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ABSTRACT 

The basic replicon of the symbiotic plasmid (p42d) of Rhizabium etli CE3 is 

constituted by the repABC operon. Whereas RepC is essential for plasmid replication, 

RepA and RepB are involved in plasmid partitioning. Three incompatibility regions have 

been previously identified in this plasmid: the first one encodes RepA, a partitioning 

protein that also down-regulates the repABC transcription. The second region is situated 

within the repB-repC sequence (inca) which encodes an antisense RNA, and the last one, 

i11cf3, is located in a 502 bp-EcoRI fragment spanning the last 72 bp of the coding region of 

repC and the following downstream sequence. In this work we show that: 1) the incf3 

region is required for plasmid partitioning. 2) A 16 bp palindrome sequence, located 40 bp 

downstream of the stop codon of repC gene of plasmid p42d is necessary and sufficient to 

induce incompatibility towards the parental plasmid and accounts for ali the incompatibility 

properties of this region (inc/3). 3) The palindrome is the DNA target site for RepB binding. 

With these findings we propose that incf3 contains the partitioning si te (par site) of the 

basic replicon of plasmid p42d and that the 16 bp palindrome is the core sequence to 

nucleate the RepB binding. We also show that the antisense RNA is the only 

incompatibility determinan! in inca and comparing sequences of other R. etli strains we 

propose that the differences in the loop of the antisense RNA are the cause of different 

incompatibility groups. 



RESUMEN 

El replicador básico del plásmido simbiótico p42d de Rhizabium etli está constituido 

por un replicador tipo repABC. La proteínas RepA y RepB están involucradas en la 

estabilidad, mientras que RepC es la proteína esencial para la replicación del plásmido. Se 

han identificado tres determinantes de incompatibilidad en esta región: el primero es la 

proteína de partición RepA, que también regula negativamente la transcripción del operón. 

El segundo determinante de incompatibilidad es la región llamada inca , la cual está situada 

entre los genes repB y repC, esta región codifica para un RNA antisentido. El último, incb 

es un fragmento EcoRl de 502 pb que comprende las últimas 72 pb de la región codificante 

de repC y la secuencia corriente abajo del gene. En este trabajo mostramos que: 1) Se 

requiere la región in cb para una adecuada partición del plásmido, 2) Una secuencia 

palíndromo de 16 pb, localizada a 40 pb río abajo del codón de paro de repC es necesaria y 

suficiente para ejercer incompatibilidad. 3) El palíndromo es el sitio blanco del DNA para 

la unión de RepB. A partir de estos resultados proponemos que incb contiene el sitio de 

partición (sitio par) del plásmido p42d y que la secuencia palindromo es la parte central del 

sitio de unión de RepB . También mostramos que el RNA antisentido es el único 

determinante de incompatibilidad presente en inca y comparando las secuencias de 

regiones homologas a inca de otros plásmidos de R. etli, proponemos que, las diferencias 

en el asa del RNA antisentido produce los diferentes grupos de incompatibilidad. 

2 



1 \ l l{t Jl ll ( 1 !t 1\ 

INTRODUCCION 

Los plásmidos son moléculas de DNA lineales o circulares, cuya replicación y 

segregación se realiza independientemente de las del cromosoma, se encuentran tanto en 

bacterias, como en algunas levaduras y hongos (Actis et al. 1999). Su tamaño varía desde 

1.3 kilobases (kb) hasta 2400 kb y codifican para funciones accesorias no esenciales para la 

sobrevivencia de la bacteria. Los plásmidos pueden llegar a representar hasta el 50% del 

material genético de una bacteria (García-de los Santos et al. 1996) . La diferencia entre 

plásmido y cromosoma radica básicamente en que el cromosoma es indispensable para la 

sobrevivencia de la bacteria en cualquier condición de crecimiento, en cambio, el plásmido 
• 

no. El plásmido podría ser indispensable para crecer en ciertos ambientes, pero no para 

otros, puesto que codifican para funciones accesorias como resistencia a antibióticos, 

degradación de compuestos químicos, resistencia a metales, factores de virulencia, 

producción de tumores en plantas, la nodulación y fij ación de nitrógeno, etc. (Brock y 

Madigan 1993). Si una molécula de DNA tiene aunque sea, solo un gene esencial para el 

crecimiento de la bacteria en cualquier condición, se le considera entonces, un cromosoma 

adicional. 

La parte más pequeña del plásmido que es capaz de replicar con el mismo número 

de copias que el plásmido completo se le denomina replicón básico y consta de un origen 

de replicación (ori), aunque en algunos casos se encuentran más de uno; al menos una 

proteína involucrada en el inicio de la replicación (en la mayoría de los casos) y posee la 

información genética involucrada en el control de la replicación . Generalmente los 

plásmidos presentan únicamente un replicón básico; sin embargo, se han descrito plásmidos 

que tienen dos o más replicones básicos (Mazaitis et al. 1981 ; Bartosik et al. 1997). 

Los plásmidos están presentes en un número de copias definido dentro del huésped, 

el número varia dependiendo del plásmido, pero puede ser de una, hasta cientos de copias 

por célula (Kado 1998). El número de copias de un plásmido esta determinado por algunos 

3 
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genes presentes en él, pero este número puede variar de acuerdo al huésped de que se trate 

y de las condiciones de crecimiento de éste. 

Muchos de los plásmidos cuentan con la información requerida para su transferencia 

conjugativa, o cuentan con los elementos necesarios para ser movilizados por otros 

plásmidos a otras bacterias, de la misma o de diferente especie o inclusive a plantas 

(Amabile-Cuevas y Chicurel 1992). Esta característica contribuye de manera importante en 

el proceso de diversificación bacteriana, pues la adquisición de plásmidos representa una 

manera rápida y eficiente de obtener nuevas características adaptativamente ventajosas para 

sobrevivir ante un medio cambiante y muchas veces poco favorabll!.Sin embargo, no todos 

los plásmidos pueden transferirse y estabilizarse en todas las bacterias. La manera con la 

que un plásmido puede distribuirse y estabilizarse en una determinada comunidad 

bacteriana depende de ciertas características intrínsecas de los plásmidos como son: su 

mecanismo de replicación , su transferibilidad, su mecanismo de partición y su 

incompatibilidad (Sykora 1992). 

· REPLICACION 

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

DNA, dos moléculas con la misma información genética. Este proceso se divide en tres 

etapas: inicio, elongación y término. 

La secuencia de eventos que dispara el inicio de la replicación de los plásmidos 

tienen muchas características comunes entre ellos y los cromosomas. La replicación 

empieza (excepto para ColEI) con la unión de al menos una proteína (proteína de inicio); a 

una región especifica de DNA llamada origen de replicación (orí). Tras la unión de la 

proteína iniciadora, ésta cataliza la apertura del DNA y promueve la incorporación de las 

proteínas del primosoma y de la helicasa DnaB en la horquilla recién formada (Bramhill y 

Komberg 1988). El primosoma es un complejo proteico que ayuda a desnaturalizar el DN A 

y facilita la unión de DnaB (una helicasa) y de DnaG (una primasa). DnaB desplaza a la 
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proteína de inicio y a su vez recluta a DnaG para iniciar la síntesis del prímero de RNA 

necesario para la fase de elongación de la nueva cadena de DNA. Una vez cumplida esta 

etapa, el complejo multiproteíco de la DNA polimerasa III (DNApol) se incorpora a la 

horquilla de replicación, lo que da lugar a la formación del replisoma. El deslizamiento del 

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

participan proteínas de unión a DNA de cadena sencilla (proteínas SSB) que evitan la 

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

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

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

replicación en Escherichia coli y su función se muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1 Genes v orotemas relacionas con a reolicación del cromosoma de Eschericha coli 

Gen 

dnaA 
dnaB 
dnaC 
dnaG 
himA, hip 
hupA, hupB 
FIS 
dnaE 
dnaQ 
ho/E 
dnaX 
dnaX 
ho/A 
ho/B 
ho/C 
ho/D 
dnaN 
polA 
lig 
gyrA, gyrB 
parC, parE 
tus 
priA 
priB, priC' 
dnaT 
ssb 

Proteína 

DnaA 
DnaB 
DnaC 
DnaG 
IHF 
HU 
fis 
a 
E 

e 
T 

y 

J 8 
8' 
X 
\ji 

~ 
Poll 
Ligasa 
Girasa 
Topo IV 
TBP 
PriA 
PriB, PriC 
DnaT 
SSB 

Función 

Proteína de inicio de la repli~ación del cromosoma 
Helicasa y activador de la primasa 
Ayuda a introducir a DnaB en el complejo de inicio 
Sintetiza el prímero de RNA 
Heterodímero, dobla al DNA a través de una unión específica 
Heterodímero, dobla al DNA mediante una unión inespecífica 
Proteína de unión al DNA 
Proteína central de la holoenzima DNApollll 
Exonucleasa con actividad 3' -5'. Forma parte de la DNApollII 
Forma parte de la DNApolIII 
Forma parte de la DNApolIII 

Complejo y de la DNApolll 

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

Tomada y modificada de Baker y Wickner 1992. 
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Tipos de replicación. Existen tres mecanismos de replicación para plásmidos circulares 

nombrados: Replicación tipo Theta (R8), Replicación por Círculo Rodante (CR) y 

Replicación por desplazamiento de cadena (Figura l ). 

Replicación tipo theta 

En el mecanismo de replicación tipo theta, la síntesis de DNA es continua para una 

de las cadenas (líder) y discontinua en la otra cadena (retrasada). La replicación tipo theta 

puede empezar en uno o en varios orígenes de replicación y puede ser uni o bidireccional. 

Bajo el microscopio electrónico los intermediarios de replicación. se ven como la letra" 8 " 

theta, por eso recibe este nombre. Con algunas excepciones, este tipo de replicación 

requiere para que comience la replicación, de una proteína iniciadora codificada por el 

plásmido, algunos replicones pueden también necesitar a la DNA polimerasa del huésped 

(DNAPol l) como ColEl durante los primeros pasos de la síntesis de la cadena líder. 

Algunas características que se pueden encontrar en muchos de los orígenes de los 

plásmidos con este tipo de replicación son: (i) secuencias directas repetidas llamadas 

iterones y que son el sitio de unión para las proteínas Rep codificadas por el plásmido. (ii) 

Regiones con secuencias repetidas ricas en AT, donde ocurre la desnaturalización del DNA 

y el ensamblaje de las proteínas involucradas en la replicación. (iii) Uno o más sitios de 

reconocimiento para la proteína DnaA (proteína de inicio de la replicación del cromosoma 

del huésped) denominados "cajas DnaA". El origen de replicación puede contener también 

sitios de reconocimiento para el pegado de proteínas que doblan al DNA como IHF, HU o 

FIS (del Solar 1998), o secuencias de metilación Dam, las cuales están presentes tanto en el 

origen de replicación del cromosoma de Escherichia coli, como en el origen de replicación 

de algunos plásmidos que replican bajo este mecanismo, como Pl(Brender et al. 1991), y 

pSC 1O1 (Bramhill y Kornberg 1988). 

La presencia de secuencias directas repetidas en las cuales las prote nas Rep se une, 

no son exclusivas de los pi smidos R8, estas secuencias tambi n se encuentran en 
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pi smidos que replican mediante desplazamiento de cadena (Scholz et al 1989) o circulo 

rodante (Lacks et al. 1986). 

Existen plásmidos con replicación tipo-theta ampliamente estudiados, como el-R6K, 

pSC 101, P l, entre otros, estos replicones requieren una proteína iniciadora 

codificada por el plásmido, (Shafferman y Helinski 1983 ; Ingmer et al. 1995; 

Mukhopadhyay y Chattoraj 2000). Sin embargo, como se mencionó anteriormente, esta no 

es una característica general , el mejor modelo de un replicón de este tipo cuya replicación 

es independiente de una proteína iniciadora es el plásmido ColEl (Marians 1992; Polisky 

1988). 

Replicación por desplazamiento de cadena 

El ejemplo más conocido de plásmidos que replican por un mecanismo de 

desplazamiento de cadena son los plásmidos promiscuos de la familia lncQ, cuyo prototipo 

es el plásmido RSFIOlO. Los miembros de esta familia requieren tres proteínas codificadas 

por el plásmido para iniciar la replicación del DNA: una proteína con actividad helicasa 5' -

3 ' (RepA), otra con actividad de primasa (RepB), y una proteína iniciadora llamada RepC 

(Sakai y Komano 1996). 

La replicación en el plásmido RSF l O l O ocurre a partir de dos orígenes de 

replicación adyacentes de cadena sencilla (ssiA y ssiB) posicionados en las diferentes 

cadenas de DNA. La replicación empieza, cuando estos orígenes se exponen como regiones 

de cadena sencilla. Esta desnaturalización depende de RepC y RepA y la facilita una región 

rica en A T adyacente al origen. La síntesis del prímero necesario para iniciar la replicación 

la lleva a cabo RepB . La síntesis de cada una de las cadenas ocurre continuamente y 

provoca el desplazamiento de la cadena complementaria. Debido a las actividades de las 

tres proteínas codificadas por el plásmido (RepA, RepB y RepC), la replicación es 

independiente de la transcripción de la RNApol del huésped y de las proteínas del huésped 

que actúan en las primeras etapas de replicación (DnaA,DnaB, DnaC y DnaG). Esta 

independencia, podría ser la razón por la cual los plásmidos de este tipo son de amplio 

rango de hospedero (del Solar et al. 1998). 
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Replicación por Circulo Rodante 

La replicación por CR es unidireccional y se considera un proceso asimétrico, 

porque la síntesis de la cadena líder, y la síntesis de la cadena retrasada no se lleva a cabo al 

mismo tiempo. La replicación se inicia cuando la proteína Rep codificada por el plásmido 

hace un corte sitio-especifico en una de las cadenas de DNA, en un sitio llamado origen de 

doble cadena (dso) . El corte libera un extremo 3' -OH libre el cual se usa como prímero 

para la síntesis de la cadena líder (Novik 1989). La elongación a partir del extremo 3' -OH, 

requiere la participación de proteínas del huésped (DNAPolIII, SSB y la helicasa PcrA) y 

ésta, continúa hasta que, el replisoma alcanza el dso. Los productos de la replicación de la 

cadena líder, son una molécula de doble cadena de DNA y un i.ntermediario de cadena 

sencilla, el cual corresponde a la cadena parental desplazada. Esta última se convierte en 

una molécula de doble cadena por las proteínas del huésped que inician la replicación a 

partir de un origen de cadena sencilla, físicamente distinto al dso (sso). El último paso sería 

el superenrrollamiento de las moléculas por la DNA girasa del huésped. 

Las proteínas iniciadoras de los plásmidos que replican por CR tienen una actividad 

de DNA transferasa, de tal manera que son capaces de cortar y unir moléculas de DNA de 

la misma manera que lo hacen las topoisomerasas tipo I (del Solar et al. 1998). 

8 
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(j ......._ le\ lipa Theta 

o\ ---+- ~ D;splazamiento de 
cadena 

~ 01 Cirrulo rodante 

Rg1 . lipos de replicación . Tomada y modificada de Komberg y Baker 1992 

REGULACIÓN DE LA REPLICACIÓN 

Una replicación autónoma es una característica fundamental para el plásmido, sin 

embargo, el plásmido debe sincronizar su replicación con el crecimiento y la división de la 

célula huésped. Para llevar a cabo una coexistencia estable con la célula huésped, cada 

plásmido debe de replicar al menos una vez por generación. Un plásmido que replica 

menos de una vez por generación sufrirá una reducción en el número de copias y por lo 

tanto disminuirá el número de células con plásmidos. Por otro lado, si el plásmido replica 

más de una vez por generación, su número de copias incrementará al unísono de la carga 

metabólica de la célula huésped, lo que provocará un daño en la viabilidad de la célula 

hospedera. 
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La replicación de los plásmidos está controlada básicamente por: (i) Iterones, (ii) 

RNA antitranscrito, (iii) RNA antitranscrito y un represor transcripcional ó, (iv) Una 

Proteína inhibidora. 

lterones: Como se mencionó anteriormente, los iterones son los sitios de reconocimiento 

de la proteína iniciadora de la replicación, y se encuentran, generalmente, adyacentes al 

origen. La inhibición se lleva a cabo mediante un mecanismo llamado "handcuffing", que 

ocurre cuando hay una interacción entre las proteínas iniciadoras que están unidas a estas 

secuencias. Esta interacción puede ocurrir de manera intra o intermolecular; es decir, una 

interacción entre proteínas que están unidas en la misma mol.écula de DNA, o dos 

moléculas de DNA unidas a través de la interacción proteína-proteína, y estas proteínas 

están unidas también a los iterones correspondientes, impidiendo así, la formación del 

complejo necesario para dar inicio a la replicación (Chattoraj 2000). 

Los iterones también pueden encontrarse en regiones fuera del origen de 

replicación, (Pl, F, RK2, R6K), aunque éstos no participan en el inicio de la replicación, 

tienen un papel importante en el control de la replicación (Abeles et al. 1995). En 

plásmidos que no tienen iterones adicionales, los iterones presentes en el origen son los 

únicos involucrados en el control de la replicación. Los iterones pueden estar adyacentes o 

separados por secuencia, los que están presentes en el origen suelen estar presentes en 

"tandem"y situados a una distancia que es, en general, un múltiplo de 11 (del Solar et al. 

1998). Esto implica que el complejo proteína Rep-iteron está alineado en la misma cara del 

DNA. Se requieren múltiples iterones para la actividad del origen, pero no todos los 

iterones son esenciales. Cuando la concentración de iterones se incrementa, ya sea en cis o 

en trans, el número de copias del plásmido disminuye, (Helinski 1996) es decir, la 

replicación no es óptima. Los iterones tienen un efecto mucho mayor cuando están en cis 

que en trans. Por ejemplo, cuando se adiciona un solo iterón a un miniPl, el número de 

copias disminuye 2 veces, pero la presencia del mismo iteron en un vector multicopia 

reduce el número de copias un 20% solamente. En el caso de Pl, el número de copias 

di sminuye al incrementar la concentración de iterones presentes al formarse un dímero, 
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pero la deleción de los iterones presentes en uno de los origenes de un dímero incrementa el 

número de copias (Park et al. 2001 ). Esto indica que los iterones en el origen son los 

principales responsables del control negativo del número de copias (Park et al. 2001). 

