibiotic resistant marker ot the 
incoming plasmid was selected, PCR products indicativa 
of structure 'd' on Fig. 3A, were not found. 

The plasmid pretiles of 10 R. etli pH3·F317·1 transcon· 
jugants were analysed. In eight, a p42d::pH3·F317-1 coin­
tegrata was detectad and confirmad by hybridization with 
pSUP202. In the remaining two strains, the loss of p42d 
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and the presence of a new small plasmid were demon­
strated by analysing their plasmid pretiles. The PCR anal· 
yses performed with these strains are shown in Table 1, 
columns B and C. PCR products representing the hybrid 
ris regions were not obtained. However, PCR products 
characteristic ot rep/par hybrid regions were always 
detectad as well as products indicativa of the r!s and rep/ 
par wt regions of p42d and pH3·F317·1. These results 
lndicate that the cointegration events and their resolution 
occurred between the rep/par regions. 

In the two R. etli pH3-F317·1 transconjugants in which 
p42d was displaced, only the PCR products characteristic 
of the presence of ris and rep/par regions of plasmid pH3· 
F317·1 were obtained (Table 1, column C). In these two 
strains, the PCR products were indicativa of the presence 
of the incoming plasmid in unmodified form. These results 
are consistent with the Idea that the incoming plasmid 
seldom recombines through the ris region in a RecA· 
dependent manner and RinO resolves this cointegrate. 
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Flg. 4. RinO invertase activity assay. Structures of the p42d::pH3-F317·1 colntegrate before and afiar the lnverslon event if RlnO had lnvertase 
activity. Slack arrows show the rop/par region and the ris slte of p42d (the resldent plasmld). White arrows represent the teplpar reglan and the 
ris sita of the incoming plasmid. Black and while hybrid arrows show the recombln&d reglons between the lnc:omlng and resldent plasmids. 
Numbers are specific primers ot p42d. Numbers with an astetisk are specific primera for the lncomlng plasmid. Numbers In ltalics are the sizes 
of the expected PCR products. The black circlo lndlcates the positlon of the chloramphenlcol resistance gene. 

p42d was eliminated by incompatibllity because the 
lncoming plasmid was selected. 

RinO recombinase is a reso/vase with no detectable 
invertase activity 

The cointegration of pH3·F317-I with p42d creates a dupli­
catlon of the rep/par region. in which two inversely orl· 
ented ris sitas bordar ene of the rep/par copies (Fig. 4). lf 
the RlnO recombinase had an lnvertase activity. it would 
catalyse the fllpping of the region contained between the 
ris sitas. To test for such inversions, PCR products usfng 
primers 4•/s and 9¡5· were assessed using DNA from R. 
etli contalning a p42d::pH3·F3171 cointegrate as template 
(Flg. 4). No such PCR products were detectad, strongly 
suggesting that RinO is a resolvaso with no detectable 
invertase activity. 

Dlscusslon 

lncompatibility is an intrinsic property of plasmids and has 
been defined as the inability of two plasmids to stably 
coexlst in the sama cell in the absence of externa! selec­
tion (Novick etal .• 1976). Two mechanisms to explain 
incompatibility have been proposed: first. the sharing of 
one or more elements of the replication and partition 
systems. and second, the interference with the ability 
of the plasmid to correct stochastic fluctuations in its 
copy number (Novick, 1 987). Jncompatibility has been 
observad between plasmids of the Rhizoblaceae family 

e 
+ 

(Beynon et al., 1980; Brewin et al., 1 980; O'Connell et al., 
1984; Rosenberg and Huguet. 1984; Hooykaas et al., 
1985; Hynes etal .• 1985; O'Connell eta/., 1987). Nevar· 
theless, colntegrate formation between incompatible 
plasmlds of the Rhizobiaceae family has been frequently 
reportad (Brewin etal .• 1980; Hooykaas eta/ .• 1980; 
Johnston et al., 1982; Ramfrez-Romero et al., 1997). 
lnterestingly, these cointegrates are stable. 

A recomblnant plasmid contalnlng the rep/par region of 
p42d displaces the symbiotic plasmid in an R. etli recA 
background. But, lf it is introduced into a wt strain, it forms 
a stable cointegrato. In thls papar, we have shown that the 
ability of an incorning plasmid to displace the p42d in a 
wt background depends on two factors: The presence of 
a rep/par reglon of the sama incompatibility group as thnt 
of the resident plasmid, and the presence of a site-specific 
recombinase (resolvase), RinO, and its action sitas (ris). 
The absence of one of these elements suppresses the 
ability of an incoming plasmid to displace the .p42d in a 
wt background. lt is important to point out that in the 
absence of an active RecA·dependent recombination sys­
tem the only elaments that play a role in the displacement 
of the symbiotic plasmid are the cis and trans incompati­
bility determinants located in the rep/par region. A modal 
that combines these elements is outlined in Fig. S. 