Saturación del origen 
con iterones 

Replicación 

a 
i 

La replicación induce la 
transcripción de rep 

•• 8.8 
4 " Handcuffing" 

!: Incrementa [Rep] debido a 
la nueva sintesis 

6. Incremento en el volumen 
celular 

i 

00 

Fig. 2. Control de la replicación por iterones. Tomada y modificada de Chattoraj 2000. 

Control a través de un RNA antitranscrito Los RNA antitranscrito, o RNA antisentido 

son transcritos pequeños (de 30 a 150 nucleótidos), que se unen a una región 

complementaria en otro RNA blanco, e interfieren con el papel biológico del RNA al que se 

une. Todos los RNA antisentido tienen en su estructura secundaria uno o más "tallo-asa", y 

el RNA blanco tiene, aunque no siempre, una estructura "tallo-asa" complementaria a la 

estructura del RNA antisentido. El asa es un determinante importante para la especificidad 

de la unión antisentido-blanco. Y el tallo, generalmente determina la estabilidad del RNA 

antisentido (Wagner y Simons 1994). En un caso clásico, ambos RNAs (antisentido y 

blanco) se transcriben en direcciones opuestas a partir del mismo templado de DNA, y de 
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esta manera, los dos RNAs son complementarios totalmente. Sin embargo, en algunos 

casos el RNA antisentido actúa en trans, la complementación con el RNA blanco es solo 

parcial y tiene más de un sitio blanco al cuál unirse (Brantl, 2002). En los plásmidos que 

regulan su número de copias por RNA antisentido, la regulación se lleva a cabo por 

inhibición. El RNA antisentido se sintetiza constitutivamente y en la gran mayoría de los 

casos es inestable; de esta manera, cualquier cambio en el número de copias del plásmido 

se reflejará en un cambio en la concentración del RNA antisentido. Este cambio en la 

concentración será "percibido" y conducirá a una frecuencia de replicación alterada. Así, un 

incremento en el número de copias, provoca también, un incremento en la concentración 

del RNA antisentido, lo cual conduce a una inhibición por parte de·RNA antisentido hacia 

una función esencial para la replicación. En cambio, si hay una reducción del número de 

copias del plásmido, también habrá una reducción en la concentración del RNA antisentido, 

lo que provocará un incremento en la frecuencia de replicación. Los primeros casos de 

control por RNA antisentido se descubrieron para el plásmido ColEI y Rl por Tomizawa y 

Nordstrom respectivamente en el año de 1981. 

Como se mencionó anteriormente, los plásmidos tipo ColEI no requieren de una 

proteína iniciadora para empezar la replicación, sino de un RNA prímero llamado RNA II, 

que es el blanco para el control del número de copias. La regulación ocurre de la siguiente 

manera: inicialmente, una RNA polimerasa del huésped sintetiza un pre-prímero de 550 

nucleótidos (nt), durante su síntesis, el pre-primero adquiere una conformación específica, 

la cual se requiere para su actividad. El pre-prímero con esta conformación forma un 

híbrido con el DNA en Ja región del origen. La RNAsa H del huésped corta el RNA del 

híbrido RNA-DNA, convirtiéndolo en un prímero maduro para la replicación. Este corte 

deja un extremo 3'0H libre para que la DNA polimerasa 1 inicie la replicación. El control 

de la replicación lo media un RNA antisentido de !08nt (RNAI) que se transcribe 

constitutivamente por la cadena complementaria en la región del pre-prímero. La unión de 

RNAI a RNAII impide que el RNAII adquiera la conformación necesaria para formar el 

híbrido RNA-DNA necesario para dar inicio a la replicación del plásmido. Existe un 
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segundo elemento que participa en la regulación, la proteína Rom la cual aumenta la 

estabilidad del complejo RNAI y el pre-prímero. Sin embargo, Rom no es un componente 

esencial en la regulación, las deleciones del gene rom provocan solo un pequeño 

incremento en el número de copias (Atlung et al. 1999). 

/ 

Baja concentración de 
plásmido, ANAi y Aom 

D 
Alta concentración de plásmido, 
acomulación de ANAi y Aom 

•• • 
t 

Fig. 3. Control de la replicación de ColEI. Tomada y modificada de 

Los plásmidos de la familia pTl81 también se regulan por un RNA antisentido, en 

este caso, el RNA blanco es el RNA mensajero de la proteína iniciadora de la replicación. 

Durante la transcripción, el RNA mensajero puede tomar dos estructuras conformacionales, 

que dependen de la presencia, o ausencia del RNA antisentido. En la presencia del RNA 

antisentido, éste se une al mensajero provocando la formación de un terminador 

transcripcional p-independiente y como consecuencia, la terminación prematura del 

transcrito rep-RNAm. En la ausencia de la unión del RNA antisentido al RNA mensajero, 

el mensajero adquiere una conformación donde hay un silenciamiento del terminador 

transcripcional. Por lo tanto la transcripción continua hasta formar un RNA mensajero 

completo y en consecuencia, la síntesis de la proteína Rep. La unión del RNA antisentido 
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debe ocurrir durante un corto periodo de tiempo (10 a 20 segundos) para que sea efectiva 

(Brantl 2002). 

clRNA 

(gr 
pT181 

IV 

'" 
L---~ ACTIVE 

Fig. 4. Control de la replicación del plásmido pTl 81. Tomada de del Solar et al.1998. 

En el caso del plásmido R 1, su replicón básico contiene tres marcos abiertos de 

lectura, copB, tapA y repA transcritos a partir de un mismo promotor (Pl). El gene copB 

codifica para el represor transcripcional CopB; tapA para un péptido líder de 24 aa llamado 

TAP y el gene repA codifica para la proteína iniciadora de la replicación . El origen de 

replicación se encuentra río abajo del gene repA. Dentro de la región de DNA que codifica 

para el RNA mensajero de repA (repA -RNAm) se transcribe un RNA antisentido de 90nt 

llamado CopA. El principal elemento en el control de la replicación es CopA, este RNA 

antisentido se une a CopT (CopT se definió como la región del mRNA complementaria a 

CopA ("T" es de "target"), el cual es parte de la región repA-RNAm. La unión de CopA a 

CopT bloquea el inicio de la traducción del péptido líder Tap y provoca también un corte 

dependiente de la RNAsaIII. La traducción de Tap se requiere para que se pueda traducir 

repA, pues una estructura estable en el RNA bloquea el sitio de unión del ribosoma: De esta 

manera, inhibiendo la traducción del péptido líder Tap, CopA inhibe la traducción de repA . 
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El segundo elemento en el control del número de copias de Rl es la proteína tetramérica 

CopB. CopB actúa como un represor transcripcional de un segundo promotor (P2) que se 

encuentra río abajo de copB y que transcribe también a tap y repA. De esta manera, cuando 

CopB se une a P2, bloquea la transcripción a partir de este promotor y repA se expresa casi 

exclusivamente a partir del promotor PI. Deleciones en el gen copB provocan un 

incremento de ocho veces en el número de copias del plásmido (Riise et al 1982). 

e G) 

PI 
r-:18 

P2 f 
ID->D~ 

..... 
~1 R1 -

copB top repA ori 

~ 
copA 

Fig.5. Control de la replicación de RI. Tomada de del Solar et al.. 1998. 

Represor transcripcional y un RNA antisentido Los ejemplos más estudiados de 

plásmidos regulados por un represor transcripcional y un RNA antisentido son los 

plásmidos pMV158 y pIP501. 

El plásmido pMVI58 es un plásmido de amplio rango de hospedero, su regulación 

se basa en la disponibilidad de la proteína iniciadora RepB , y esta disponibilidad está 

regulada por el producto de dos genes, mal/ y copG (del Solar et al 2002). El primero 

(mal/) codifica para un RNA antisentido de 50 nt que se une al inicio del RNA mensajero 

de repB. El siguiente codifica para un represor transcripcional llamado CopG de tan sólo 

45aa. CopG se une al promotor Pcr que dirige la síntesis de un RNA mensajero bicistrónico 

para copG y repB inhibiendo así, su propia transcripción y la de repB. La unión de CopG al 

promotor abarca alrededor de 50 pb, e incluye una secuencia inversa repetida de 13 pb que 
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abarca la mayor parte de la caja -35 del promotor. Las mutaciones o las deleciones del 

gene copG producen un incremento en el número de copias del plásmido (del Solar et al. 

1998). 

clRNA IT 
~'-cop_G __.. _ _Jj I 

rep o.r.b.s. 
pMV15 

/11 repB 

cop-rep mRNi e 
Fig. 6. Control de la replicación de pMVl58. Tomada de del Solar et al. 1998. 

En el caso del plásmido pIP501, el control del número de copias se lleva a cabo por 

un represor transcripcional llamado CopR y un RNA antisentido llamado RNAIII. El 

promotor pi dirige la expresión del gene copR, cuyo producto, inhibe (aunque no 

totalmente) la transcripción a partir del promotor pll, localizado río abajo de pl. Este 

promotor (pll) es el único que dirige la expresión del gene rep R, que codifica para la 

proteína iniciadora de la replicación. Un tercer promotor pIII diri ge la síntesis de RNAIII , 

el cual se une al RNA mensajero de repR y provoca la terminación prematura del 

mensajero. Un descenso en el número de copias del plásmido, resultará en una disminución 

de la concentración de CopR, lo que provocará la desrepresión del promotor pll, y por lo 

tanto, un incremento en la concentración de RepR. (del Solar y Espinosa 2000). De manera 

inusual, el RNAIII tiene una vida media de alrededor de 30 minutos, lo cual hace difícil 

corregir rápidamente una fluctuación en el número de copias. Sin embargo, se propone que 
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una disminución en el número de copias, podría resultar en una disminución en la 

concentración de CopR, lo cual provocaría una desrrepresión del promotor pll y un 

incremento en la expresión de repR. Adicionalmente, la transcripción a partir de pIII se 

inhibiría por el incremento de la transcripción a partir de pll, de tal manera que una 

reducción en la cantidad de RNAIII en la célula sería ligeramente acelerada (Brantl y 

Wagner 1997). 

Proteína inhibidora La regulación por medio de una proteína inhibidora es poco común, 

un ejemplo es la regulación del replicón de A-dv. Este replicón requiere la síntesis de dos 

proteínas (0 y P) para iniciar la replicación, estas dos proteínas se transcriben en un mismo 

RNA mensajero, este RNAm contiene, además, la región codificante para otra proteína 

llamada Cro. Cro se une a la región operadora OR del promotor PR y actúa como un 

inhibidor de la transcripción del operón (Murotsu y Matsubara 1980). 

También se reportó un plásmido críptico de E. coli, llamado pKLI de solo 1.6 kb 

que parece regularse principalmente por la proteína iniciadora de la replicación (RepA). El 

replicón básico del plásmido contiene la región codificante para RepA, dos sitios de unión 

para RepA (BDl y BD2), y una secuencia de reconocimiento para la proteína IHF. Como 

un primer paso para iniciar la replicación , RepA se une como dímero a BOi y BD2, (esta 

unión se favorece por la unión de IHF) lo que facilita el ensamblaje del primosoma. Cuando 

la concentración de RepA se incrementa, los dímeros forman hexámeros, los cuales se unen 

a BD2 y regulan la transcripción de RepA. De esta manera, la concentración de hexámeros 

y dímeros determina el número de copias del plásmido (Burian et al. 1999, 2003). Se ha 

descartado Ja regulación por iterones, por una proteína o por un RNA antisentido, pues no 

se encuentraron ni iterones ni otros marcos abiertos de lectura en la región ; además 

tampoco se encontró Ja presencia de RNA en ensayos de Northern blot que pudieran 

participar en la regulación por RNA antisentido. 
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Fig. 7. Control de la replicación de pKLl. Tomada de Burian et al. 2003. 

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

del control del estado de metilación del ori. Este tipo de control sucede en los plásmidos PI 

y pSC 101 (Bramhill y Konberg 1988; Brendler et al. 1991 ). La metilación contribuye a la 

regulación en dos niveles distintos: En el primero, el ori recién replicado se encuentra 

hemimetilado y la membrana celular lo secuestra, previniendo el inicio de una nueva ronda 

de replicación (Chattoraj y Schneider 1997). En el segundo nivel, la metilación de las dos 

cadenas de DNA incrementa la eficiencia de inicio de replicación, quizá favoreciendo la 

apropiada interacción entre las proteínas que participan en replicación del DNA (Abeles et 

al. 1993; Chattoraj y Schneider 1997). 
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-PARTICIÓN DE PLASMIDOS 

Los sistemas de partición, permiten a los plásmidos asegurar su permanencia durante la 

división de la célula huésped. Cuando el número de copias es elevado (más de 50), la 

división celular permite la difusión al azar de estos plásmidos a las células hijas; sin 

embargo, cuando el número de copias es pequeño, se necesita un sistema de partición. Los 

sistemas encargados de asegurar la segregación de los plásmidos pueden agruparse en tres 

categorías: a) Sistemas killer o de muerte post-segregacional, encargados de eliminar de la 

población a las células libres de plásmidos, b) Sistemas de resolución de dímeros, que 

evitan la formación de dímeros o multímeros, mediante recombinación sitio-específica, y c) 

Sistemas de partición activa, que distribuye específicamente una copia del plásmido a cada 

una de las células hijas. 

Sistemas Killer El sistema killer, o también llamado Sistema de Adicción, consta de un 

mecanismo de toxina-antitoxina (TA). Se basa en la acción antagónica de una molécula 

letal (toxina) y otra capaz de neutralizar la acción de la molécula venenosa (antitoxina). 

Invariablemente, la molécula venenosa, o toxina es químicamente estable, mientras que la 

antitoxina es mucho menos estable. De esta manera, cuando se produce una célula sin 

plásmido por algún error en la replicación o en la partición, la nueva célula hereda el 

complejo TA. La antitoxina se degrada rápidamente por las enzimas del huésped, mientras 

que la toxina no. Puesto que la toxina no es inhibida nuevamente, interactúa con un blanco 

esencial en el huésped produciendo la muerte celular. El blanco con el cual la toxina 

interactúa varía dependiendo del sistema de cada plásmido. En el caso de los plásmidos F y 

RK2 la toxina tiene como blanco a la DNA girasa del huésped inhibiendo la replicación 

(Hayes 2003), en cambio, la toxina del plásmido RI es una endoribonucleasa que corta los 

RNAs mensajeros e inhibe la síntesis de proteínas (Zhang et al. 2004). 

La organización genética de los sistemas TA es casi siempre la misma: la constituye 

un operón en donde la antitoxina está codificada por el primer gene del operón. Estos 

sistemas se autorregulan a nivel de la transcripción mediante la unión del complejo TA al 
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promotor del operón. Aunque la mayoría de los módulos tienen esta organización, hay 

ejemplos en donde el orden de los genes es el contrario, donde la toxina es la única que 

ejerce el efecto regulatorio, o donde esta implicado el producto de un tercer gene en la 

regulación del operón (Gerdes-Kulka y Glaser 1999; Gerdes 2000; Rawlings 1999). 

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

sistemas de adicción: 

El tipo 1: Cuando la antitoxina es un RNA antisentido, en este sistema la traducción del 

RNA mensajero de la toxina la impide un RNA antisentido que se une al extremo 3' del 

mensajero, como en el plásmido Rl (Jensen y Gerdes 1999). El tipo 11: cuando la toxina y 

la antitoxina son dos proteínas que antagonizan entre sí formando un complejo muy lábil , 

debido a la menor vida media de la antitoxina, como en el plásmido F (Bemard y Couturier 

1992; Jonson et al. 1996). 

Resolución de dímeros La importancia de un sistema de resolución de dímeros se ha 

puesto de manifiesto con plásmidos de alto número de copias (como ColEl), ya que las 

mutaciones que impiden la separación de las moléculas recién sintetizadas, conducen a 

porcentajes elevados de pérdida del plásmido por generación (Summer et al. 1993). La 

resolución de los dímeros favorece la estabilidad de plásmidos de alto y de bajo número de 

copias. Este sistema, funciona a través de una recombinación sitio-específica mediada por 

una región de DNA del plásmido y por una recombinasa que puede ser codificada por el 

huésped o por el plásmido. 

El plásmido ColEl contiene un sitio de 240 pb llamado cer, en este sitio se lleva a 

cabo una recombinación intramolecular, mediada por la recombinasa heterodimérica XerC 

y XerD. Esta recombinasa, se une al sitio cer y produce el corte de una de las cadenas del 

DNA y la unión durante la recombinación. El resultado de esta recombinación, es la 

conversión de los dímeros de DNA a monómeros (Summer y Sherratt 1984). Una deleción 

del sitio cer promueve la formación de oligómeros y la inestabilidad del plásmido. Esta 
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misma recombinasa (XerC y XerD), actúa en el sitio dif del cromosoma de E. coli para 

resolver dímeros del cromosoma (Blakely et al. 1991 ). 

El sistema de recombinación sitio específica del plásmido P 1 está localizado en una 

región llamada loxP-Cre . Cre es la recombinasa que actúa sobre las secuencias directas 

repetidas que se encuentran dentro del sitio lox, resolviendo así los dímeros (Summer 

1996). 

La capacidad de resolución de los dímeros esta ampliamente distribuida entre 

plásmidos con sistema de partición activa, sistemas similares a lox y ere se han identificado 

en el plásmido F (O'Connor et al. 1986) y en otros plásmidos de amplio rango de 

hospedero como el RK2 (Roberts et al. 1990). 

Sistemas de Partición Activa. Una distribución estable, tanto del cromosoma bacteriano, 

como de los plásmidos de bajo número de copias al momento de la división celular depende 

de un sistema adecuado de partición. El sistema de partición activo se refiere al movimiento 

dirigido de los plásmidos recién replicados hacia las células hijas. Este sistema asume una 

asociación entre el plásmido y la membrana celular (Jacob y Cuzin 1963). Los sistemas 

más estudiados son los de los plásmidos F, P, y Rl. El sistema de partición activa se 

encuentra codificado en una región llamada "Módulo de Partición" y es de suma 

importancia para los plásmidos que la contienen, pues se ha demostrado que su carencia, 

provoca la perdida del plásmido. 