We propose that tho introduction of a plasmid of the 
sama lncompatibility group as p42d into R. et/iwill lead to 
the formation of a cointegrate betwoen the incoming plas­
mid and the resident plasmid (p42d) by the general homol­
ogous recombination system (RecA-dependent). lf the 

Flg. s. Participation el RecA and RlnQ in 

lncompatibility againsl the p42d. The introduc­
tion of a plasmid (pH3-F317) conlaining homol· 
ogous regions and incompatible with p42d into 
R. etli drives tho formation of a cointograle 
between the incomlng and the residont plas­
mids through a RocA-dependent rocombination 
procoss. Every event of cointegration between 
lhese plasmlds will lead to the duplicatien of the 
rop/par region, with ene of them bordored by 
two ris sitos as direct repeats. RinO resolvos 
this cointegrate octing at ris siles generating 
two new hybrid circular molecules with autorep· 
licntiva properties. In the absence ot selectwe 
pressure. lncompatibility causes tho sogrega­
tion of oach of these plasmids lnto ditforenl 
colls. 

O 2002 Blackwoll Publishing Ltd, Molecular Microbiology. 46. 1023-1032 
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orientation between the rep/par region and the cis-acting 
sita for the resolvase In the incoming plasmld are the 
sama as that found in the resident plasmid, every event 
of colntegration between these plasmids will induce the 
duplication of the rep/par region. lf two resolvase cis­
acting sitas, In direct repeats, surround one of these rep/ 
par regions, the action of the resolvase will exclse an 
autoreplicative circular molecule. 

lnside the cell, the new circular molecule and the resl· 
dent plasmid will be found in two forms: as independent 
replic~ns which, in the absence of selectiva pressure, will 
drive the segregation of each of the two plasmid types into 
different cells or, In the form of a biroplicon, if the homol· 
ogous recombination system cointegrates the new plas­
mid with the resident p42d. The role of the resolvase is to 
displace the equilibrium between thesP two forms. favour­
ing the formar, and in this wc..y promoting the displacement 
of one of the plasmids. 

The rinO gene shares a high degree of identity with the 
site-speciflc recombinases (sea Supplementary materia!) 
of the invertase/resolvase family (yc5 family). The con­
servad region includes the catalytic serine residue 
involvad in tha formation of the phosphodiestar bond with 
the S'·end of the recombining DNA strand (Raed and 
Moser, 1984; Hatfull and Grindley, 1 986; Smith and 
Thorpe, 2002). 

As observad in all resolvases, RinO acts only lf the ris 
sitas are directly orientad (Smith and Thorpe, 2002). 
lnvarsely orientad ris sitas do not yield the inverslon of the 
region between tham. indicating that RinO is a resolvase 
and not an invertase. 

The cis·acting sitas of resolvases nre longar than those 
found far the invartases (batween 100 and 160 bp). and 
consist of ene core sita where actual crossover occurs, 
and two accessory sitas usually required fer synaptosome 
complex formation and the transnctivation ot strand 
exchange. Tha experiments shown here indicate that 
RinO resolvasa requires for its activity a cis-acting site 
(ris) of 317 bp (Fig. 1). which is consistent with its 
resolvase role. 

Site-specific recombination has been implicated in the 
mnintenance of low copy-number plasmlds includlng P1 
(Austin eta/., 1981) and RP4 (Gerlitz eta/., 1990), as well 
as multicopy plasmids :ike CloDF13 (Hakkaart et al .• 
1984) and ColE1 (Summers and Sherratt, 1984). How­
aver, insertion mtJtations in the rinO gene of p42d did not 
affect its stability (data not shown), suggesting that the 
resolvase is not essential for resolution of multimers. Sim· 
ilarly. in RP4 dimer resolution by itself is not sufficient for 
stabllization (Gerlitz eta/., 1990). 

lt is not always is possible to find detectable amounts 
of plasmid multimers in DNA preparations from recA and 
wt strains. Largar amounts of plasmid dimers can be iso­
lated from recBC derivativa strains. indicating that in this 

C02002 Blackwell Publishing Ltd, MolecularMicrobiology, 46, 1023-1032 

genetlc background it is easier to evaluate the role of 
sita specific recombinases in plasmid multimer resolution 
(Gerlitz et al., 1990). 

The presence of the rinQ gene is not confinad to tho 
symblotic plasmids of R. etli. Genes with a high degree of 
identity (ranging from 41°/o to 77°/o) can be found in other 
repABCplasmids and in the sama relativa orlentation with 
respect to the repABC genes than that found in p42d. 
Among these are, the octopine-typa Ti plasmids pTiC58, 
and pTl·SAKURA of A. tumefaciens; pRi1724 of A. 
rhizogenes, and the symblotic plasmld of Rhizobium 
sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997; Suzukl et al .. 2000: 
Goodner et al .• 2001; Moriguchi et al., 2001 ). This obser· 
vation suggests that the phanomenon described here 
is common to other repABC plasmids present in the 
Rhizobiaceae. 