En casi todos los plásmidos estudiados, el módulo de partición sigue un plan básico 

de organización genética, el cual es similar al encontrado en algunos cromosomas 

bacterianos. Este sistema consta de dos proteínas que actúan en trans y una región no 

codificante que actúa en cis como centrómero (Hiraga 1992; Williams y Thomas 1992). La 

adecuada función de los tres elementos es absolutamente necesaria para la partición y para 

la regulación de la función (Yates et al. 1999). 
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Los genes que codifican para las proteínas de partición se expresan a partir de un 

mismo operón, que está sujeto a la autorregulación transcripcional por la acción conjunta de 

los dos productos (Friedman y Austin 1988). El primer gen del operón (A), codifica para 

una proteína que hidroliza ATP cuando se encuentra unida al DNA (Watanabe et al. 1992; 

David et al. 1996). Esta proteína tiene una fuerte tendencia a formar dímeros en solución, y 

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

inversas repetidas que sobrelapan al promotor. Esta actividad se estimula por la interacción 

con la proteína B (Mori et al. 1986; Friedman y Austin 1988). El gene B, codifica para una 

proteína que se une a la región centromérica como dímero, mediante el reconocimiento de 

secuencias repetidas. Esto produce que el DNA se doble alrededor de la proteína B. La 

unión al centrómero de un dímero de B, produce un complejo de partición que se cree que 

lo reconoce una maquinaria capaz de dirigir a los plásmidos hacia las células hijas. 

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

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

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

con la proteína B. Posteriormente, A interactúa con un componente celular que permite 

posicionar específicamente a los complejos de partición, y quizá, proporciona la energía 

necesaria para el movimiento de los plásmidos a las células hijas (Niki y Hiraga 1997; 

Erdman et al. 1999; Jensen y Gerdes 1999). Tras la hidrólisis del ATP necesaria para la 

partición, el dímero de la proteína A adquiere una nueva conformación que le permite 

unirse a la región operadora y actuar como regulador negativo; esta unión al operador se 

favorece por la proteína B (Hiraga 1992; Bounet y Funell 1999). 

La expresión coordinada de las proteínas es esencial para una partición eficiente; 

una sobreproducción de cualquiera de las dos proteínas en el plásmido P l causa 

inestabilidad (Abetes et al., 1985; Funell 1988). Se ha demostrado que un exceso de la 

proteína A provoca la perdida del plásmido por un mecanismo desconocido (Ogura et al. 

1990) . Por su parte, un exceso de la proteína B provoca la inestabilidad del plásmido 

dependiente del centrómero (Kusukawa et al. 1987; Funell 1988). La explicación de este 
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fenotipo se relaciona con la propiedad de B de formar agregados sobre el DNA. Se piensa 

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

manera que se promueve la formación de una estructura que rebasa los limites normales del 

complejo e impide la expresión de los genes de replicación aledaños al modulo de partición 

(Lynch y Wang 1995). 

Plásmido F 

El locus responsable de la partición en el plásmido F esta adyacente al replicón 

mínimo, y consta de dos genes, llamados SopA y SopB y un sitio cis llamado sopC. sopC 

se localiza curso abajo de sopB y presenta 12 secuencias repetidas de 43 pb dispuestas en 

orientación directa y en tándem. Algunos estudios sobre SopA proponen que la 

inestabilidad observada cuando se sobreproduce la proteína pudiera ser debido a una 

inadecuada interacción con SopB en el complejo de partición, la cual cambia la estructura 

del complejo (Lemonnier et al. 2000) . La presencia de solo una de las 12 secuencias 

repetidas es suficiente para la estabilidad del replicón (Biek y Shi 1994 ). 

Plásmido PI 

En este plásmido, el locus de partición se encuentra también adyacente al locus 

encargado de la replicación, el locus de partición esta compuesto de los genes parA y parB, 

cuyas proteínas funcionan en trans, y de parS, un sitio de acción en cis. El centrómero tiene 

un sitio de unión para la proteína IHF, flanqueado por dos tipos distintos de secuencias 

llamadas, cajas A (7pb) y cajas B (6pb), las cuales son reconocidas por RepB. La unión al 

centrómero de un dímero de B y de un heterodímero de IHF, produce un complejo de 

partición que se cree reconoce una maquinaria capaz de dirigir a los plásmidos hacia las 

células hijas (Bouet y Funell 2000) . 
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Fig. 8. Esquema del locus de partición de los plásmidos F y P. Tomada y modificada de 
Gerdes et al. 2004. 

Plásmido Rl 

El sistema de partición del plásmido Rl consta de dos proteínas que actuan en trans 

(ParM y ParR) y una región cis, pare, que actua como centromero. La region centromérica 

pare, la cual consta de dos grupos de 5 secuencias directas repetidas de 11 pb cada una, 

que rodean al promotor del operón, se localiza curso arriba de parM y parR. La proteína 

Par R se une a pare participando en la partición y la regulación del operón. ParM 

interactuan con el complejo ParRJpare de manera ATP- dependiente (M¡¡jller-Jensen et al 

2003). ParM forma filamentos que estan involucrados en la partición del plásmido. 

P.,R 

/ ~ parM 

!!!!!~ 
pare 

Unión al 
centro mero 

R1 
parR 

Fig. 9. Esquema del locus de partición de Rl. Tomada y modificada de Gerdes et al. 2004. 
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Localización de los plásmidos F y Pl en la célula 

El uso de técnicas de hibridización in situ con detectores marcados con fluoróforos (FISH) 

o fusiones con proteínas fluorescentes, revelan que la célula bacteriana está organizada 

perfectamente, y que tanto el DNA, como las proteínas se localizan en sitios específicos de 

la célula. Algunos estudios con E. coli muestran que el origen del cromosoma se localiza 

cerca de los polos de la célula; mientras que, plásmidos de bajo número de copias se 

encuentran, o en el centro de la célula (cuando no ha replicado el plásmido) o en los polos, 

para el caso de Rl, o en la posición 1/4 y 3/4 de la célula para el caso de F y Pl. La 

replicación de los plásmidos inicia en el centro de la célula, y cada una de las moléculas de 

DNA se va moviendo hacia la dirección opuesta, hasta alcanzar la posición que le 

corresponde en la célula. 

Las ATPasas SopA y ParA del plásmido F y PI, respectovamente, parecen 

distribuirse por todo el espacio citoplasmático; mientras que las proteínas que se unen al 

centrómero SopB y ParB pueden localizarse, en el centro de la célula, en posiciónes 1/4 y 

3/4, o en ambas. En el caso del plásmido F, la posición de SopB es dependiente de la 

presencia de SopA (Erdmann et al. 1999). Para el plásmido PI, la localización de ParB 

depende de la presencia de Par A y de parS (Erdmann et al. 1999). 

Recientemente se reportó que la proteína ParA del plásmido pBl71, la cual 

pertenece a la misma familia que las ATPasas SopA y ParA ("Walker type ATPasas" ) 

oscila en forma de espiral dentro de la célula de manera ATP dependiente (Ebersbach y 

Gerdes 2004). En la ausencia del complejo ParB-centrómero ParA forma estructuras 

helicoidales fijas, de tal manera que, ParB unido al DNA activa, por un mecanismo 

desconocido la oscilación de ParA. Mutaciones en el sitio de unión a ATP de ParA afectan 

la formación de las helices, lo que indica que el sitio de unión a A TP es escencial para la 

formación. 
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Fig. 10. Oscilación del filamentt> de ParA. Tomada y modificada de Ebersbach y 
Gerdes 2004. 

En el plásmido Rl, la situación es diferente: la proteína que se une al centrómero, 

ParR, se distribuye uniformemente en la célula(Gordon y Wright 2000)., mientras que 

ParM forma filamentos que van desde el centro, hacia el borde de la célula. Experimentos 

de marcaje simultaneo de ParM y el plásmido muestran que, el plásmido esta localizado 

siempre en la punta del filamento de ParM (M0ller-Jensen et al 2003) . Los filamentos 

decaen a partir del centro de la célula hacia hacia los polos de la célula, donde esta 

localizado el plásmido; mientras que en células con un solo plás mido localizado en el 

centro no tiene filamentos de ParM unidos a él (Gerdes et al 2004) . Basados en estos 

resultados M011er-Jensen y colaboradores proponen un modelo de partición para el 

plásmido R 1; que describen como un proceso autónomo, es decir, que se lleva a cabo 

independientemente de los factores del huésped. Después de la duplicación, el plásmido 

interactúa con ParR, la formación del complejo de partición ParR/parC sirve como un 

punto de nucleación para la polimerización de ParM que separa a los plásmidos y los 

mueve hacia los polos conforme se incrementa la polimerización de la proteína, debido a la 

unión constante de ParM-ATP al complejo ParR/parC. Cuando los monomeros de ParM se 

unen a la punta del filamento , ocurre la hidrólisis de ATP, disociando el complejo y 

permitiendo que otra molécula de ParM-ATP se una al complejo. 
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Fig. 11. Representación de la polimerización de ParM. Tomada de M¡;iller-Jensen et al. 
2003. I) Se forma el complejo de partición. II) La adición de ParM-ATP al filamento 
produce la fuerza para mover el plásmido hacia los polos de la célula. III) La hidrólisis de 
A TP provoca la desestabilización del filamento. IV) Se requiere el intercambio de 
nucléotidos para la siguiente ronda de partición. 

Los plásmidos de mediano número de copias como el RK2 o de alto número como 

el pUC 19 parecen tener también una localización específica dentro de la célula (Pogliano et 

al. 2001). La posición de RK2 varia dependiendo del número de señales en la célula. Una 

sola señal se localiza preferentemente en el centro de la cálula, dos señales se localizan 

cerca de las posiciones 1/4 y 3/4 de la célula; en cambio, en células con cuatro señales se 

encuentran en posicines 1/8, 3/8, 5/8 y 7/8. Aunque para un plásmido que contiene el 

origen de pUC19 casi el 30% de las células parece tener una distribución azarosa, el resto 

de las células muestra un patrón dependiente del tamaño de la célula: La localización del 

plásmido cerca del centro de la célula se observó en células pequeñas, mientras que en 

células más grandes el plásmido tomó las posiciones 1/4 y 3/4. 
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Otros sistemas de Partición 

Existen sistemas de partición que no pertenecen a la familia de los sistemas 

presentes en los plásmidos Pl y F. El mejor ejemplo, de este caso, es el sistema de partición 

del plásmido TP228 de Salmonella newport, denominado parFG, este sistema consta de 

dos genes adyacentes, parG y parF, y una región centromérica localizada curso arriba 

(Hayes 2000). El gene parF codifica para una proteína de 22 kDa y tiene un motivo débil 

de unión a ATP. El producto del gene parG es una proteína de 8.6 kDa que no presenta 

homología con ninguna otra proteína de partición caracterizada. ParF es una proteína 

multimérica que parece estar más relacionada filogenéticamente con la proteína de división 

celular MinD que con las proteínas de partición de los plásmido~. ParG es una proteína 

dimérica que se une a la secuencia curso arriba de parFG, y esta unión se estimula en la 

presencia de ParF (Barilla y Hayes 2003). 

Recientemente, un nuevo sistema de partición fue caracterizado (Simpson et al. 

2003). Este nuevo sistema de partición se encontró en un plásmido de Staphylococcus 

llamado pSKl y consiste en un solo gene involucrado en la partición (par) y una región 

curso arriba que aparentemente funciona como centrómero. La proteína Par aparentemente 

no tiene un motivo de unión a ATP. La región centromérica contiene siete secuencias 

directas repetidas de 12 pb, y una secuencia inversa repetida de 7 pb. 

No es extraño encontrar que plásmidos de bajo número de copias contienen más de 

un sistema que asegure su segregación a las células hijas. Tal es el caso de los plásmidos F 

y PI que contienen sistemas de partición activa, sistemas killer y de resolución de dímeros, 

que en conj unto, reducen la perdida del plásmido a menos de una vez por cada 106 

di visiones celulares (Nordstrom y Austin 1989; Thiested et al. 1994; Ruiz-Echevarria et al. 

1995). 
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-INCOMPATIBILIDAD 

Definición 

La incompatibilidad se define como la propiedad que evita que dos plásmidos , 

coexistan como moléculas independientes en una misma célula en ausencia de presión 

selectiva (Novik et al. 1976). Este fenómeno es una consecuencia de que los plásmidos 

comparten elementos involucrados en el sistema de replicación o en el de partición, y/o en 

los sistemas de regulación de uno o de ambos sistemas; es decir, plásmidos incompatibles 

están genéticamente relacionados (Novik y Hoppensteadt 1978). Generalmente, si dos 

plásmidos son del mismo grupo de incompatibilidad la introducción de uno de los dos 

plásmidos por conjugación, transformación o transducción a la célula huésped provoca una 

desestabilización del plásmido residente, si es que se ejerce una presión selectiva para el 

plásmido entrante. 

Un ejemplo de los eventos que conducen a la incompatibilidad en plásmidos de 

mediano o alto número de copias se muestra en la Fig. 12. Los plásmidos A y B 

representados por los círculos blancos o negros respectivamente. Estos plásmidos, poseen 

regiones idénticas involucradas en su replicación y/o en su estabilidad. Los plásmidos 

podrán coexistir en la célula mientras el cultivo bacteriano esté creciendo en un medio 

selectivo para ambos plásmidos. Como consecuencia del hecho de que comparten el 

sistema de replicación y/o partición, el número de copias de la suma de las moléculas de los 

plásmidos A y B será igual al número de copias del cualquiera de los plásmidos por 

separado y estos serán azarosamente distribuidos a las células hijas. Los plásmidos se 

seleccionan generalmente al azar para ser usados como molécula templado para la 

replicación, en este caso, el mecanismo de replicación no puede distinguir entre los dos 

plásmidos. Además, esta selección azarosa generará más moléculas de uno u otro plásmido 

en cada célula huésped. Este desbalance podría amplificarse en subsecuentes rondas de 

replicación, puesto que los plásmidos con mayor número de copias en la célula tendrán 

mayor probabilidad de ser seleccionados como templados en Ja siguiente ronda de 
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replicación. Y eventualmente, esto conducirá a la aparición de líneas celulares con solo un 

tipo de los plásmidos (Novick, 1987). 

En los plásmidos unicopia sucede algo similar, pero el efecto es mucho más rápido, 

no se necesita varias rondas de replicación para ver que uno de los plásmidos se pierde. En 

el caso de los plásmidos unicopia también existe una competencia de los sitios de DNA por 

las proteínas que actúan en ellos, ya sea que participen en la replicación , la partición del 

plásmido o en la regulación de cualquiera de estos. 
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Fig. 12. Mecanismo de segregación de plásmidos. Tomada y modificada de Novick 
1987 

Determinantes de incompatibilidad 

Incompatibilidad causada por replicación 

En los plásmidos regulados por RNA antitranscrito el primer determinante de 

incompatibilidad es precisamente este RNA que reconoce secuencias específicas en el 

plásmido. 
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En el caso ColEl, el antitranscrito RNAI es el determinante de incompatibilidad, la 

proteína Rom, aunque participa en la regulación, no es un determinante de 

incompatibilidad, ni siquiera cuando se sobreexpresa (Tomizawa y ltoh 1981). Para pT181 

el determinante de incompatibilidad es el RNAII (Projan y Novick 1986). Y para Rl solo 

copA induce incompatibilidad, el gene copB no es capaz de ejercer incompatibilidad 

(Nordstrom et al. 1981 ). Debido a que las proteínas Rom y CopB no ejercen 

incompatibilidad, y cuando se mutan no hay un cambio drástico en el número de copias, se 

dice que, estas proteínas solo son auxiliares en la regulación de la replicación del plásmido. 

En el plásmido pMV158 que se regula por un RNA antitr¡mscrito (RNA II) y una 

proteína, el RNAII ejerce incompatibilidad cuando se complementa en trans a altas dosis. 

En cambio, el represor transcripcional (CopG) ejerce sólo una débil incompatibilidad hacia 

el replicón de pMV158 cuando se clona bajo su propio promotor en un plásmido 

compatible de alto número de copias. Si se clonan el RNAII, y CopG por separado en un 

plásmido del mismo número de copias que el pMV 158 sólo RNAII ejerce una débil 

incompatibilidad, pero si los dos elementos están presentes, se observa una clara 

incompatibilidad hacia el plásmido silvestre. Este resultado indica que los dos elementos 

son importantes en la regulación de la replicación. 

La mayoría de las mutaciones que alteran el número de copias y las propiedades de 

incompatibilidad se localizan en una asa del RNA antisentido, o del RNA blanco (Wagner 

y Simons 1994). 

En el caso de los plásmidos regulados por iterones, el grupo de secuencias repetidas 

localizadas en el ori, y las regiones de autorregulación y control del número de copias son 

los principales determinantes de incompatibilidad. Existen básicamente dos modelos para 

explicar el fenómeno de incompatibilidad mediado por iterones: El primero propone que los 

iterones son capaces de titular la proteína iniciadora de la replicación, limitando así, las 

rondas de inicio de la replicación. Este modelo surgió porque, en algunos plásmidos, la 

deleción de los iterones, o la sobreproducción de la proteína iniciadora provocaba un 
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aumento en el número de copias del plásmido y eliminaba el efecto de incompatibilidad; 

sin embargo, este efecto observado en el plásmido F (Tsutsui et al. 1983), no se observa en 

otros plásmidos estudiados. La sobreproducción de las proteínas iniciadoras en R6K o RK2 

no afecta la incompatibilidad y provoca una disminución en el número de copias del 

plásmido. Esto llevo a proponer un segundo modelo conocido como "handcuffing" o 

"coupling" basado en la interacción entre la proteína iniciadora y el origen de replicación, 

el cual propone dos alternativas para la unión Rep-Iteron dependiendo de la concentración 

intracelular de este complejo: a bajas concentraciones, el complejo estimula el inicio de la 

replicación hasta que la regulación del número de copias se lleva a cabo. Sin embargo, 

cuando el número de copias se incrementa o un segundo plásmido que posee el mismo 

sistema de replicación se introduce a la célula, la concentración proteína Rep-iteron es lo 

suficientemente alta para producir la unión de casi todas las proteínas unidas a los iterones 

y esta unión evita que estén disponibles para la replicación. Con la excepción del plásmido 

PI, se ha demostrado que el fenotipo de incompatibilidad correlaciona directamente con el 

número de iterones presentes en un plásmido normalmente compatible (Kittell y Helinski 

1993). 