Experimental procedurea 

Bacteria/ strains and growth conditions 

Escherichia co/i DHSa (Hanahan, 1983) and 517·1 (Slmon 
et al.. 1983) W"3ro grown at 37ºC in Lurla-Bertani (LB) 
medium. R. etli CE3 and derivativas were grown at 30ºC in 
PY medlum (Nool eta/., 1984). Whan needed antibiotics 
were added at the following concontrations (in microgrammos 
per millilitre): nalidixlc acid. 20; kanamycin. 30: chloramphenl· 
col. 25: ampicillin and spectinomycin, 1 OO. 

Bacteria/ matings 

Derlvatives of cGD47 and pH3 were introduced into Rhizo· 
bium using Escherichia coli 517-1 as the donor straln. Strains 
were grown in the propor liquid medium to stationary phcse.­
mixed in a donor:recipient ratio of 1 :2 on PY platas, and 
incubated at 30°C ovornight. Cells were rosusponded in lresh 
PY medium. and serial dilutions were plated on the appropri· 
ato selectiva medium. 

P/asmid profiles nnd hybridization 

Pretiles ol high·molocular·weight plasmids were obtained by 
the in-gel lysis procoduro doscribed by Wheatcroft et al. 
(1990). Gols wero tro.nsferrod onto Hybond N+ mombranos 
(Amersham) using tho manufacturers protocol and cross· 
linked using a UV crosslinkor unit (Stratagene). Hybridiza· 
tions wero per1ormod ovornight using a.32P-dCTP·labolled 
probos (Megaprimo kit; Amorsham) under high·stringoncy 
conditions (65°C in rnpid·Hyb buffer. Amersham). Hybridiza· 
tion signals were dotoctod on X·OMAT-K films (Kodak) in the 
prosence of intensifying screens. 

DNA isolation and manipulation 

Genomic and plasmid DNA wero isolated as described by 
Sambrook et al. (1989). 5omples of ONA were restricted and 
ligated undor the conditions speeified by tho manufacturar 
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(Ámersham). Taq polyme·rase (Gibco 8AL) was used for poly­
merase chain reaclion (PCR).t PCR products were clonad 
uslng a pMOSS/ue blunt-ended cloning kit (Amersham). 

Plasmid construction 

To identily the elements requh-ed to exert incompatiblllty 
agalnst p42d In a wt background, a collection of subclones. 
PCR products and deletion derivativos of cosmid cGD47 
were created. One colloction was introduced into the SamHI 
sita of plasmid pH3, a mobilizable vector able to repllcate in 
Rhizobium (Ramírez-Romero eta/., 1997). All members of 
thls collectlon were named with the profix pH3- followed by 
the name of tha insert. 

Deletion derivativas of cosmid cGD47 were obtained by 
partially restricting the DNA of cGD47 with SamHI. The 
restriction products were re-ligated and transformad lnto E. 
coli colls using kanamycin for solection. Tha BamHJ restric­
tion patterns of tha transformants were analysed. In total, 13 
clones containing difforont combinations of fragment 879 and 
the other 1 O SamHI restriction fragments ol tho cGD47 insert 
were selocted, introducad into R. etli CE3 and their ability to 
displace p42d was detorminod. 

Mutagenesis of the rinQ gene 

A PCA product of 1.89 kb containing tho SamHI sita located 
between fragments 878 and 879 was clonad into pWS233, 
a gene replacoment vector contalning sar.RB (Selbitschka 
etal., 1993). An n-Km interposon was introduced into the 
BamHI sita botween 878 and 879, thus intorrupting the 
resolvase gene (rinO). The rosulting construct was matad 
into R. elli CE3, and double marker-oxchange events were 
selocted on PY platos containing nalidixic acid, kanamycin 
and suerosa (15%). The gonotypos of the rocombinant 
stralns wore confirmad by Southern hybrldization analysis. 

DNA sequencing 

A shotgun DNA library of cosmid cGD47 with insort sizes 
from 1 to 2 kb was constructed uslng M1 3 phage as vector. 
The sequence of clonos was obtainod using a BlgDyo 
terminator Cyclo soquencing Ready Roaction Kit and a 
373-A DNA Soquencing System (Appliod Biosystems). Con· 
tigs were assombled using the CONSED program (Gordon 
et al., 1998). Most of the sequence of cosrnid cGD47 was 
obtalned from the random clones, but tha doublo-strand DNA 
saquence of fragments 878 and 879 was completad by 
primor walking using custom-mado primors (Gen8ank acces­
sion no. U8092B). 

Bioinformatics 

Open reading trames (ORFs) wero idontitiod using GLIMMEA 
2.02 (Salzberg et al .• 1998). Nucleotide and deduced amino 
acid sequences were comparad with thoso depositad in tho 
GenBank non-redundant databaso using the BLAST 2. 1 algo­
rilhm at the National Cantar for Biotochnology lnformation 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) (Altschul et al., 1997). 

Determlnation of the structure of hybrld plasmids 
and cointegrates 

To determine if a construct displaced p42d or formad cointo­
grates wilh it, the V'lheatcroft gels of at least tour transconju· 
gants of each cross were blotted and hybridlzed with a 
32P-labellod pSUP202 DNA proba. 

Genomlc DNAs of the transconjugants were usad as sub· 
strate in eighl test PCR roactlons. Four primers complomon· 
tary to pSUP202 woro doslgnod and thelr number marked 
wlth an asterisk. Two of them (4• and 5 .. ) flank the SamHI 
sita of pSUP202, o.nd the other two (e• and 7•) bordar the 
Híndlll sita. Five primers were designad complementary lo 
p42d. The exact position of these primers Is ldentified accord­
lng to 1he reportad sequonce of this reglon (whero baso ono 
is the first nt of the BamHI slte of 878): reverse primer 1, 
3881-3898; forward primer 2, 7106-7123; reverse primer 3. 
12857-12874; forward primer 8. 2564-2580; reverse primer 
9, 2927-2952 (soe Fig. 3). PCR products were resolved by 
electrophoresis in agaroso gels and stained with ethidium 
bromide (seo Supplomentary material). 

Detectlon of invert~-.se activity 

To detact 11 RinO possoss invertase activity reflectad as the 
flipping of the DNA rogion located between two lnverted ris 
sitos, the DNA of transconjugants containing the cointegrato 
p42d::pH3-F317-1 wero utilizad as template for two PCR 
reactions designad to detectad this movements. The first 
PCR utilizad primers 4• and B (positions mentionod abovo); 
tho second reaction. prlmers 5• and 9 (see Fig. 4). 
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RESULTADOS ADICIONALES 

Los resultados descritos en -el artículo demuestran que la resolvasa sitio-específica RinQ y 

sus sitio~ de -accióri,~-presei1tes en el plásmido simbiótico de R. et/i, se requieren para la -

resolució~ de :-coint~grádo~ -formados con el p42d y para perm.itir Ja expresión de un 

verdadero f~n~tipo- <l6 .. i11compatibilidad. En esta sección se describen los experimentos 

realizados para deter1Í~lri_ai el 'papel de_ la resolvasa RinQ en Ja estabilidad d~l pÍásmido 

p42d, así como t'~iiii;,¡-~f{.'~1-~b~lisis para explorar la presencia de este tipo de resolva~as en 

otros plásmidos Íip;repÁ.sC:, . --
... ·. ~:- ·_-!,'_, ·:>":: >'· ~-·. . 

l. El papel d~ la ~:sol,·asa -RinQ en la estabilidad del p42d. 
<.:./:"• 

C~n;();_se-. ~11'en6ionó en la introducción, muchas de las resol vasas sitio~específicas 
reportadas __ .en i"a Út.,;ratUra, ·desempeñan un importante papel en la segregación de los 

plásmid<.:ik/f::~te ~l~o de enzimas resuelven Jos cointegrados (dímeros o muÍtirll.eros) que se 

forman ;.;~ l.a ~eé::ombinación homóloga entre un plásmido recién sintetizad6 y el plásmldo 
- ~ ~ . .·. 

parerital/al terinino de la replicación. Las resol vasas resuclv_cn rápidamente- ·ctial.quic1: 
. : . ~ ; . --- -~ -

forma rmiltimérica a monómcros, haciendo posible que el proceso de particl(Sh.o.:'ur~ridc 

manera exÚosa. -• · .(,·_ • 

Dad_o que.el plásmido p42dtiene entre 1 y 2 copias por célula(R~mÍ~ez-RC>rneroe/ 
a1. 2000), una reco111bin~ció1~ homóiosa e~tre 1as copias de es1e·p1~·~¡~i;yfü.1~<l~·J~-~~igcn 

,, . -- . - - - - . ,.. - - - , - ; . - - . --, - . ,' . ,. .-_, ,. ·. - . ' . ' - ... __ , -'.' . --~ ~ .. -~~ . .. ·-

ª la formación de un coiritegfado,- el cual,. si no és resuelto puede. ¡:>io~o~~r·1~·si~ui~nte! 1) 

~i~:.~:~?~5f ~~:~~~J.;:~~~~~i2i~Í{f Jif i~f J{~~I~~r~;~~ 
estabilidad del plásmido p~2~.Para ~Ho s~ utái.f~~bh~d'~~:-¿#~i-b6~ una resol vasa funcional 

(RinQ +): Ja cepa ~iÍvestre CE3~ r~~isie~t; ~l:~ii~,?J:~~IÍ.~!~ic'J'(N~Í). y la cepa CFNXI 92 