El origen de replicación clonado de los plásmidos que poseen iterones muestran 

incompatibilidad (Abeles et al. 1984, Shafferman et al. 1981, Tsutsui et al. 1983). La 

mayoría de los orígenes de los plásmidos regulados por un RNA antisentido no ejercen 

incompatibilidad, como los plásmidos Co!El e IncFII (Hashimoto-Gotoh y Inselburg 1979; 

y Timmis et al. 1978). Sin embargo, el origen del plásmido pT181 si ejerce 

incompatibilidad (Novick et al 1984) y se propone que es debido a la competencia por la 

proteína de inicio de replicación (Highlander y Novick 1990). 
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Incompatibilidad causada por partición 

La incompatibilidad mediada por los sistemas de partición ocurre por la 

competencia de los sitios de unión de estas proteínas, al sitio de acción en cis o al hipotético 

receptor membrana!. Si dos plásmidos aparentemente diferentes usan el mismo sistema de 

partición serán reconocidos como el mismo plásmido en la célula huésped. Esto producirá 

una distribución azarosa de las moléculas y la aparición de células sin uno de los plásmidos. 

El principal determinante de incompatibilidad en los sistemas de partición es el 

centrómero o sitio "par". Como por ejemplo sopC para el plásmido F (Kline 1985); o parS 

para PI (Austin y Abeles 1985). En algunos plásmidos, como F y f'.l se ha observado que la 

sobreproducción de las proteínas de partición también provoca-incompatibilidad (Actis et al 

1999). En el caso de la proteína A, no se sabe con claridad el motivo por el cual se produce 

la incompatibilidad. Se cree que la proteína A se une al complejo de partición de una 

manera que modifica la estructura del complejo y de esta manera, impide una correcta 

partición del plásmido. La razón por lo que la proteína B causa incompatibilidad es porque 

el exceso de la proteína B se incorpora alrededor del complejo de partición, de tal manera 

que se promueve la formación de una estructura que rebasa los limites normales del 

complejo e impide por silenciamiento la expresión de los genes de replicación aledaños al 

modulo de partición (Lynch y Wang 1995). 

Un estudio realizado mediante la técnica de FISH sobre la localización de plásmidos 

compatibles en E. coli muestra que cada uno de los plásmidos tiene una localización 

diferente en la célula, lo que indica que cada plásmido interactúa con una estructura celular 

diferente (Quoc Ho et al. 2002). Aunque la estructura con la cual el plásmido interactúa no 

se ha identificado, esto explicaría otra razón por la que se observa el fenómeno de 

incompatibilidad. Dos plásmidos que son incompatibles, competirían por ocupar un 

limitado número de sitios importantes en la célula para la replicación o partición del 

plásmido. 
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ANTECEDENTES 

Los plásmidos tipo repABC 

Los plásmidos de la familia repABC se caracterizan por tener los genes involucrados 

en la replicación y la partición, en un mismo operón. Este operón está compuesto de tres 

genes: repA, repB y repC, y tienen una región muy conservada entre los genes repB y repC. 

El producto de los genes repA y repB, tienen homología con las proteínas A y B del sistema 

de partición par/sop del plásmido PI y F. Se ha demostrado que las proteínas RepA y RepB 

participan en la estabilidad y la regulación del número de copias del plásmido (Bartosik et 

al. 2001, Ramírez-Romero et al. 2000). El gene repC es esencial para la replicación y por 

tal motivo, RepC es considerada la proteína iniciadora de la replicación (Bartosik et al. 

1998, Ramírez-Romero et al. 2002, Tabata et al. 1989). 

La mayoría de los plásmidos de esta familia, se encuentran en los rhizobia 

(Rhizobium, Agrobacterium, Sinorhowbium, Mesorhizobium); sin embargo, también se han 

encontrado en Paracoccus versutus, P. pantotrophus (Bartosik et al. 1997, 2003) y 

Ruegeria sp (Zhong et al. 2003). Aunque no se ha reportado, la base de datos indica que 

también un plásmido de Rhodobacter sphaeroides pertenece a esta familia de replicadores 

(GenBank 002718; Bartosik et al. 2003). También se han reportado replicadores repABC 

en el cromosoma lineal de Agrobacterium tumefaciens (Goodner et al. 2001), en un 

cromosoma lineal de Bruce/la suis (Paulsen et al. 2002) y en el de B. melintensis (Del 

Vecchio et al. 2002).Ver Tabla 2. 
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Tabla 2. Replicadores tipo repABC reportados. 

Especie Replicador Característica relevante Referencia 

A.tumefaciens pTiC58 Plásmido inductor de Li and Farrand, 2000; y 
tumores. Goodner et al.., 2001 
Tipo-Nopaline 

pTiB6S3 Plásmido inductor de Tabata et al .. , 1989 
tumores. 
Tipo-Octopine 

pTi- Plásmido inductor de Suzuki et al .. , 1998 
SAKURA tumores. 

Tipo-Nopaline 
pAtC58 Plásmido críptico Goodner et al .. , 2001 

LC58 Cromosoma lineal Goodner et.al. ., 2001 

A. rhizogenes pRiA4b Plásmido inductor de Nishiguchi et al .. , 1987 
tumores. 
Tipo-Agropine 

pRil724 Plásmido inductor de Moriguchi et al., 2001 
tumores. 
Tipo-Mikimopine 

R. etli p42a Plásmido críptico Cevallos et al., 2002 

p42b Plásmido con genes lps Cevallos et al., 2002 

p42d Plásmido simbiótico Ramírez-Romero et al ... 
1997 

R.leguminosarum pRL8JI Plásmido críptico Tumer and Y oung, 1995 

R. sp pNGR234a Plásmido simbiótico Freiberg et al.., 1997 

M. loti pMLa Plásmido críptico Kaneko et al .. , 2000 

pMLb Plásmido críptico Kaneko et al.., 2000 

S. meliloti pSyma Plásmido nod-nif Galibert et al .. 2001 

pSymb Plásmido simbiótico b Galibert et al.. 2001 

P. versutus pTAV320 Plásmido críptico Bartosik et al.., 1998 

B. melitensis Cromosoma II DelYecchio et al.., 2002 

B. suis Cromosoma II Paulsen et al. 2002 

Rhodobacter pRS24ld Plásmido críptico No publicado 
sphaeroides 

Ruegeria sp pSD25 (l) Plásmido críptico Zhong et al. 2003 
pSD25 (Il) 
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El análisis de secuencia de DNA del replicador del plásmido pTiC58 mostró que, 

aledaño al replicador se encuentra, en orientación divergente el operón trb; que está 

involucrado en la transferencia del plásmido (Li y Farrand 2000). En la región intergénica 

entre tral (primer gene del operón trb) y repA se encuentran dos cajas tra, las cuales son 

sitio de reconocimiento para TraR, un activador de la transferencia conjugativa del 

plásmido Ti, que responde a "quorum-sensing". En la expresión del operón tral-trb a partir 

de las cajas tra, asociadas al operón, participan TraR y una acil-homoserin lactona (AA!). 

Los estudios sobre la expresión de repA mostraron que la región que contiene las dos cajas 

tra se requiere para la máxima expresión de repA y su expresión aumenta 

significativamente por TraR y AAI. El número de copias del plásmido aumenta de 5 a 7 

veces en cepas que expresan traR, pero sólo si está presente AAI también. Estos resultados 

indican que el número de copias del plásmido Ti esta bajo la influencia del sistema de 

"quorum-sensing". La estructura del plásmido pTiC58 también se ha encontrado en otros 

plásmidos Ti: pTi-SAKURA y pTiRlO. El plásmido pRL8JI de R. leguminosarum tiene una 

estructura similar, pero solo se encuentra una caja tra . 

Un estudio detallado en el plásmido TiRlO de Agrobacterium tumefaciens demostró 

que la regulación del operón repABC también depende de TraR. El replicador tiene 4 

promotores, tres de ellos regulados positivamente por TraR y el cuarto promotor se regula 

negativamente por RepA y RepB . La región promotora contiene, además, dos sitios de 

reconocimiento para la proteína TraR denominadas cajas tra II y III. Los inicios de 

transcripción de los promotores PI, P2 y P3 se encuentran en la posición -248, -228 y-I62 

respectivamente, de acuerdo al codón de inicio de repA. La caja trail se localiza curso 

arriba de PI y la caja rraIII se encuentra curso abajo de PI, pero curso arriba de P2 (Pappas 

y Winans 2003a). El inicio de transcripción del cuarto promotor (P4) se localizó en la 

posición -46 con respecto al codon de inicio de repA . La actividad de P4 no requiere de 

TraR; RepA y RepB lo autorregulan negativamente (Pappas y Winans 2003b). RepA es 

esencial para la autorepresión cuando se expresa en cis y RepB actúa como ca-represor 

cuando ambas están en cis. Cuando RepA y RepB están en trans, se requieren ambas para 
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la represión; sin embargo, RepB no se une al DNA, solo aumenta o favorece la unión de 

RepAal DNA. 

El plásmido pT A V 1 de Paraccoccus versutus tiene dos replicadores; uno de ellos 

pertenece a la familia de replicadores tipo repABC (pT A V320). En este replicador se 

identificó ya, el sitio de partición (Bartosik et al. 2001), el cual se encuentra en una región 

curso abajo de repC llamada inc2 (por ser un determinante de incompatibilidad). Esta 

región presenta dos secuencias repetidas de 14 pb llamadas Rl y R2 (5'­

ACAGCTGTIAAGTC-3') a las cuales se une específicamente RepB. Estas secuencias no 

parecen estar en ningún replicador tipo repABC reportado para las. Rhizobias, sin embargo, 

se han encontrado secuencias similares en otros plásmidos de Paraccoccus aparentemente 

tipo repABC y en el genoma de R. sphaeroides. (Bartosik et al. 2003). 

Incompatibilidad en Rhizobium 

Dos líneas de evidencia demuestran que los plásmidos repABC abarcan más de un 

grupo de incompatibilidad (Cevallos et al. 2002): Primero, estudios de hibridización 

indican que algunas cepas de Rhizobium contienen más de un plásmido con replicador tipo 

repABC (Riggottier-Gois et al. 1998). Segundo, el análisis de la secuencia del genoma de 

algunos Rhizobia demuestra que poseen más de un replicón tipo repABC. En el extremo, 

los seis plásmidos de R. etli pertenecen a la familia repABC (González, comunicación 

personal). Algunas evidencias experimentales muestran incompatibilidad del p42a hacia el 

pTiC58, un plásmido de Agrobacterium que porta los determinantes de patogenicidad 

(García-de los Santos y Brom, 1997). Este no es un caso aislado, pues se ha demostrado 

experimentalmente que hay incompatibilidad entre plásmidos de Rhizobium, así como 

entre plásmidos de Rhizobium y de Agrobacterium (O'Connell et al.. 1987; Hooykaas et 

al .. 1985), Un ejemplo es la incompatibilidad reportada para el plásmido pRiA4b y el p42d 

(Cevallos et al. 2002). En el laboratorio, se han construido cepas de Rhizobium que 

contienen dos plásmidos simbióticos con el mismo o con diferente rango de hospederos, lo 

que indica, claramente, que los plásmidos simbióticos pueden pertenecer a diferentes 

grupos de incompatibilidad. 
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Los plásmidos de Agrobacterium también pertenecen a varios grupos de 

incompatibilidad: lncRhl, IncRh2, IncRh3, IncRh4 e IncAgl (Hooykaas et al. 1980, Nester 

y Kosuget 19881, Gallie et al. 1984, Szegedi et al. 1996); sin embargo, dado que estos 

estudios se realizaron hace ya muchos años, no establecen el tipo de replicador del 

plásmido, solo se conoce el tipo de opina para la cual codifican. Algunos estudios de 

diversidad sobre los replicadores de los plásmidos entre las Rhizobias, sugieren diferentes 

grupos de incompatibilidad de acuerdo a la similitud entre la secuencia de repC (Palmer et 

al. 2000). 

Agrobacterium tumefaciens tiene 4 replicadores, tres de ellos del tipo repABC (el 

cromosoma lineal, el plásmido pTiC58 y pAtC58). Estudios de FISH sobre la localización 

de los cuatro replicadores muestran que todos ellos se localizan en el polo de la célula, sin 

embargo, como sucede con los plásmidos compatibles de E. coli, los replicadores ocupan 

áreas discretas y parecen no colocalizar, o hacerlo a muy bajos niveles. (Kahng y Shapiro 

2003). Los mismos estudios, se hicieron con Sinorhiwbium meliloti, el cual tiene un 

cromosoma circular y dos megaplásmidos del tipo repABC, los tres replicadores se 

observan también en los polos de la célula, aunque ligeramente hacia el centro. 

Rhizobium etli y sus plásmidos 

Rhizabium etli es una especie que nodula y fija nitrógeno en plantas de fríjol. La 

cepa tipo CFN42, cuenta con seis plásmidos grandes, (nombrados p42a al p42f de acuerdo 

a su tamaño) cuyos tamaños fluctúan entre los 150 kb y los 800 kb. Dos de estos plásmidos 

p42d y el p42b son esenciales para nodular y fijar nitrógeno. El p42d o pSim porta los 

genes esenciales para la nodulación (genes nod y no/) y muchos de los genes involucrados 

en la fijación de nitrógeno (genes nif y fix). El plásmido p42b contiene algunos de los genes 

para la síntesis de lipopolisacáridos (LPS), moléculas esenciales en el desarrollo del nódulo 

(García de los Santos y Brom 1997). Algunos otros de sus plásmidos participan también de 

alguna manera en el proceso simbiótico, ya que cepas curadas del plásmido p42c o p42f y 
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grandes deleciones de p42e muestran una drástica reducción en su competitividad para 

nodular (Brom et al. 1992, 2000). 

El plásmido p42d 

El replicón básico del pSim de la cepa CFN42 se encuentra ubicado dentro de la 

banda BamHI 79 del mapa estructural del plásmido. El replicador se localiza dentro de un 

fragmento Hindill de 5.6 kb (Ramírez-Romero, et al .. , 1997). El análisis de ésta secuencia 

demostró la presencia de tres grandes marcos abiertos de lectura, similares en secuencia y 

organización a los replicadores tipo repABC previamente repqrtados. El inicio de la 

transcripción del operón se encuentra a 45 pb curso arriba del codon de inicio de repA, Las 

proteínas RepA y RepB del plásmido p42d tienen alrededor de 30% de similitud con las 

proteínas SopA/ParA y SopB/ParB, (sistema de partición del plásmido F y PI) . Las 

deleciones en repA y repB disminuyen la estabilidad del plásmidos, lo que indica su 

participación en la segregación. Además, las deleciones de estos dos genes (repA y repB) 

producen un aumento en el número de copias del plásmido, lo que demuestra su 

participación en la regulación del número de copias (Ramirez-Romero et al. 2000). RepA 

es un factor de incompatibilidad en trans y está implicado en la regulación transcripcional 

negativa del operón (Ramirez-Romero et al. 2001). RepC es esencial para la replicación y 

por esta razón se considera la proteína iniciadora. También se encontraron dos regiones, cis 

capaces de ejercer incompatibilidad cuando eran introducidas en trans, la primera es la 

región entre repB y repC llamada inca y la segunda es un fragmento EcoR l de 500 pb 

curso abajo de repC denominada inc/3 (Ramirez-Romero et al. 2000), 

p repA 

-· \ . 
/ 

'/ 

repB repC 
.\ 

::x::::::=:=J 
·¡ 

igs (inc u) inc B 

Fig. 13. Esquema del replicador del plásmido simbiótico p42d de R. etli . 
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La incompatibilidad es un factor que limita la adquisición de nuevos plásmidos, y 

por esta razón juega un papel central en la evolución bacteriana, Es por eso, que uno de los 

principales intereses en nuestro laboratorio es determinar los mecanismos de Ja 

incompatibilidad entre plásmidos y su relación con la replicación y la partición del 

plásmido p42d de Rhizabium etli. 
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OBJETIVO 

Identificar las regiones cis que confieren incompatibilidad en el plásmido simbiótico p42d y 

entender las bases moleculares de la misma, 

Objetivos Particulares 

1,- Determinar las regiones cis del replicador que sean capaces de ejercer incompatibilidad, 

2,- Identificar la(s) proteína(s) del plásmido que interaccionan con la región cis 

determinante de incompatibilidad. 

3,- Establecer si los plásmidos de una colección de cepas pertenecen al mismo grupo de 

incompatibilidad y con esto definir los motivos involucrados en el fenotipo de 

incompatibilidad. 

4,- Relacionar el fenotipo de incompatibilidad con la replicación, partición o regulación del 

plásmido, 

42 



1u:s 1 i 1 \ IH ' " 

RESULTADOS 
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Abstrae! 

The basic replicon of the symbiotic plasmid (p42d) of Rhizobium etli CE3 is constituted by the repABC operon. 
Whereas RepC is essential for plasmid replication, RepA and RepB are involved in plasmid partitioning. Three in­
compatibility regions ha ve been previously identified in this plasmid: the first one encodes RepA, a partitioning protein 
that also down-regulates the repABC transcription. The second region is situated within the repB- repC intergenic se­
quence (inc:x) , and the last one, inc{J, is located in a 502 bp EcoRI fragment spanning the last 72-bp of the coding region 
of repC and the following downstream sequence. In this paper we show that: (1) The inc{J region is required for plasmid 
partitioning. (2) A 16-bp palindrome sequence, located 40 bp downstream of the repC gene of plasmid p42d, is nec­
essary and sufficient to induce incompatibility towards the parental plasmid, and accounts for ali the incompatibility 
properties of this region (inc{J). (3). The palindrome is the DNA target site for RepB binding. With these findings we 
propose that inc{J contains the partitioning site (par site) of the basic replicon of plasmid p42d, and that the 16-bp 
palindrome is the core sequence to nucleate the RepB binding. 
© 2004 Elsevier Inc. Ali rights reserved. 