(Brom et al. 1992), que port,a-~Jtr~f:isp()son i;:ri?inob en'el p42d, con resistencia a Na! y a 

kanamicin~ (Krrí); y dC:is éepriscori 'i.in~ ie~oí\iris:i ina~Íiva (RinQ -): la cepa VQHOI que 
' . , -· . ;.- . . -. . ,. ., .-, .. '• . - ~,. ' . 

tienc·'una inse~ción mutacionaÍ éull.interposón -_Q kanamicina) en el gen que codifica para la 
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resol vasa RinQ, resistente a Na! y a Ktn, y la cepa VQH02, derivada de la cepa CFNXl 92. 

que _r.iene un interposón .Q. espectinomicina insertado en el gen que codifica para la 

resolvasa RinQ, con resistencia a Nal y a espectinornÍcina (Sp).· Esta última cepa, fue 

canstruída i:itilizando" la misn:ia estrategiaqúese empleó -Jara: obtener la cepa VQHO 1 (ver 

materiales y rnétoél9~ dei'artí.:Úlo), 

L~ .. ~st~bÚidciéi d.;-if:>42ci ~e caídü"iÓ d~ la sigul_erite m~riera: Se cultivaron las 4 cepas 

en-~edio ?v'C:onel-'anÚb.ióti~o>respecti~ó. sC: coséC:iiiiron''C:i11~·fase estacionaria y se 
• ,. •• ''>"·~,,-, ~ -··~·~·.·-·,.,, ... -H," .',""•:"'>•~-.;"".,.>"";"" •••• ',";• ,'"""0'•"".~.,-:; "of' ·.~:·•:,-·•.• .• , • ,'", 

lavaron ccin)~Y-:sin ai:tibióticc>'cori el fin de eliminar el _antibiótico, posteriormente las 

células s"e di!Úyerón enri1edio fresco sin selección hasta "obten"er una densidad óptica de 

0.001 a 620 nm. Después se cultivaron por 2, 5, 12, 18 y. 25 generaciones (el tiempo entre 

generaciones es aproximadan1ente de 2.5 hrs.). En estos tiempos se tomaron muestras, a las 

cuales se les hicieron diluciones seriadas y se platearon- en medio: sóÜ<lC>.:s"i;(selec.ción. · 

Luego, se eligieron 1 00 colonias y se probaron en cajas c_on y siri- seíedáiÓ~-L:-¡:;¿clo ·este 

procedimiento se realizó por triplicado. . _ . . . .. :.:~?:.:: ~ .··; '•· .. 
tambié1~:1et::::~:b:e:~:::i1:::; :In;~;;~::· :::::,7;o:e~~1=t~:!edt~~1i~~~J~~!~ffü;()~ud: 
cada cepa al término de las 25 generaciones. Los resultados obtenidos iridicari que la 

resolvasa RinQ no tiene un papel esencial en la estabilidad del plásmido; las posibles 

explicaciones de estos resultados se presentan en la sección de discusión y las estrategias 

alternativas para evaluar la estabilidad del p42d, en la sección de perspectivas. 

2. Presencia de Rccombinasas homólogas a RinQ en otros replicadores tipo repABC. 

Con la finalidad de conocer si resolvasas similares a RinQ, se encuentran presentes 

en otros replicadores tipo repABC, y en qué orientación se encuentran con respecto a la 

región replicadora, se realizó un análisis utilizando el programa BLASTP (Altschul et al. 

1 997). En este análisis se comparó la secuencia en aminoácidos de la resolvasa RinQ contrn 

la base de datos no redundante (nr) del National Center for Biotechnology Information 

(NCBl, http://ww-.v.ncbi.nlm.ni11~gov/BLAST) y se encontró que genes con un alto grado 
., ., .. ·, 

de identidad Cc:oi1uri r~~g<:{de 4 I % a 77%) con la resolvasa RinQ, se localizan en otros 

replicones tipo· repABC en la-misma orientación relativa con respecto a los genes repABC 
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que se encuentran en el p42d. Entre los plásmidos que contienen este tipo de recombinasas 

están: los plásmidos Ti tipo octopina: pTi-SAKURA y pTiC58 de Agrobacteri11111 

tumefaciens; el plásmido pRi 1724 de Agr~bacúÚ·iÍunrhizogenes, y el plásmido simbiótico 

de Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et a!.;'i 997; Süztiki ctaL;. 2000; Goodner et ái .• ~ 2001; 
' .· .. - . ~· • - -· .. - .. - •. ---= - - . . . -. - - • > - - - - - -

Moriguchi et cll., 2001) .. Ún ·. a!irié'~h:;Í,ento'.d~:¡~ secllell~i~s d~ a~'ÍinoáCidosde · 1a resol~risa 
RinQ. y fo~· 'gehes quecodÜiCari.:.'para las r¿'coinhihrisas •presentes en los· plásmidos 

mencionados ·ai1teri.orn-i~~t~'s~ ~;1¿Í.ientr~ eri :i~.•·figti~a' 7~ 
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias de amino.'lcidos de RinQ, resolvasa del p42d de Rhizobium et/i y las 
recombinasas, pertenecientes a la famifü1 de las resolvasas/invertasas, de los plásmidos Ti tipo octopina: 
pTi-SAKURA y pTiC58 deAgrobacterium tumefaciens; el plásmido pRi 1724 de Agrobacterium rhi=ogenes, y 
el plásmido simbiótico de Rhi=obium sp. NGR234, asi como también la secuencia de la gammadelta resolvas" 
de E. coli. El asterisco señala la serina catalitica del sitio activo de las recombinasas de esa familia. 
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DISCUSION 