Keyword'I: Symbiotic plasmid; repABC; Plasmid partitioning; Incompatibility; Rhizobium etli 

l. Introduction 

lt is now clear that basic replicons belonging to 
the repABC family are present in a wide variety of 
a -proteobacteria. They were initially found in 
plasmids of high molecular weight and low copy 
number in strains of the Rhizobiwn and Agrobac-

• Corresponding author. Fax: +52-777-317-55-81. 
E-mail address: mac@cifn .unam.mx (M.A. Cevallos). 

terium group, but later they were also described in 
less-related genera like in Paracoccus, Rhodo­
bacter, and Ruegueria (Bartosik et al., 1998; 
Cevallos et al., 2002; Li and Farrand, 2000; 
Nishiguchi et al., 1987; Ramírez-Romero et al. , 
1997; Tabata et al., 1989; Turner and Young, 
1995; Zhong et al., 2003). Information of the 
available genomic sequences gave us two interest­
ing surprises. First, the repABC genes are found in 
the linear chromosomes of Agrobacteriurn and 
Bruce/la, in the absence of other recognizable 

0147-619X/S - see fronl maller © 2004 Elsevier !ne. Ali rights reserved. 
doi: 10.1016/j.plasmid.2004.01 .005 
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replication system (DelVecchio et al., 2002; 
Goodner et al., 2001; Paulsen et al., 2002). Second, 
more than one repABC replicons may coexist in a 
given strain indicating that this plasmid family 
encompasses severa! incompatibility groups 
(Cevallos et al., 2002; Galibert et al., 2001; 
Goodner et al., 2001 ; Kaneko et al., 2000). 

The organization of the repA BC basic replico ns 
is simple: plasmid encoded functions involved in 
partitioning and replication are restricted to a 
single operon ofthree genes: repA, repB, and repC 
(Fig. 1). RepA and RepB have sequence similari­
ties with proteins involved in the partition of 
plasmids and chromosomes (Bignell and Thomas, 
2001). 

Mutations in these genes greatly decrease 
plasmid stability corroborating their role in 
plasmid segregation (Ramírez-Romero et al. , 
2000). RepA of the Rhizobium etli plasmid p42d 
is a trans-incompatibility factor, and it has been 
implicated in the negative transcriptional regula­
tion of the repABC operon (Ramírez-Romero 
et al., 2001). However, in the Agrobacterium oc­
topine-type Ti plasmid RepB enhances the RepA­
mediated repression of the operon (Pappas and 
Winans, 2003). It has been shown that RepC is 
essential for replication and for this reason was 
considered as the initiator protein (Bartosik et al., 
1998; Ramírez-Romero et al., 2000; Tabata et al., 
1989). 

Two strong incompatibility regions have been 
identified in the repABC plasmids p42d of R etli 
and in pTA V320 of Paracoccus versutus. One in­
compatibility region is placed in the 155-bp inter­
genic sequence between the repB and repC genes in 
both plasmids, whereas the other is located 
downstream the repC stop codon. The repB-repC 

p repA repB repC 

igs (inc a) inc ~ 

Fig. 1. Representation of the replicationlpartition region of a 
repABCplasmid . The arrows represent the position ofthe repA, 
repB, and repC genes. Hatched boxes show the position of inca 
and incp incompatibility regions. Black box indicates thc posi­
tion of the repA BC promoter. 

intergenic regions show a high degree of sequence 
conservation in ali repABC plasmids, suggesting 
that they play a similar role in the partitioning 
and/or replication of these plasmids (Bartosik 
et al., 2001; Cevallos et al., 2002; Li and Farrand, 
2000). In contrast, the regions located downstream 
of repC genes are highly divergen!. 

Recently, the partitioning site of plasmid 
pTA V320 from P. versutus was Iocated down­
stream of the repC gene, in the so-called inc2 re­
gion (equivalen! to the incP region of p42d). This 
region contains two 14-bp repeated sequences, 
which are the binding sites for the RepB partition 
protein. Plasmids containing inc2 have greater 
stability when RepA and RepB are provided in 
trans, but they do not reach the 100% stability 
observed in the parental plasmid (Bartosik et al., 
2001). A comparative DNA sequence analysis 
showed th~t the 14-bp repeated sequences found in 
pT A V320 are conserved in the composite-plasmids 
of Paracoccus but absent in the repABC rhizobial 
plasmids, which lead us to question the location of 
the partition site in the laters (Bartosik et al., 
2002). 

Incompatibility or the incapacity to coexist of 
two plasmids as independent replicons in the same 
cell results from the interference of the replication 
and/ or partitioning functions among them (Nov­
ick, 1987). This phenomenon is a limiting factor in 
the acquisition of new plasmids, and for this rea­
son plays a central role in shaping bacteria! evo­
lution. An importan! research interest for our 
group is to determine the mechanisms of plasmid 
incompatibility and their relationship to plasmid 
replication and partitioning in the p42d model 
plasmid from R. etli. 

In this paper we identify and characterize the 
partiti_on site of plasmid p42d. This site, a 16-bp 
palindrome sequence, is located 40 bp downstream 
of the repC gene of plasmid p42d, and it is the 
RepB binding site. The palindrome is necessary 
and sufficient to induce incompatibility towards 
the parental plasmid, and accounts for ali the 
incompatibility properties of this region (incp). 
Deletions in this sequence, abolish RepB bind­
ing, dramatically disturb plasmid part1t1on, 
and such sequences lose the capacity to exert 
incompatibility. 
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2. Materials and methods 

2.1. Bacteria/ strains and growth conditions 

Bacteria! strains and plasmids used in this work 
are listed on Table 1. Escherichia coli strains were 
grown at 37 ºC in Luria- Bertani medium. Rhizo­
biwn strains were grown at 30 ºC in PY medium 
(Noel et al., 1984). Antibiotics were added at the 
following concentrations (in µg mJ- 1) : tetracycline 
10; chloramphenicol 30; and carbenicillin 100; 
nalidixic acid 20. 

2.2. Bacteria/ matings 

pSUP202 and pRK7813 derivatives were in­
troduced in to Rhizobium using the E. coli S 17-1 
strain as mating donor. Strains were grown in the 
proper liquid medium to stationary growth phase, 
mixed in a donor:receptor ratio of 1:2, plated on 
PY plates and incubated at 30 ºC overnight. Cells 
were resuspended in fresh PY medium and serial 
dilutions were plated on the appropriate se lective 
media. 

2.3. DNA isolation and manipulation 

Genomic DNA was isolated employing com­
ponents and instructions of a DNNRNA isola­
tion kit (Amersham). Plasmid and cosmid DNAs 
were isolated from E. coli DH5ct with the High 
Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). Restriction 
enzymes (BRL) and DNA ligase (Amersham­
Pharmacia Biotech) were used according to the 
manufacturer's instructions. E. coli transforma­
tion and agarose DNA electrophoresis were 
performed by standard methods as described by 
Sambrook et al. (1989). Taq DNA polymerase, 
Platinum Taq polymerase, Ace polymerase (In­
vitrogen) or Elongase (Gibco-BRL) were used 
for PCR. 

The sequences of the primers used in this work 
are listed in Table 2. Ali amplification products 
were cloned using a pMOSblueT kit, pMOSblue 
blunt-ended kit (Amersham) or TOPO TA clon­
ing kit (lnvitrogen), and their sequence deter­
mined. 

2.4. DNA sequencing 

Both DNA strands were sequenced with uni­
versal and custom-made oligonucleotide primers 
using the BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction kit and a 373A DNA Sequencing 
System (Applied Biosystems). 

2.5. Plasmid pro.files 

Profiles of high molecular weight plasmids were 
obtained by the in-gel lysis procedure described by 
Wheatcroft et al., 1990. 

2.6. Cloning and sequence of the inc/3 homologous 
regions of other R. etli and Agrobacterium plasmids 

The inc/3 homologous regions of plasmids be­
longing to different R. etli strains (Table 1) were 
amplified by PCR using total DNA as templates. 
Primers incBPU and MGP delimiting a 492-bp 
fragment from plasmid p42d, between positions 
-65 and +424 relative to the repC stop codon, 
were utilized. The inc{J homologous region of the 
Agrobacterium rhizogenes plasmid pRi4Ab was 
obtained by PCR using primers RiAU and RiAL 
and DNA of plasmid pA0244 as template (Nish­
iguchi et al. , 1987). The PCR products were cloned 
into plasmid pRK7813 in order to determine their 
incompatibility properties. 

2. 7. Construction of plasmid carry ing inc/3 deriva­
tives 

Four derivatives of the p42d basic replicon 
carrying progressive deletions of the inc/3 region 
were generated by PCR. Ali the PCR products 
were designed to contain BamH 1 and Hindlll re­
striction sites at their extremes for easy cloning. 
Primer BREP 2 located 258-bp upstream of the 
repA start codon was used in ali the PCRs. To 
generate the insert of plasmid pSUP-MRc primer 
MG was utilized . Primer MF was used to obtain 
the insert of plasmid pSUP-MR sB. The insert of 
plasmid pSUP-MRc2 was produced with primer 
Inc2H . The insert of plasmid pSUP-MRp was 
obtained with primer PAHI. The four PCR 
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Table 
Strains and plasmids used in lhis work 

Strains plasmids 

E. coH 
DH5a 
Sl7-I 
BL21(DE3)pLys 
R er/i 
C FNXIOI 
CFNXI07 
CE3 
BRA 5 
KIM 5 
NITRAG IN 8251 
TALl82 
VIKING-1 
Inc l-2 
Plasmids 
pRK7813 
pSUP202 
pA0244 

pMAL-c2X 

Deriuatives of pRK7813 

Relevant characteristics 

Host strain for plasmids 
Host strain for plasmids 
Host strain for plasmids 

recA ::O Sp" . Sm": derivative ofCE3 
recA ::Q Sp• . Sm" p24a · p42d - deriva tive of CE3 
Spontaneous Sm" deriva tive of the wild-type strain CFN42 
Wild-type strain from Brazil 
Wild-type strain from Sonora, M exico 
Wild-type strain from USA 
Wild-type st rain from Hawai, USA 
Wild-type strain from Belize 
Wild-type strain from Celaya. Gto. Méxco 

Tc• .RK2-based plasmid vector 
ApR. CmR, TcR; Col El origin unable to replicate in Rhizobium sp 
Clone containing the basic replicon of plasmid pRiA4b.from 
Agrobacterium rhi:ogenes 
Plasmid vector to genera te protein fus ons with the maltose binding 
protcin 

Source or reference 

Hanahan, 1983 
Simon el a l. . 1983 
Studier et al.. 1990 

Mart ínez-Salazar et a l. . 199 1 
Martínez-Salazar et al., 199 1 
Noel et a l. , 1984 
Piñero et al, 1988 
Josephson and Pepper, 1984 
Piñero et a l. . 1988 
Piñero et a l. . 1988 
Piñero et al. , 1988 
Pércz- Ramírez et a l. , 1998 

Jonathan and Gutterson, 1987 
Simon et al.. 1983 
Nishiguchi et al., 1987 

La Vallie et a l., 2000 

pKRE-incfl Plasmid containing an EcoRI fragmen of 500 bp (incfl) from plasmid Ramírez-Romero et al., 2000 

p42d 
pKRE-BBra 

pKRE-BNit 

pKRE-BKim 

pKRE-BTal 

pKRE-BVikl 

pKRE-Bincl-2 

pKRE-BRi 

pKRE-incB2 

pKRE-incB3 

pKRE-incB4 

pKRE-incB5 

pKRE-incB6 

pKRE-inc87 

pMAL-RepB 

Plasmid containing a PCR fragment e rrying the homologous incfl This work 
region from a plasmid in BRA-5 strai 
Plasmid containing a PCR fragment e rrying the homologous incp This work 
region from a plasmid in NITRAGIN 825 1 strain 
Plasmid containing a PCR fragment e rrying the homologous inc{J This work 
region from a plasmid in KIM ·5 strai 
Plasmid conta ining a PCR fragmente rrying the homologous incP This work 
region from a plasmid in TALl 82 str ·n 
Plasmid containing a PCR fragment e rrying the homologous incfl This work 
region from a plasmid in VI KING-1 rain 
Plasmid containing a PCR fragmenl e rrying the homologous incfl This work 
region from a plasmid in Inc1 ·2 slrai 
Plasmid containing a PCR fragment e rrying the homologous incfl This work 
region from plasmid pRiA4b 
Plasmid contain ing a PCR fragment carrying the first 250 bp of incP This work 
region from plasmid p42d 
Plasmid containing a PCR fragment carrying the first 148 bp of i11cfl This work 
region from plasmid p42d 
Plasmid containing a PCR fragment carrying the first 108 bp o í i11c This work 
region from plasmid p42d 
Plasmid contai ning a PCR fragment carrying the Jast 365 bp of in c{J This work 
region from plasmid p42d 
Plasmid containing a PCR fragment carrying from the 16-bp pa li n- This work 
drome sequence to the end of inc{J region from plasmid p42d 
Plasmid con taining the incP region wi th a deletion of the l 6·bp This work 
palindrome sequence from p42d 
pMAL-c2X derivate containing repB o f p42d plasmid inserted in frame This work 
with the gene encoding the maltose binding protein 
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Table 1 (continued) 

Strains plasmids Relevant characteristics Sourcc or reference 

Derivatives of pSUP202 
pSUP-MRc Plasmid that embrace a region from 115-bp upstream of the start This work 

codon of repA to the 3' end of incfi 
pSUP-MRsB Plasmid that embrace a region from 115-bp upstream of the start This work 

codon of repA to the stop codon of repC 
pSUP-MRc2 Plasmid that embrace a region from 115-bp upstream of the start This work 

codon of repA and the first 250-bp of incfi 
pSUP-MRp Plasmid that embrace a region from 11 5-bp upstream of the start This work 

codon of repA to the 3' end of the 16-bp palindrome sequence 
pSUP-MRBLI Plasmid containing the same insert of pSUP-MRsB plus the incfi This work 

region inserted within and in the same direction of the ApR gene 
pSUP-MRBsl Plasmid containing the samc insert of pSUP-MRsB plus the 250 first This work 

bp of incp region inserted within and in the same direction of the Ap"". 
gene 

pSUP-MRBL2 The same that pSUP-MRBLI. but incfi region cloned in the opposite This work 
direction 

Table 2 
Primers used in this work 

Primer 

incBPU 
incBPL 
MGP 
lnc2H 
Brep2 
MF 
MG 
PAHI 
Mal-Bl a 
Mal-B2 
PAL 
OPA 
RiAU 
RiAL 

Position 

65 bp upsrream the stop codon of repC 
178 bp downstream the stop codon of repC 
42 l bp downstream the stop codon of repC 
178 bp downstream the stop codon of repC 
115 bp upstream the start codon of repA 
The stop codon of repC 
424 bp dowstream the stop codon of repC 
The palindrome sequence 
lnitial codon of repB 
The stop codon of repB 
The palindrome seq uence 

One nucleotide after the stop codon of repC 
Stop codon of repC 

Sequence 

5'-CTGCAGTCCAGCITGGCCCGATGA T-3' 
5'-CTGCAGTTGAGA TCACGGTCT ACTGTTCC-3' 
5'-CTGCAGTCCCAGTGTTGTGGAAGTGCCG-3' 
5'-CTGCAGTTGAGA TCACGGTCT ACTGTTCC-3' 
5'-!:i.QATC_CfGCCGAGGTCTTCTGC-3' 
5' -AAGCTTTT ACCCAGCCCTCAAACCT-3' 
5'-AAGCITCAGTGTTGTGGAAGTGCCG -3' 
5'-AAGCITGGTGGTCAGCTGACCACA-3' 
5'-CTGAA TT~ATGCCGCTTCTCGGC-3' 
5'-TCAAGCTTTT ACACTCCCTGTITCCG-3' 
5'-GTGGTCAGCTGACCAC 
5'-TCCCGATCGATCGGGA 
5'-AA TT AGCGAGTA TGGAGC-3' 
5'-CITCTCCAGTTTITCTCG-3' 

207 

Primers used in th is work. The restriction sites of the primers are indicated in the following manner __ Pst l sites; ____ _ 
BamHI : Hindlll ; ~~ EcoRI. 

products were digested with BamHI and Hindlll 
and inserted within the tetracycline resistance gene 
of plasmid pSUP202 (see Table 2 for primer po­
sit ions). 

2.8. Plasmid incompatibility test 

To determine the incompatibility properties of 
the different fragments inserted in pRK7813, the 
recombinant plasmids were introduced by con­
jugation into a R. etli strain carrying the sym-

biotic plasmid (CFNXIO I). The plasmid profiles 
of at least six transconjugants from each cross 
were analyzed. A recombinant plasmid was 
considered to exert incompatibility towards the 
symbiotic plasmid if, when introduced into 
CFNXIOI , caused the displacement of the sym­
biotic plasmid . Coin tegrations between the sym­
biotic plasmid and another cognate plasmid were 
repeatedly observed. This situation was taken 
as evidence of incompatibility, considering that 
the symbiotic plasmid could replicate using the 
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origin of replication of the plasmid into which is 
cointegrated. 

2.9. Plasmid stability 

Plasmid stability was estimated according to the 
procedure described by Durland and Helinski 
(1987). Briefly, stationary phase cultures were di­
luted in fresh medium without selection to an ini­
tial optical density of 0.3 at 540 nm and cultivated 
for 30 h ( ~ 12 generations). Samples taken at this 
time were serially diluted and plated onto solid 
media in the absence of selective drugs. One hun­
dred colonies were chosen and picked onto plates 
with and without the selective an tibiotic. 

2.10. Expression and purification of an M BP-RepB 
fusion 

To overexpress RepB in E. coli, the repB coding 
region of plasmid p42d was amplified by PCR 
using primers Mal-Bla and Mal-82. Then the 
PCR product was introduced in the EcoRI and 
HindIII siles of pMAL-c2X vector, to create a 
gene encoding a fusion product between the 
maltose binding protein (MBP) and RepB. E. coli 
BL2 l (DE3) pLys cells carrying this construct were 
grown at 37 ºC with vigorous shaking toan optical 
density of 0.4 at 540 nm. The culture was induced 
with 0.1 mM IPTG and left growing for 2 h. Cells 
were then harvested, concentrated, and disrupted 
by sonication. The MBP- RepB fusion was purified 
from the soluble fraction following the instruction 
of the manufacturers (New England BioLabs), 
using an amylose resin affinity column. The pres­
ence of the MBP-RepB fusion was followed by 
dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis 
in ali the purification steps. 

2.11. DN A mobility shift assays 

In these experiments two amplification products 
were used. The first one, of 258-bp, including the 
palindrome sequence was obtained with primers 
incBPU and incBPL, and plasmid pKRE-incfl 
DNA as template. The fragment spans 65 bp up­
stream of the repC stop codon, and 180 bp down­
st ream of it. The second product used as a negative 

control consisted of 144-bp and was produced with 
primers incBPU and inc3 using DNA of plasmid 
pKRE-incB7 as template. lt lacks the palindrome 
but conserves 65 bp upstream the stop codon of 
repC and 80 bp downstream of it. Both products 
were purified from gel using Wizard PCR Preps 
DNA Purification Resin (Promega). 

Binding reactions contained 700 ng of each 
fragment and protein at the concentrations indi­
cated, in a 20 µl total volume. Reactions were 
carried out at 30 ºC for 20 min in a buffer con­
taining 50mM Hepes-KOH , 50mM NaCl, IOmM 
MgC12, 10 µg/ml BSA, 1 mM DTT, and 10% 
glycerol. The samples were run on a 6% non-de­
naturing polyacrylamide gel (15: 1 acrylamide: 
BIS) in 0.5 x TBE buffer at 4 ºC. The DNA was 
visualized by staining with ethidium bromide. 

Double-stranded oligonucleotide shift assays 
were performed as previously described (Santana 
et al., 2000). One hundred nano gram of PAL or 
OPA were 5' end la beled whi th [ y32 P]dA TP and T 4 
polynucleotide kinase (USB). The same amount of 
the corresponding unlabeled oligonucleotide was 
annealed to its radioactive partner by boiling them 
together and slowly cooling to room temperature in 
a buffer containing 20mM Tris-HCl, pH 8.0, 
100 mM NaCl, and 1 mM EDTA The labeled frag­
ments were purified using Microcon filter. Binding 
reactions contained 105 cpm labeled-DNA and dif­
ferent amounts of pro te in (0.5 , 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, and 
3.0 µg) were carried out at 30 ºC for 20 min in a 
buffercontaining 40mM Tris- HCI, pH 8.0, IOmM 
MgCl2, 100 mM KCl , 1 mM dithiothreitol, and 1 µg 
poly(ldC). The binding reactions were run on 10% 
non-denaturing polyacrylamide gel. 

2.12. Bioinformatics 

The repC downstream sequences (incfl regions) 
of the R. etli plasmids were aligned using the 
Clustal-W program (Thompson et al., 1994) at the 
WWW Service of the European Bioinformatics 
lnstitute (http://www2.ebi.ac.uk/clustalw). 

GenBank Accession numbers. The sequences of 
the homologous incfl-regions of the R. etli plas­
mids are: Incl-2, AY496292; BRA 5, AY496293; 
KIM 5, AY496294; NITRAGIN 8251, AY496295; 
TALl 82, AY496296; and VIKING 1, AY496297. 
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3. Results 

3. 1. Comparative sequence analysis o/ inc{J regions 
in various repABC plasmids 

the repC downstream regions of ali sequenced re­
pABC replicons did not find any significantly 
conserved motif among them (data not shown). 

We hypothesized that a compara tive study of 
less divergen! inc{J regions could faci litate the 
identification of functional regions within inc{J . To 
restrict the range of diversity we choose 6 plasmid­
containing R. etli stra ins from different pa rts of the 
world (Ta ble 1). In this analysis we included 
plasmid pRiA4b from the closely related A. rhiz­
ogenes that belongs to the same incompatibility 
group as plasmid p42d {Cevallos et al. , 2002). 

Plasmid p42d contains two incompatibility 
sites: one loca ted in the intergenic sequence (igs) 
between repB and repC, called i11 c'1., and other, 
inc{J, in the 502 bp fragment contain ing the last 
72 bp of the repC coding region and the fo llowing 
downstream sequence (Ramírez-Romero et al. , 
200 1). A compara tive sequence analysis between 
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Fig. 2. Alignmcnt of the nucleotide scq uences from the homologous incp regions of sorne Rhizobium plasmids and o f plasmid pRiA4b 
from A. rhizogene.s. Identical bases are shown in gray boxes. Aste risks indicate the stop codon of repC. The sq uare indicates thc 
posit io n of thc 16-bp pa lindrome seq uences. 
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The homologous inc{J regions of the R. etli plas­
mids wereamplified by PCR usinggenomic DNA as 
a templa te. The PCR products were cloned and their 
DNA sequences were determined. La ter, the inserts 
of these constructs were introduced into plasmid 
pRK 7813, and the resultan! plasmids were trans­
ferred into R. etli recA strain (CFNXIOI) to deter­
mine their incompatibility phenotypes. Ali the 
constructs were capa ble of displacing plasmid p42d, 
indicating that the incoming plasmids carry in­
compatibility determinants and that ali share the 
same incompatibility gro u p. The DNA alignment of 
these sequences demonstrates a high degree of 
identity among the R. etli plasmids , but the equiv­
alent sequence of plasmid pRiA4b showed less 
conserved seq uences. The most conspicuous motif 
conserved between ali is a 16-bp palindrome se­
quence: (5'-GTGGTCAGCTGACCAC-3']. The 
presence of this element suggests a role in incom­
patibility determination (Fig. 2). 
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3.2. Assignation of the minima/ DNA sequence from 
the inc{J region of plasmid p42d required for 
i11compa1ibility 

The inc{J region of plasmid p42d was originally 
described as a 502-bp EcoRI fragment of con­
taining the last 72 bp of the coding region of repC, 
and 430 bp downstream of the stop codon of thi s 
gene (Ramírez-Romero et a l. , 2000). The 5' end of 
the conserved 16-bp palindrome sequence is situ­
ated 40 bp downstream of the repC stop codon. To 
determine if this sequence is the unique element 
involved in incompatibilit y, PCR products con­
taining different regions of inc{J, with or without 
the 16-bp palindrome, were obtained. These 
products were cloned into pRK7813 and intro­
duced into R. etli strain CFNXIOI by conjugation . 
The incompatibility properties of the constructs 
were determined by analyzing the plasmid profile 
of the transconjugants. 
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Fig. 3. Dclimitation of the incornpatibility determinants within the inc{J rcgion. A schcmatic reprcscntation of the RcpC (black arrow) 
and the 500-bp incP regions {open box) of plasmid p42d is given above. The open boxes represen! PCR fragments of incfi cloned into 
pRK7813. introduced in CFNXIOI and tested for incompatibility. Solid boxes indicatc thc pa lindromc sequence {P). Symbol "+" 
indicates that thc plasmid derivative is incompatible with p42d of R. e1/i CFNX IOI. Symbol "-" indicates tha t the construct is 
compatible with p42d of R. e1/i CFNXIOI. 
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As shown in Fig. 3, only inserts containing the 
16-bp palindrome displaced plasmid p42d, indi­
cating that this sequence was necessary and suffi­
cient to induce incompatibility. 

3.3. The inc{J region is involved in the segregational 
stability of plasmid p42d, an observa/ion confirming 
the presence of partitioning site in this region 

It is well established that plasmids lacking their 
partitioning site are not properly distributed to the 
daughter cells during cell division and they are 
rapidly lost from the cell population (for reviews: 
Bignell and Thomas, 2001; M0ller-Jensen et al., 
2000). 

To determine the possible role of inc{J and to 
check the function of the 16-bp palindrome in 
plasmid partitioning, various derivatives of the 
p42d basic replicon carrying progressive deletions 
of inc{J region were constructed and their stability 
was evaluated. 

1 Kb 

Hindlll Pstl .. 
repA rep B 

Plasmid 

pSUP·MRc 

pSUP·MRsB 

pSUP·MRc2 

pSUP·MRp 

pSUP·MRBL 1 

pSUP·MRBs1 

pSUP·MRBL2 

pSUP·MRBs2 

Ali the constructs begin in the same point, 
258 bp upstream of repA. The plasmid pSUP-MRc 
was generated to carry the whole 502-bp inc/3 re­
gion. In contrast, plasmid pSUP-MRsB was de­
signed to carry only the first 72 bp from the 502-bp 
inc/3 region (up to the stop codon of RepC), 
without the palindrome sequence. The insert of 
plasmid pSUP-MRc2 contains 250 bp from the 
inc{J region. Lastly, plasmid pSUP-MRp harbors a 
fragment whose 3' end matches the 3' end of the 
palindrome. Ali these plasmids were introduced 
individually into a R. etli strain lacking p42d 
(CFNX107) and their stabilities were evaluated. 

Construct pSUP-MRsB was highly unstable , 
even in presence of selective antibiotic. Only 45% 
of the cells retained the plasmid after overnight 
culture (see Fig. 4). After 30h of growth (~12 
generations), only 22% of the cells retained the 
plasmid. Frequently, R. etli CFNX107 containing 
this construct regained 100% stability, but the 
analysis of the plasmid-profiles and the following 
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Fig. 4. Plasmid stabi lity . Plasmid retention in the cell population of R. etli CFNX 107, harboring incP regio ns of various lengths. A 
scheme of the repA BC mini mal replican of plasmid p42d is given above. The genes are shown as black arrows. The grey solid boxes 
rcprcsent the inc{J rcgion and thc palindrome sequence (P), respectively . The open boxes below represent the DNA inserts carried by 
cach plasmid derivative. The arrows show the orientat ion of the cloned fragmenl. Samplcs were taken immcdiately after dilution in 
fresh medium (0/N) and 30h later (sec Scction 2). The data are based on three independent experiments. 
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hybridization with a specific probe showed that 
this construct forms a cointegrate elsewhere in the 
genome (data not shown). 

In contras!, 99% of the cells from the strain 
harboring the construct with the complete i11cf3 
(pSUP-MRc) conserved the plasmid after ~12 
generations, a fact confirming the positive role of 
inc{J region in the plasmid segregational stability. 

Plasmid pSUP-MRc2 showed the same stability 
as the construct containing the complete i11cf3 re­
gion, indicating that ali the requirements for effi­
cient partitioning are contained within the first 
250-bp of inc{J. In contrast, 60% of the R. etli cells 
retained the derivative that match the 3' end of the 
16-bp palindrome (pSUP-MRp), after ~ 12 gener­
ations. These results demonstrate that the 16-bp 
palindrome is an essential element for plasmid 
partitioning, but other DNA elements located 
downstream the 3' end of the palindrome are a lso 
required (Fig. 4). 

As shown in Fig. 4, the complete inc{J region 
(502-bp) and its shortened version (250-bp) were 
introduced, in the two possible orientations, within 

the ampicillin resistance (ApR) gene of plasmid 
pSUP-MRsB. These constructs, pSUP-MRBLI , 
pSUP-MRBsl, pSUP-MRBL2, and pSUP­
MRBs2 were introduced into R. etli CFNX107, 
and their stabilities were followed. Afler 12 gen­
erations a li of them showed a plasmid retention 
capacily near 50%, a percentage considerably 
higher than that obtained with pSUP-MRsB (22 
%). These results showed that presence of a 
translocated inc{J region is not sufficient to stabilize 
the plasmid at wild-type levels, and suggested that 
sorne other DNA element(s) located between the 3' 
end of the palindrome and the 3' end of inc/1 
contained in plasmid pSUP-MRc2 are also re­
quired . 

3.4. RepB binds specifically the 16-bp pali11drome 

Two plasmids are incompatible because they 
share one or more elements involved in plasmid 
replication or plasmid partitioning or in the regu­
lation of these processes (Novick, 1987). In the 
experiments described above, we showed that the 
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Fig. 5. Gel mobility shift assays showing the ability of RepB to bind incp. DNA fragrnents used as targets in the binding reactions are a 
258-bp PCR producl containing the palindrome scquence (Targel) and 144-bp PCR product thal lacks the palindrome sequencc, but 
retains the scquence surrounding it (negative control) . Lanc 1, the PCR products with no protein addition. Lancs 2- 9. the PCR 
products incubated with 0.25, 0.5., O. 75, 1.0, 1.25, 1.5, 1. 75, and 2.0 µg of RepB protein. respectively. 
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Fig. 6. Gel mobility shift assays of two 16-bp palindromes by RepB. The first palindrome has the wild-type sequcnce [5' ­
GTGGTCAGCTGACCAC-3' ), and the second one, the negative control, retains the same base composition, but differs in sequence 
[5'-TCCCGATCGATCGGGA-3' ). (A) The gel mobility shift assay using the wild-type palindrome . (B) Gel mobility shift assays using 
thc second palindrome. In both panels lane 1 shows the fragments wi th no protein added . Lanes 2- 9. the DNA fragments incubated 
with 0.5. 1.0. 1.5, 2.0. 2.5, and 3.0 µg of RepB protein, respectively. 

inc/3 region is involved in the segregational stabil­
ity of the plasmid. It was also demonstrated that a 
16-bp palindrome loca ted within this region is the 
sequence responsible for the incompatibility 
properties of inc{J. We hypothesized that the pal­
indrome sequence acts as an incompatibility de­
terminan! because it is the target site of the 
partitioning proteins (par site). Since RepB is a 
member of the ParA- ParB partitioning proteins 
family , we decided to evaluate the possible binding 
of this factor to inc{J by DNA electrophoretic shift 
assays. To achieve this RepB was overexpressed in 
E. co/i and purified as a protein fusion with the 
maltose binding protein (MBP). For the binding 
experiments two PCR products containing the 
inc{J region were utilized . The first one consists of a 
258-bp fragment tha t contains the 16-bp palin­
drome. The second DNA fragment embraces a 
similar region but with two differences: it was 
shorter in size (144-bp) and the 16-bp palindrome 
was eliminated (see Section 2) . 

As shown in Fig. 5 the fusion protein binds to 
the PCR product containing the 16-bp palindrome 
in a protein concentration-dependent manner, but 
not to the PCR product lacking the palindrome. 

To corroborate the specificity of the binding, a 
double-stranded DNA molecule, containing only 
the 16-bp palindrome sequence, was synthesized in 
vitro and labeled by [y- 3~ P] . Another 16-bp palin­
drome retaining the same nucleotide composition 
of the na tural palindrome, but differing by se­
quence, was utilized as nega tive control. As shown 
in Fig. 6, RepB- MBP is capable to bind specifi­
cally to the 16-bp palindrome present in the inc{J 
region of plasmid p42d, but not to the pa lindrome 
with different sequence. These results demonstrate 
that the palindrome specifically nucleate the 
binding of RepB to plasmid p42d. 

4. Discussion 

A comparison between the sequenced repABC 
basic replicons shows evident similari ties: a li con­
tain three genes with similar sequences, and their 
products play identical roles in plasmid replica tion 
and partitioning. A large and also well-conserved 
rep B- repC intergenic sequence is present in ali of 
them (Bartosik et a l. , 2001; Cevallos et a l., 2002; Li 
and Farrand, 2000), a lthough its function remains 
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unknown, but probably has sorne role controlling 
plasmid partitioning or replication. In two not 
closely related repABC plasmids p42d from R. etli 
and pT A V320 from P. versutus, it has been shown 
that the repB- repC intergenic sequence is a strong 
incompatibility factor. In these plasmids, a se­
quence located immediately downstream of the 
stop codon of repC is also capable of exerting in­
compatibility against their parental plasmids 
(Bartosik et al., 2001; Ramírez-Romero et al. , 
2000). This observation indicates that this region 
plays sorne functional role in the replication and 
segregation of the plasmids and is probably pres­
en t in a li members of the family. However, no 
similari ties were found at the DNA sequence level. 
In plasmid pTAV320 Bartosik et al. (2001) found a 
homologous region with two identical 14-bp re­
peated sequences that are the DNA binding targets 
for RepB. These sequences were able to confer 
segregationa l stability to an unstable plasmid 
when RepA and RepB were added in trans, indi­
ca ting that the partitioning site resides there. 
However, this stabilization did not reached the 
wi ld-type levels, suggesting that sorne element in 
the system is missing. The 14-bp repeated se­
quences were only found in other composite-plas­
mids of a closely related species (Paracoccus 
pantotrophus) (Bartosik et al., 2002). 

In this work we found a high degree of DNA 
sequence similarity between the incompatibility 
regions located downstream the repC stop codon, 
inc{3 , with o ther plasmids of R. etli and to A. 
rhizogenes plasmid pRiA4b, a li belonging to the 
same incompatibility group. A 16-bp palindrome 
sequence was the only DNA motif recognized 
within inc/3 and it is the most conserved in the 
homologous regions of plasmids of the same in­
compatibility group. Here we show that this pal­
indrome sequence is necessary and sufficient to 
exert incompatibility towards the parental plasmid 
by being the RepB DNA target site . 

The inc/3 region is required for plasmid stabi lity, 
but surprisingly, its translocation to another re­
gion of the same plasmid reduced its ability to 
restore wild-type levels of plasmid stabi lity. lt is 
obvious that that sorne cis elements in the up­
stream and downstream of the par site are neces­
sa ry for proper plasmid segregation . 

Despite the lack of sequence conservation 
among members of the repABC family, ali of them 
have a functional partitioning site located down­
stream from, but near, the stop codon of r~pC. 
From an evolutionary point of view, and taking 
into account that more than one repABC replicon 
can exist in the one strain, it could be accepted that 
the par site changes rapidly to skip interferences 
with the segregational abi lity of the other repA BC 
plasmids, and by thi s mechanism to avoid loss of 
informat ion by incompatibility. 