En la e.volución de las especies bacterianas, los plásmidos representan un factor muy 

in1portánte debidó a ql.1e püedeú transferir e intercambiar información genética dentro de las 

poblaciones bacterianas. 

Sin embargo, para que la transferencia e intercan1bio de .material genético n1ediada 

por los plásmidos sea exitosa es necesario que dichos plásmicl~s. se'1nrinteng~ ~~tabl,en~~nte 
y ~oc;:xistan con los plásmidos residentes, dentro dé "e~tas>t;ri~t,~ri~~.:F>~rfo• i~~~o;- lus ·.·. 

opciones de mantenimiento que tiene un plásmido cUando sci tran'sfii:'re a~nanu~v'a bacteria 

s?n: a) ma;tenerse replicando estable e independi(!nt~~(!~-te,'.~:~~Ef¿;;.~óf~~~~~¿~~\C:.f·~~ia: b) 
cointegrarse con el cromosoma o con alguno delos plásl11idos,;résident~s,:o :bien,, c) ' 

desplazar ~6r inco~patibilid~d a algún plásmido re~id~nt~ :~J~_;'.f;J{~'. . ~~I~;'.:j~~?~·:·< .· -.:. , 
Desde el punto de vista . de la transferenCiá' lateral :\;'<leccmatériali' g·ené_tiéo,. la•, -

incompatibilidad constituye una barrera que limii~ íci;<i~s~~f~Í~Jt9;~T~~ºi~bl~~i~~;rii6\Íe • 
nueva información genética dentro de las cé!Ulas>'' :El'éstuái'o'• de'·.i~s ffi¿;'C{~~i~m~s de 

mantenimiento de un plásmido. las bases mokcula~~sd~ l~'ib{~·~patibiÚdad, estabilidad y 

repli~ación, proveé el conocimiento para entendei-_eL_fl~}~-(¡.; int()~n1a~ión entre bacterias y 

por ende entender uno de los mecanismos i-i'1~~(i;i;~6rtantes de la .;volución de éstos 

organismos. En los plásmidos de la famÚíéRífri;biriceae·:·se im demostrado que ellos 

pueden transferirse y funcionar en miembrri~-d~ 'dire~~;,:~6' J;;éné~o, p~r ejemplo: las cepas de 
, . . . ' "" - ,,, .. , . -:- ' '·"t'-- ·~ . ·- . 

Agrobacterium que adquieren plásmidos',sil1~!;'iÓtic6s'~or1capáces de nodular y las cepas 

de Rhizobium a las cuales se les introdu_ce-~l~~~idos pRi o pTi de Agrobacteriuin se 

vuelven patogénicás (Hooykaas;~t ~/.;;i98'1;,o;:corÍ~elJ, 1984; Hooykaas, et al. 1985; 
• ' • ..'- .. '-"'' ~·· • •"•' '••'<• • • - •• • • • 

Hyncs, et al. 1985; O'CÓrínell, l 987;CMariír1~z',e'Fai:'Ú:>90; · Ivlercado-Blanco y Oli~ares 
1 993). También se l~a dbservadb qu.;;~~i~~~ in~~dip~ÚbÚidad entre los plásmidos de esta 

familia, y los deteriTiinantes e::is y tr~,:,-; de)ri(;~tTip:itibilidad de algunos de ellos han sido 
·''. ~ ·.';. , 

caracterizados (Rigottier.et al.'1998;•_Rániírez~Romero'et al. 2000). Se han reportado 
' ,. . . . . '- ... - -~ ... . ...... , .. ' - _., - (' ·- . ' -

cointegracion;;s, médiadas porrbcotbiriación'•hoÍnóloga~ entre dos replicones e incluso 

entre tod~s los replic~ries d¿ ~nri c;~~a_{M~:¿:¡i{gui e'; l11.2002), y además, se ha observado la 
• • • '.- .·; ;·.:., · •. -,., .. __ ., e· •. - ··- - .' 

formación de coiritegrados-esi~~les'.entre: plásmidos incompatibles (Brewin et al. 1980; 

Hooykaas et al. 19SO; RrimÍre:Z-R.dlTI<!ro et al. 1997). Sin embargo, hasta antes del presente 
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trabajo, no se habían realizado estudios sobre el mecanismo por el cual los plásmidos 

incompatibles forman cointegrados en lugar de desplazarse por incompatibilidad. 

Los resultados obtenidos en este trabajó: incluyen la caracterización genética y 

:J;:fa~~~".~~{!:i:S~Zt~:Jf {~~!f~~~~l~~f,,~:;:~;~:i::;d:~=:::;~ 
novedoso;''rneca·nisnio. de· ·i?cornpati~:iiidad_:'·c;;.Ji,_;·e1~:cµa1:;;_¡:iartic,il'~n.:Jos ,pro~esos de 

:::~rf ~k!:t=~~:~:::~=~~1f if~~l~~~l~~{¡i~i1r~~t~i~!i\~== 
las secuencias homólogas.• que_· co.n1earteii;'¿meaiada7pór.'.R.ecA:.,:Además;,_que; c;:l,:~ósrriido . 

:~:':2.~f;:';;,~::::.:z:.:l~~i11~1[~~i~ll~1~~~iil1i~~~~f t:·:: 
mcornpat1b1hdad entre _ambos plasnudos:,Ehmsmoresultado_que.se.obttene·con•el cGD47 . 

se __ obsér~ª--~º~-~ri. plá~1ni~~-.-~F:.~~x~~~;~1:~~~~~-~¡Z~i1~~~?};Rf'.~"~~~~~~:~~;~lfü~1-~~;.Ri~:é3~~~- 1ª · 
resolvasa .RinQ; •·en: la' misrna(orfoiúaciónºi;relaiiva'.'con''.respectoyaJ;;replicadór.ique se 

::::::¡~?;~tJ1,l.~~~{~~~~!llii~!f ti!&lil~l~itt~~~~f:: 
este comtegrado al poseer d0 s s1t1os"i~e:acc1o~::en¡-()~1entac10ni'd1r7da,':se'.resuely7:por .la 

acción· de füriq, h-i~aiariie 

se introduce a una bacteria que 

;· ... , .. ,i.':'.···'·. --, ... -

Por otraiparfo/déntro·de los sistemas de control de la partición de plásmidos, se 

encuentranl_o~\~¡~'i;.;irias de resolución de multímeros: las recombinasas sitio-específicas, las 

cuales partifiprine:1i"~1 mantenimiento de plásmidos de bajo y de alto número de copias. Las 

resolvasa~::_cl~~~¿rii~;:tienen el papel de resolver el multimero y "convertirlo" en monómeros, 
- . \ ,. '~ '·- .,. ' . ' . - -

permitiendo así que sean reconocidos por el sistema de partición activa y sean segregados 
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correctamente a las células hijas. Sin embargo, la inactivación de RinQ debido a una 

inserción mutacional en el gen, no. tiene ningún efecto en la estabilidad del plásmido p42d. 

Este hecho ha sido reportrido también' para otras. resolvasris.(Gerlitz et al. l 990, Tolmasky, 

2000); y puede·~xplicarse<p~f variásra:ióne:i:• 1)par~~~üe\1n fenotipo· de inestabilidad se 
,- . --- -. ,. - . - - . . . - ·- ' -'. '- . -·-· - - . ---- - ·- ~ ... - -· . , __ ·-· ... -- ' .·:, ·.--: .. - . ' . -

manifieste por causa de'una· 're_solvasa, sé requiere de·1~-~~isténcia de un muli:ímero y la 

ausénéia ci;~; l~\~~~~i~~~~/a:ú.\ ~~~;and~ c<?n:;¡;~~~l{ri~~\~~~i_i~~Íto; n() siempre e~_ posible 

:::;~~~fif I~/~!~!E~~~;:¡~l:1~5!5~
1

t~1~!~\~1tl~:1~~;~:~~~lÉ: 
el papeLd~ i.Inriresólvasa en Ja resolución de multíme'ros y p~i:_}.; trinto e_Í1 Ja estfibilida_d del 

plÍ:ísmido, 2) ·La resolución de un cointegrado, dín1ero_o i-rit1i{¡mero, no sC>16 dépen~e de_ 1;1na 

resol vasa; dado que este tipo de moléculas tienen inf()rm'.lción dúplicadaeidénti6it1,()ó%, 

eÍ. sistema de recombinación homóloga puede enc0'~garse de recombi~ar y 're!'H:>I~~r el 

multímero, 3) La existencia de varias resolvasas sitio~especificas (diferentes), en eL\nismo 

plásmido,; con sus propios sitios y con la misma:c'a¡,~hiélii<l de estabilizar al ~·1á~;:üi~b~:aí< 
participar en la resolución de multímeros;-~11. la lit~~Ji.¡_¡ra sé encuentra, por ló ;;;¡;nos;- un 

ejemploL:-,:::1::,~::.:::::r:~:-;,;~1{2~:~~t~i[~~If el~~'.~di6 ",§'.~Af ~,~j1i~~j~¿e 
contienen resol vasas crípticas, en, las •cuales(n_o}se:ob~:en,a tin;feriotipoi_.de'estábilidád:' La ., 

ausencia de una. fünció~ .·.· .~~~~~,-~~Iia~~~;I~~~~~;~~s~~~~:.~~':.~,~~~,~,~~~l~ri~~~~~:;~~f~ti~ · · 
plásmidos . incompatibles de. diferentes •'_cepas:;.forlTÍen_'.:fre_cüentemerite 'cointegradcis y 
rearreglos.. • .. - •. . . ·.}~~~r~tij'; ity!:f-\:::::;¡;'.~~,'i._fr·:;;,iT'.'}:-'f;c•: .:'·• .. ·_.. · . -. . 