In the recently published sequence of the R. etli 
p42d plasmid a copy of the 16-bp palindrome was 
found approximately 3.4 kb downstream the s10p 
codon of repC (Gonzalez et al., 2003). Moreo,·er, 
the palindrome is not present in the chromosome 
or in any other plasmid of this strain (G. Dá,ila. 
personal communication). 

The presence of multiple and dispersed par-sites 
is not uncommon in bacteria containing homolo­
gous of the Par A- ParB partitioning proteins. The 
Strepto111yces cae/icor genome contains 15 co pies 
of inverted repea ts rela ted to the sequences pro­
posed as the target site for SpoJ (ParB) in Bacillus 
subtilis. The prophage plasmid N 15 contains four 
seq uences related to the SopB binding site of F 
plasmid. (Bignell and Thomas, 2001; Ravin and 
Lane, 1999). The ro le of these multiple parti tion­
ing sites remains to be elucidated. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

Como mencionamos anteriormente, la secuencia intergénica localizada entre repB y 

repC del plásmido p42d (inca) es capaz de ejercer incompatibilidad hacia el plásmido p42d 

cuando la introducimos a una cepa de R, etli recA (Ramírez-Romero et al. 2000). Esta 

región muestra un alto grado de similitud en secuencia entre todos los plásmidos repABC 

reportados hasta ahora (Cevallos et al. 2002), También se ha demostrado para el plásmido 

pT A Y320 (de P. versutus) y pRiA4b (de A. rhizagenes) que esta región de DNA es capaz 

de inducir incompatibilidad frente a su respectivo plásmido parental cuando se introduce en 

trans, lo que sugiere, que esta es una característica general entre los replicones repABC 

(Bartosik et al. 2001; Nishigushi et al. 1987). 

Nos interesa determinar el o los motivos presentes en inca que participan en la 

incompatibilidad, ya que estos motivos pudieran estar involucrados en la replicac ión , 

partición o la regulación de cualquiera de estas funciones primordiales del plásmido. Para 

ello, realizamos dos estrategias, la primera consiste en determinar la región mínima capaz 

de ejercer incompatibilidad. 

Para determinar cual es la región mínima necesaria para ejercer incompatibilidad de 

la región inca, amplificamos por PCR diversas regiones internas de la región de 

incompatibilidad, las clonamos en un vector replicable en Rhizobium (pRK78 l 3) y las 

conjugamos a la cepa CFNX 101 (R. etli recA) . Para los experimentos de incompatibilidad 

se leccionamos siempre el plásmido entrante, y observamos la presencia o ausencia del 

plásmido residente como un replicón independiente. Solo dos de las construcciones, plnc 1 

y pinc5 fueron capaces de desplazar al plásmido p42d (Fig 7) . La primera con\iene toda la 

región inca, y la segunda construcción contiene un inserto que abarca desde los nucleótidos 

1 al 111 después del codón de termino de repB. Estos resultados indican que la región de 

l !Opb contiene todos los elementos de inca req ueridos para incompatibilidad. 

Demostramos que las clonas tienen la construcción correcta hibridando con el inse rto 

utilizado. Para los casos en los que no observamos incompatibilidad secuenciamos el 
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inserto para eliminar la posibilidad de que la pérdida del fenotipo se debiera a una 

mutación. 

p repA repB repC 

- ( .J e 

inc I" 

Plasmido k1aJffipatibilidad 
inca 

plnc 1 + 

plnc2 

plnc3 

plnc4 

plnc5 + 

Fig, 7. Representación esquemática del replicador del plásmido p42d, Se muestran los 
diferentes fragmentos de inca analizados y su fenotipo hacia el plásmido silvestre. 

La segunda estrategia consistió en utilizar una colección de cepas de R. etli aislada 

de diferentes partes del mundo, con el propósito de distinguir, en base a las secuencias, las 

regiones involucradas con la incompatibilidad, De esta manera, lo primero que hicimos fue, 

determinar si las cepas de nuestra colección poseen plásmidos del mismo grupo de 

incompatibilidad al que pertenece el p42d, ya que si analizamos las secuencias de 

plásmidos compatibles, veremos cuales secuencias, al variar, pueden cambiar el grupo de 

incompatibilidad. Para evaluar la incompatibilidad de estos plásmidos, realizamos los 

siguientes experimentos: obtuvimos por PCR las regiones homólogas a inca de plásmidos 

de la colección de cepas, clonamos cada uno de estos productos en un vector replicable en 
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Rhizobium, conjugamos estas clonas a la cepa CFNXlOl y determinamos sus propiedades 

de incompatibilidad frente al plásmido p42d (Ver Tabla 3). 

Tabla 3. Colección de cepas utilizadas en el análi sis y su comportamiento frente al 

plásmido simbiotico p42d de R. etli. 

CEPA Nombre de la construcción FENOTIPO 

BRA 5 (R. etli) pIA-Bra INCOMPATIBLE 

KIM 5 (R. etli) pIA-Kim INCOMPATIBLE 

NGR234 (Rhizabium sp) pIA-NGR COMPATIBLE 

NITRAGIN 8251 (R. etli) pIA-Nit INCOMPATIBLE 

TAL 182 (R. etli) pIA-Tal INCOMPATIBLE 

VIKING-1 (R. etli) pIA-Vik INCOMPATIBLE 

A. rhizagenes pIA-RiA4b COMPATIBLE 

Con el propósito de identificar los motivos implicados en la incompatibilidad, 

secuenciamos los productos de PCR obtenidos a partir de las regiones homólogas a inca de 

los plásmidos de la colección de cepas. El análi sis comparativo de estas secuencias, 

teniendo en cuenta el grupo de incompatibilidad al que pertenecen, nos permitiría reconocer 

cuáles son las regiones que pueden cambiar sin alterar las propiedades de incompatibilidad, 

y cuales de ellas, al variar, cambian el grupo de incompatibilidad. Sin embargo, el análisis 

de las secuencias, nos mostró que inca está altamente conservada entre los diferentes 

plásmidos de la colección y es muy difícil determinar el o los motivos involucrados en la 

incompatibilidad. 
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Un análisis más detallado de la secuencia de pinc5 (región mínima de inca capaz de 

ejercer incompatibilidad) realizada por Tatiana Yenkova-Canova demostró que existe un 

gene que codifica a un RNA antisentido pequeño (ctRNA) en esta región. El promotor del 

gene del ctRNA está situado 59 pb curso arriba del codón de inicio de repC, y presenta 

similitud al consenso de promotores dependientes de sigma70. Esta secuencia se encuentra 

en la cadena complementaria del DNA de la región codificante del operón repABC: 

(TTGACG) N 17 (GA TTCI) (las bases idénticas al consenso de E. coli están subrayadas). 

El inicio del transcrito se localizó en una base "G'', 94 pb curso arriba del inicio de repC. 

Además, se encontró una secuencia con potencial a formar una estructura secundaria 

semejante a los terminadores rho-independiente en la misma cadena de DNA. Este RNA 

antisentido es el único determinante de incompatibilidad presente en inca (Fig 8). 

Pl~ 
Hütdlll,l ._ Hindlli5$9 

~I ~__.'--1 .. ~·--·-·~~--·---·--·::t .. --~--~----·•~!r------ll 
------------------ P2 ~ 

lllllll 3, -::, ~e 4Tn'TtTT1T CTt 4AH4A4Tn CAHH CA'( ACClT C "t.AAc;ACA4A,AC::¡TT crrr.ma:4TMA4 'AHTTA' ~ 5' ... 
""' ' --- --- +l , ,-10' , -35' 591'p ., 

repB inca repC incfJ repA 

lh pB . : Tu1"irla. to1: : ' ; ; : RcpC » 
' ' . . ' ' . . 

' ' 

INC 

+ 

lnc2 -
lnc4 ,, 

+ 

Fig, 8. Secuencia del RNA antisentido presente en el replicador del plásmido p42d y su 
localización en las clonas analizadas. 
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Realizamos un alineamiento de las cadenas opuestas presentes en las regiones 

homólogas a inca de la colección de cepas y encontramos que todas ellas tienen similar la 

región correspondiente al promotor, lo que nos indica que también pudieran codificar para 

un RNA antisentido (Fig, 9). 

Consenso 
E.coli 

plA-Bra 

plA-Kim 

plA-Nit 

plA-Tal 

plA-Vik 

p1A-p42d 

• plA-Ngr 

• plA-pRiA4b 

plA-Bra 

plA-Kim 

plA-Nit 

plA-Tal 

plA-Vik 

plA-p42d 

• plA-Ngr 

• plA-pRiMb 

51 

51 

51 

51 

51 

51 

51 

50 

-10 

TTGACA 

-35 

TATAAT 

TGACGAGGATTCGAGGAAATGCGATTCTGTTC 
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Fig, 9. Alineamiento de las secuencias de DNA, las cuales podrían codificar para un RNA 
antisentido en las regiones homologas a inca de los plásmidos de la colección de cepas. Las 
bases que formarían el asa se muestran con la linea = . Las secuencias que corresponden 
a los plásmidos compatibles con respecto al p42d estan marcadas con asterisco. 

Realizamos la predicción de la estructura secundaria de las regiones homólogas a inca 

, de cada uno de los plásmidos de la colección, mediante el programa GeneQuest de 

DNAST AR. Si tomamos en cuenta el comportamiento frente al p42d podemos observar 

que los plásmidos incompatibles presentan una estructura secundaria del RNA 

anti transcrito muy semejante (Fig, 10). 
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Fig, 10. Estructura secundaria predicha para los RNA antisentidos probablemente 
presentes en las regiones homologas a inca de plásmidos incompatibles. En rojo se 
muestran los cambios en la secuencia comparados con el p42d. 



RESULTADOS 

En cambio, las estructuras secundarias de los RNA antitranscritos entre los 

plásmidos compatibles son mucho más diferentes , y estas diferencias radican 

principalmente en el asa del antitranscrito (Fig, 11). Estos resultados concuerdan con las 

observaciones reportadas por Wagner y Simons en 1994, quienes propusieron, que los 

cambios de especificidad para un RNA antisentido ocurren en el asa. 
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Fig, 11. Estructura secundaria predicha para los RNA antisentidos 
probablemente presentes en las regiones homólogas a inca de plásmidos compatibles. 
En rojo se muestran los cambios en la secuencia comparados con el p42d. 



DISCUSIÓN 

El replicón básico del plásmidos simbiótico p42d de Rhiwbium etli es hasta ahora, 

el mejor caracterizado dentro de los replicadores tipo repABC. En este replicón del p42d, se 

han identificado al menos tres determinantes de incompatibilidad: RepA, inca e inc/3. RepA 

es un factor de incompatibilidad en trans y sabemos que esta involucrado en la regulación 

del operón (Ramirez-Romero et al. 2001). 

En este trabajo mostramos que el RNA antisentido presente en inca es el único 

determinante de incompatibilidad en esta región, el cual está altamente conservado entre 

diferentes plásmidos tipo repABC de R etli. Esta conservación en secuencia va más allá de 

estos plásmidos (Cevallos et al. 2002). Las secuencias- homologas a inca de todos los 

plásmidos tipo repABC hasta ahora reportados parecen codificar también para un Ri\A 

antisentido, ya que alineamientos de estas secuencias muestran que comparten los motivos 

característicos del RNA antisentido presente en el replicador del p42d (cajas -10 y - 35, la 

G como inicio y una estructura secundaria como posible terminador). 

La similaridad ente la estructura secundaria del RNA antitranscrito de estos 

plásmidos está estrechamente relacionada con el grupo de incompatibilidad al que 

pertenece el plásmido, De tal manera que, haciendo una predicción de la estructura 

secundaria de este RNA antisentido podríamos predecir si pertenece a un mismo grupo de 

incompatibilidad o no. Si presenta similitudes, estas deben de estar sobre todo en el asa del 

RNA para predecir que sean incompatibles. El asa genera lmente contiene entre 5-8 

nucleótidos . Mutaciones puntuales en el asa del RNA antisentido alteran la especificidad 

del la interacción con el blanco (Franch et al. 1999), lo que indica que la interacción asa-asa 

inicia la reacción de apareamiento entre el RNA antisentido y el RNA blanco, Las 

diferencias en las secuencias del asa se encuentran a menudo en asas de RNAs antisentido­

blanco de plásmidos cercanamente relacionados y son las bases de la compatibilidad 

(Wagner y Simons 1994). Mutaciones puntuales en el asa alteran la especificidad de la 
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interacción, como ya lo mencionamos y dan origen a nuevos grupos de incompatibilidad 

(Brantl 2002). 

No sabemos hasta ahora, el papel que juega el RNA antisentido en las funciones del 

plás mido, sin embargo, experimentos hechos en nuestro laboratorio indican que esta 

involucrado en su replicación. 

Los resultados del artículo nos demuestran que inc{3 es un determinante de 

incompatibilidad involucrado con la partición del plásmido, y que RepB se une 

específicamente a esta región en la secuencia palíndromo in vitro, Sin embargo RepB no 

parece ser un determinante de incompatibilidad, al menos no cuando está presente en 

cantidades normales para la célula, Esta observación es similar para sus homólogos SopB y 

ParB de los plásmidos F y P. SopB y ParB sólo son capaces de inducir incompatibilidad 

cuando se sobreexpresan (Actis et al. 1999, Lynch y Wang 1995), lo que nos sugiere que 

también este podría ser el caso para RepB. 

Son interesantes los resultados contrastantes obtenidos con las diferentes regiones 

del plásmido pRiA4b de Agrobacterium rhizogenes. Cuando clonamos la región homóloga 

a inca de este plásmido y evaluamos su capacidad de desplazar al plásmido simbiótico, 

vemos que el plásmido que contiene esta región es compatible con el p42d. Sin embargo, 

cuando evaluamos a la región homologa a inc{3, esta sí causa incompatibilidad y por lo 

tanto es capaz de desplazar al plásmido simbiótico. Esto nos sugiere que el replicador del 

plásmido no evoluciona como una unidad . 
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PERSPECTIVAS 

Determinar el elemento cis necesario para una adecuada segregación del plásmido. 

Examinar si RepB es un determinante de incompatibilidad y si es capaz de producir 

silenciamiento de los genes aledaños como lo hacen ParB y SopB de los plásmido PI y F 

respectivamente. 

Analizar la posible interacción entre las proteínas del replicador y su localización en 

la célula, Actualmente esto está siendo realizado en nuestro laboratorio mediante el uso de 

sistemas de dos híbridos y la utilización de proteínas fluorescentes respectivamente. 

También se está buscando la localización del origen de replicación mediante geles 

de dos dimensiones, Creemos que el origen se encuentra dentro de repC, así que también se 

analiza la capacidad replicati va de plásmidos con diferentes regiones de repC 

complementados en trans con la proteína iniciadora (RepC). 
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The symbiotic plasmid of Rhizobium etli CE3 belongs to the RepABC family of plasmid replicons. This family 
is characterized by !he presence of lhree conserved genes, repA, repB, and repC, encod<d by the same DNA 
strand. A long intergenic sequence (igs) bet..-een repB and repC is also conserved in ali members of the plasmid 
family. In Ibis paper we demonstrate that (i) the repABC genes are organized in a n operon; (ii) the RepC 
product is essential for replication; (iii) RepA and RepB producls participate in plasmid segregation and in the 
regulation of plasmid copy number; (iv) lhere are two cis-acting incompatibility regions, one localed in !he igs 
(inca) and !he other downstream of repC (incll) (!he former is essential for repl ica tion); and (v) RepA is a 
trans-acting incompalibilily factor. We suggest thal inca is a cis-acling site required for plasmid partitioning 
and lhal !he origin of replicat ion lies wilhin incj3. 

Rhizobium etli , like ot her members of the genus, contains 
large, low-copy-number plasmids_ One of these, 1hc symbiotic 
plasmid (pSym), carries many of the genes required for the 
formation o f the nitrogen-fixing nodu les which characterize 
the interaction of th is bacterium with bean plants. pSym coex­
ists in the sa me cell with 1 to 10 undercharacterized plasmids 
also known as "cryptic plasmids. " Nevertheless, genes impli­
cated in the synthesis of cellular components o r in the utiliza­
tion of nutrients have been located on sorne of these plasmids 
( 14, 27). 

Severa! basic replicons of Rhizobium and Agrobacterium 
plasmids have been cloned and sequenced: the Agrobacteriwn 
twnefaciens pTiB6S3, pTiC58, and pTi-SAKURA tumor-in­
ducing plasmids (24, 41, 42); the Agrobacterium rhizogenes 
pRiA4b root-inducing plasmid (31); thc Rhizobium legw11i110-
san1111 pRL8JI cryptic plasmid (43); the R. etli p42d symbiotic 
plasmid (36); the Rhizobium sp. pNGR234a symbiotic plasmid 
( 11 ); and the Sinorhizobium me/iloti pRmeG R4a plasmid (28). 
The first seven plasmids belong to the RepABC fami ly and 
share the sa me gene tic organ iza tion and a high degree of 
sequence identity in the three genes that iden tify these plas­
mids. Plasmid pRmeGR4a belongs to the RepC fami ly, which 
is re lated to the former because they share a high degree of 
seque nce identity with the repC gene, but repA and repB are 
not prese nt. lt has been shown that plasmids of the RepC 
fa mily are commo n in field populatio ns of Rhizobiwn (7, 37, 
44). 

Recent ly, a member of the RepABC pl asmid family 
(pTA V320) was isolated from Paracoccus versutus, a bacterium 
unre lated to the Rhizobiaceae fam ily, thus raising the possibil­
ity of finding this type of plasmid in other n proteobacteria ( 4 ). 