Existen' reC011J.biriasas:-:deJa',ifomilia'i:esolyasa/invertásá con alta homología a la 
- : '· --,_. __ ·· i·:- :·.:"~·,.::i~·-:~_.;~~~'.~-~~~.:::tf~':~'.\ti~·~;;-".~JS:L':~y¡J:.t.:~-\.:;;~.:~:;·~~--- -· .--_ ;~ ~;~;,· -~-' .:.:_-~ ··.: ' -

resolvasa · RinQ-.en cótro.s"'replica-d?resjfrepABC; y sorprendentemente, en la misma 

:::~~:::::::':5&~~t~i~il~i!1~~~~51:t~:~;~:;:~~=:~~;:~:u~::~:~::::::~~:n~: 
plasmídico pre;~~t~n:iJ~'¡i:"o~~;iriiÍh~ión similar y que el mecanismo de incompatibilidud 

descrito en este trabi;J~JG~~~·'eii~~·presente también en esos plásmidos. 
, • • . . ·, ~ •' -" ,. - ! ---

En conjunte:>,: Jos ~f;'s¡_;Ii.ado·s obtenidos representan un avance en el conocimiento de 

Ja biología de plásrriidos de las Rhizobiaceas y de las funciones de las resolvasas sitio­

específicas. 
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PERSPECTIVAS 

Las perspectivas de este trabajo son: 

!) Delimitar el sitio de acción de RinQ y determinar los subsitios que lo co.mponen. 

2) Evaluar ~l pápel de RinQ sobre Ja estabilidad del p.42d en un fondo genético equivalente 

arecBC-. · ··:·. 

3) Determinar Ja presencia ele otros sistemas de resolución en el~p~2d;c:flii'e puoiéran estar 
~· :. _:,> .• ~:·;_'.~;;·. ~ ~·.;·.~:::\.~.,_.:.:; :~ r 

relacionados con su estabilidad. •.··.·;:·;· . .1.,;,··· 

4) Extrapolar los estudios realizados en este frabajo a otras ·recc>iribiÍias'a's;•. c,omo las 
• • • • -. • -. • • ·•<' •" • " .. , •. ·~,w:, • ~ ' • • 

relacionadas a RinQ que se localizan en otros plásmidos de la familiá ~iz~biace~e:fr;<. 
5) Los cointegrados formados e~tre plásmidos incompatibles t~rribl~~,~~~'J"i;i'~~; ~~delos 

:.-. -. ..-.·. :- .. _::·-<~ l:._-~--.::/-l\!'~·-;""::."~·.'·· __ _,.. .... ; ''·' 
para estudiar la interacción, en cis, entre dos regiones de repliC:::i'6ióiijp'i;~i(;ió'~\'s'irJ1úa;es. 

;:;,:,:;::v:.~: ~.:::~":º~:::.~";':~:~:;:~::::b::' ;:g~*~ti,~~~~~,S~:::• 
replicación, o al momento de Ja partición, o solo una de ellas/.~.:;•;:~~:?'· ,,}'''V?':• .. 

6) El sistema de resolución que provee Ja resol vasa Ri~Ó y ~ ~~·~ ~itios;de a~g¡¿,[p~·¡;d~ s<!r 

utilizado como u~a herrami7nta g~nética. Est~. si~~~1}1~':<~J.~i;,~~;~~r~fü~~~f:~li1jJ~fr~~~fr5~~ 
en otras bacterias.e incluso eucanontes, y ut1ltzarse·para ehnunar\:>egme~t()s:de.~DN-"' que 

se requier¿¡? 9uÍt~r, para lo cual, solo se reqL1~;~~.:~H~~;~~f{~}i~~~ffi;~\i'i~f;~t~W1¿f,[.~~~~i~~s 
sitios de·: acción y proveer la resolvasá en tf'ciiís'.'.5pé6ido' Tsisterna\es'. sitió-

¡¡~~~lliii~~~i~~~!~i~l!1f~ll1111t'f !~~¡¡ 
una resolvasa tiene ventajas sobre otro tipo de recombinas~s sitio-,;specificas debido a qu.., 

no requiere factore.s ac:cesorios como los que n.eC::esitan'las invertasas y las integrasas 

(Sau<!r, 1 994; 1-luang et al. 1997; Yoon, 1998; Liu, 1998; Hochhut, 1999; Choi, 2000). 
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