Three genes, repA, -B, and -C, are required for the stable 
replication and adequate partitioning o f this plasmid fami ly. 
Thc three ge nes are located in the same DNA strand and in the 
samc ordc r in a li me mbers of the family. The RepA and RepB 
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products ace similar to proteins involved in the partit ioning of 
plasmids F and PI (46). Moreove r, mutations in repA or repB 
of pTiB6S3 alfect plasmid stability. lt has been suggested tha t 
the products of thesc ge nes ac t as replication enhanccrs (42), 
but the data presented do no t cont rad ict a role in segregation 
(8). Also, it has been shown that RepC is the principal initia­
tion protein, since frames hi ft mutatio ns within the repC gene 
complctely abolish replication functions ( 42). Despite the high 
degrec of sequence identity that they share, plasmids pTiB6S3 
and pRiA4b are compa tible, and the Rep proteins of the first 
plasmid are not inte rchangeable with thc corresponding prod­
ucts of the second in complementation tests. This indicates that 
the Rep prote ins are highly specialized and specific (42). A 
largc intergenic sequence (igs) is found between repB and repC 
in ali replicators of the fa mily. 

Members of the RepABC plasmid fam ily are unit copy plas­
mids or very low copy number plasmids. However, sequencc 
analysis has shown that these plasmids do not contain DnaA 
boxes, at least with the signatures proposed by Schaper and 
Messe r (39) and by Fu ller et al. (12), and do not contain 
repeated sequences (iterons), which are common themes in 
low-copy-number plasmids. 

lncompatibility has been detected between Rhizobium plas­
mids and between Rhizobiwn and Agrobacterium plasmids (5 , 
20, 21, 34, 35). The symbiotic plasmids, unrelated to their host 
range determinants, can belong to dilferent incompatibility 
groups ( 16, 19). Nevertheless, the molecular basis for Rhizo­
biwn plasmid incompatibility is poorly understood. 

The basic replicon o f the symbiotic plasmid (p42d) of R. etli 
CE3 belongs, as mentio ned above, to the RepABC plasmid 
family. This basic repl ican is contai ned within a 5.6-kb Hindlll 
fragment and confe rs replication stability on a plasmid nor­
ma lly incapable of replicating in R. etli (pSUP202). A recom­
binan! plasmid conta in ing the 5.6-kb Hindlll fragment intro­
duced into a recA derivative of CE3 exhibited incompatibility 
with p42d and replicatcd with the same copy number as the 
symbiotic plasmid . These data indicate that ali the sequences 
of the symbiotic plasmid requ ired for replication, copy number 
control, stabi lity, and incompatibi lity reside in this fragmcnt 
(36). With the a im o f e lucidati ng the molecular basis of the 
incom patibility and rcplication fun ct io ns of plasmids of the 
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RepABC family, we report here the identification of the trans­
acting elements and the cis-acting siles required for incompat­
ibility and their relation to replication and segregation. 

MATER!ALS ANI> MnHODS 

Haclerial stn1ins nnd g.-owth conditions. Bactcrial strains and plasmids uscd in 
lhis work. are listl.'d in Table l. Escí1crichia coli strains werc grown at 37°C in 
Luria-lkrtani mc<lium. Uhiwhi11111 strains wcrc grown at JOºC in PY mcdium 
(32). Antibiotics wcrc addcd al thc following conn·ntrations (in micrograms pcr 
millilitcr): nalidixic acid, 20; tctraq·clinc, 10; kan;imycin, JO; chloramphcnicol, 
25: and ampicillin. strcpwmyl"in. or spcc1i nomyc in, 100 oras 01hcrwisc indicatcd 

Bacteria! malings. pSUP202 and pRK7813 dcrivativcs wcrc introduccd i1110 

Rhizohium using pRK2013 as thc hclpcr plasmid. Strai ns wcrc grown in thc 
propcr liquid mcdium to station<1ry phasc, mixcd in a proportion (dunor-helper) 
of 2: 1 on PY plat...-s, and incuhatcd at JOºC ovcrnight. The cclls wcrc rcsuspcndi.:d 
in frcsh PY mi.:Jium. and sc:rial dilutions wen: platr.:d on thr.: appropriatc sdective 
mcdium. 

l'tusmid protilcs. Profilcs of high -molccular-wcighl plasmids wcrc obl<i incd by 
lhc in-gel lysis procedurc dcscrihcd hy Whcatcroft c1 al. (45). 

UNA isolalion, munipulution, ,.nd hybridization. Genomic DNA was isolatcd 
by cmploying thi: componcnts and instruc1ions of thc DNA-RNA isolation kit 
(Amcrsham). Plasmid DNA was isolatcd as dcs.cribcd by Sambrook r.: t al. (38). 
DNAs wcrc rcstric tcd and liga1cd undi:r thc ronditions spccificd by lhc cnzymc 
manufacturcr (Am...-rsham). Taq polymcrasc or clongase (Gibco BRL) was uscd 
for PCR. Thc PCR products wcrc cloncd using a pMOSbluc T vector kit ur a 
pMOSbtuc blunt-cnded vcc1or kil (Amcrsham). DNA restriction fragmcnl.~ wcrc 
scparatcd for h)'bridizations b)' clcctrophoresis in 1% agarosc gels, transfcrrcd 
01110 1-tybond N+ mcmbrancs (Amersham), and cross-Jinked in a UV cross­
linkcr unit (Stra1agcne). 

Hybridizations were pcrformcd ovcrnight using [a 31 P ]dCTP-Jabcl ed probcs 
(Mcgaprimc kit: Amcrsham) undcr high -st ringcncy conditions (65°C in rapid­
hyb buffer (Amersham]) . Hybridization signals wcrc dctectcd o n X-OMAT-K 
lilrns (Kodak) in lhe prcscnce of int cnsifying scrccns or in a Phosphorlmagcr 
(Molecular Dynamics). 

Plasmid stability. Plasmid stability was calculai cd according 10 thc proccdurc 
dcscribcd by Durland and Hclinski (10). Bricíly, st:Jt ionary-phase cultures werc 
dilutcd in frcsh mcdium without sclcction to givc an initial op1ical dcnsity of 
U.001 al 620 nm and cu ltivated for 9, 18, and 31 gc ncrations. Samples takcn al 
1hesc times wcrc scrially dil uted and plated 01110 solid medium in the abscncc of 
sclcctivc drugs. Onc hundrcd cotonies werc choscn and picked onto platcs with 
and wilhout thc sclcctivc antibiotic. 

Plasmid construction. To idcntify thc clcmcnts rcquircd fo r incompa tib ility 
anda stablc rcplicat ion of pHJ, two collections of subc lom.:s, PCR products. and 
dclction dcrivativcs of pHY were creatcd. One collection, dcdica!ed to identi­
fying clcmcnts involvcd in replication, was constructcd in thc mobilizablc vector 
pSUP202. This plasmid is unable to rcplicate in Rhizobium. Ali mcmbcrs of this 
collection wcrc na mcd with thc prefix pRE· followcd by the namc of the inscrt. 
Thc sccond co ll cction. madc with thc aim o f idcntifying inco mpatibility de1er­
minants, was constructcd in pRK7813, a vector capablc of replicating in R. elli 
(22). The mcmbcrs of lhis collcction wcrc named with thc prcfi.x pKRE- and the 
namc of thc inscrt. A descriplion of thc construction of cach plasmid is give n in 
Table 1, anda schemc of thcir construction is shown in Fig. J. 

Plasmid incompatibility. To determine the incompat ibility of thc pKRE dc­
rivatives, 1he plasmids wcrc introduccd into CFNXJOI. The plasmid profilcs of at 
lcast four lransconjugants from cac h cross wcre analyzed . 

Plasmid replicalion in R. e1li. To determine thc rcplic;:ition capabititics of thc 
pRE derivativcs in R. erli, thc plasrnids were introduccd into CFNX107. Thc 
plasmid protilcs uf at least four transconjugants of each cross werc analyzcd. A 
rccombinant plasmid was cunsidcrcd to havc the capability 10 rcplicate in R. etli 
if (i) thc plasmid profilc uf the transconjugants showed a ncw band and hybrid­
ization with pSUP202 and (ii ) thc ncw plasmid could be rccovc rcd from thc 
transconjugants by transformation o r conjugation with E coli. 

Dclermination of plasmid copy numbcr. Plasmid copy numbcrs of CFNX 107 
transconjugan ts containing thc plasm ids pHJ, pRE-ó.AI , pRE-prcpA-j.íl-C, and 
pRE·prcpó.A-BC wcrc cvatuatcd as follows. Total DNA was isolatcd, digcstcd 
with l/ind lll cndonuclcasc , resolved in a 1% agarose gel, and transfcrrcd to 
Hybond N+ mcmbranes (Amersham). Thc blot was then simultancously hybrid­
ized with a 1.4-kb lfindlll-EcoRI fragmcnt of thc chromosomally encodcd gene 
recA and with a 1.38-kb PCR product of repC. Thc recA probc hybridized with a 
1.9-kb frngmc nt, and repC hybridized with a frngmcnt ranging bc1wccn 3.8 and 
5.6 kb. Hyhridiza tion signats werc quantificd using a Phosphorlmager SI (Mo· 
lccular Dynamics). The plasmid copy numbcr was calculated as thc ratio of 1hc 
integratr.:d hybridization signa! of repC (plasmid) and the intcgra lcd hybridiza· 
tion signa! of rccA (chromosome). 

RESULTS 

Replication and stability functions of the pHJ replicator 
region. The abi lity of plasmid pH3 to autonomously and stably 
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replicate in R. e1/i and A. tumefaciens dcpends on its 5.6-kb 
Hi11dl!I insert. This insert contains three open reading frames 
homologous to the repA, -8, and -C genes found in other 
plasmids of the RepABC plasmid family (Fig. la). To identify 
the seq uences essential for replication and stability, a set of 
subcloncs or deletion derivativcs of the 5.6-kb Hi11dlll insert 
were ligated into the nonreplica tive vector pSUP202 and in­
troduced into an R. etli recA strain lacking thc symbiotic plas­
mid (CFNXI07). As shown in Fig. lb, plasm id pRE-MR (con­
taining an insert with the comple te repABC genes, including 
270 bp upstrcam of repA and 500 bp downstream of repC) was 
the only plasmid ablc to replicate with !he same stability as thc 
parental pl asmid, pH3. Plasmid pRE-MR contains the shortest 
insert having the same replicativc propertics as pH3, indicating 
that ali clements required for stable rcplication reside within 
this insert. Plasmid pRE-óA I, a deletion derivative of pH3 
which lacks most of the repA and repB genes, was able to rep­
licate in CFNXI07 but was rapidly lost in cultures without 
selective pressure (Fig. 2). This result indicates that al least 
one of these gene products is required for plasmid stability. To 
determine if both proteins participa te in plasmid stab ilization , 
two deletion-insertion derivatives of pRE-MR were con­
structed. The first one (pRE-prepóA-BC) is an in-frame de­
le tion-insertion of !he rcpA gene in which a segmcnt of 477 
nuclcotides has been re placed with a Bam Hl si te. Thc deleted 
segment includes thc nucleotidcs encoding the A TP binding 
motif characteristic of this protein family (30). The second 
construct (pRE-prepA-óB-C) is an in-frame deletion-insertion 
of the repB gene in which a segment of 192 nucleotides has 
been replaced with a BamHI sitc. Although these constructs 
a re able to replicate in CFNXI07, they were highly unstable, to 
an even greater extent than the repAB deletion derivative (Fig. 
2). These rcsults suggcst that both the RcpA and RepB prod­
ucts are required to promote stable replication. 

To evaluate the role of RepC in replication, an f!Km intcr­
poson was introduced into the Bg/II restriction site located 
within the repC gene of pH3. The mutan! plasmid (pRE­
repC!1Km) was unable to replicate in CFNX107, indicating 
that RepC is essential for replication. 

The repA, repB, and repC genes are organized in a single 
operon. The repA, -8, and -C genes are encoded by the same 
DNA strand and contain two putative Shine-Dalgarno se­
quenccs, one located in the 5' end of repA and !he other in the 
5' end of repC, within the large intergenic seq ucnce between 
repB and repC. This genetic arrangement suggcsts that the 
repA, repB, and repC genes are organizcd in a single operan. 
However, regions containing the E. coli a 70 prometer consen­
sus [TTGACA(N 17)TATAC/AA!f) werc 1101 found in the pH3 
insert (17). 

To determine if these genes are organized in a si ngle oper­
an, a genetic approach was followed. As mentioned above, 
repA and repB are not essential for replication while repC is 
indispensable for replica tion. As shown in Fig. 1 b, a pSUP202 
derivative (pRE-SI) con1aining the 3' end of repB and the 
complete repC gene and its downstream region is unable to 
replicate in R. etli, indica ting that repC lacks a promoter of its 
own. A pH3 derivative (pRE-óS 1.2) lacking !he 5' end of repA 
and its upstream region is unable to replicate in R. e1/i as a 
resul! of a polar effect of this deletion on repC. 

Plasmid pRE-MR replicates in R. etli as well as pH3, but !he 
rcplacement of an interna! fragment of repA or repB by an 
!1Km cassette (pRE-rcpAflKm and pRE-repBf1Km, rcspcc­
tively) eliminates the rcplicat ion of these constructions, indi­
cating a polar effect on repC (Fig. lb). Together, these data 
indica te that the repABC genes are arranged in a s ingl e operan. 
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St rain o r plasmid 

E. cofi 
HBIOI 
Dl-150 

R. e1li 
CE3 
CFNXIOI 
CFNXI07 

Ptasmids 
pRK7813 
pRK201 3 
pSUP202 
pBSL12S 
pH3 
pHY 

pRE-S I 
pRE-AXI 

pRE-:.AI 

pRE-ASl.2 

pRE-MR 

pRE-prcpAA-BC 

pRE-prcpA-AB-C 

pRE-óinca 

pRE-<lincp 

pRE-repCflKm 

pRE-rep BflKm 

pRE- rcpAflKm 

pKR E- 1 
pKR E-prepAB 

pKRE-incp 
pKRE-inco 
pKRE-S3 
pKRE-rcpAB 

pKRE-repC 
pKRE-prcpllA-B 

pKRE-prcpA-AB 

pKRE-prcpA 

TABLE l. Strains and plasmids used in this study 

Host strain for plasmids 
Host s1rain for plasmids 

Sm'; nodu lates P. vulgaris 
recA ::O Spr Smr; derivative of CEJ 

Rclr.:vanl propc:rti~"" 

recA ::O Spr Smr p42a - p42d - ; derivative of CEJ 

Te' : RK2-bascd plasmid veclor 
Hdper plasmid; Krn 1 

Ap' Cm' Te'; ColEI origin; unablc to rcplicale in Rhi:obium spp. 
Ap' Kn1 '; contains an OKm C<1sscttc 
pSUP202 dcrivative ca rrying a 5.6-kb Hi11dll l fragm~nt rontaining the basic replicon of p42d 
pBluescript 11 SK( +) daivative c<i rrying a 5.6-kb Hind lll frngm cnt containing the basic rcplicon 

of p42d 
pSU P202 dcriva tivc c<1 rrying a 2.4-kb Sall-Hi11dlll fragmenl 
pSUPl02 dc riva1ive in which lhe Xhol in1e rna l fragmcnl of 1he 5.6-kb Hind lll insc r1 w<1s delc tcd 

(from nucleo1ide 3235 to 4170t 
pSUP202 dc riva1ive in which two conliguous Aall l interna! fragmcnts of 1hc 5.6-kb Hi11 d lll inse rt 

we rc delc1cd; 1he dctctions e liminalc a porlion of thc repA and -8 genes (bctwcen nuclcotidcs 
11 87 and 3124) 

pSUP202 dc riva tivc in which two con tiguous Sal! inte rna! fragmcnts of thc 5.6-kb Hi11di ll insc rt 
we rc dc leted; 1he dclction e liminales the 3 ' end of !he rcpA gene and its downstream rcgion 
(bctwcen nuclco tides 358 and 13 14) 

pS U P202 derivative con tai ning the complete repABC genes'; thc scgment was gc ncratcd by PCR 
and ca rries nuclcotides 793 to 5084 

pSUP202 de riva tive containing the samc insertas plasmid pRE-MR but with an in- frame dele tion­
in S< rtion in the repA gene; the ONA scquence betwecn nuclcotidcs 1200 and 1667 inside the 
repA gene w¡¡s re placed by a Bam H 1 restriction si te; the insert was gcnerated by ligating two 
PC R products in the corrcct direction; the first includes nuckotides 793 to 1200. and thc second 
indudes nucleo tidcs 1667 to 5084 

pSUP102 dcriva tive conta ining the same insertas plasmid pRE-MR but with an in-frnme delction · 
insertion in thc repB gene; thc DNA scqucncc bctwcen nuclcotides 2392 and 2586 insidc thc 
rcpB gene was rcplaccd by a BamHI restri ction site: the inse rt was genera ted by ligating two 
PC R products in thc corrcct direction ; the first includcs nuclcotidcs 793 to 2392, and the second 
includcs nucleo1idcs 2586 to 5084 

pSUP202 dcrivative containing the samc insert as plasmid pRE-M R but with thc intcrgenic se­
qucnce bctween repB and repC replaced by a BamHI restriction site ; 1he inse rt was generatcd by 
liga ting two PCR products in the corree! dircction; the first encompasscs nuclcot idcs 793 to 
3299, and the second includes nucleotides 3455 to 5084 

pSUP202 derivative conta ini ng the same insert as plasmid pRE-MR bu t in which the sequence 
downstrcam of repC was c liminated; thc segment was gcneratcd by PCR and carries nucleot ides 
793 'º 4660 

pSUP202 de rivative with the samc inse rt as pH J but in which !he repC gene was interruptcd by an 
O Km casseu c (pBSLl28 was thc nKm casselle donar); the casselle was introduced by uti lizing 
a Bg/11 restriction si te with in the repC gene 

pSUP202 de riva tive with thc same inse rt as plasmid pRE-prepA-.ó.G-C but with an 11Km cassette 
inse rted in the BamHl site located within the remaining sequence of repB (pBSLl28 was the 
OKm c<tssctte donar) 

pSUP202 derivativc with the same insc rt as plasmid pKRE-prep~A - BC but with an í1Km C<tsse tt c 
insertcd in thc BamHI site located within thc renrni ning sequencc of repA {pBSLl 28 was thc 
nKm cassette donar) 

pRK7813 dc rivativc with the same insertas pH3 
pRK7813 dc rivativc con taining the complete repAB genes; the segment was gcnc ratcd by PC R and 

carries nuclcotides 793 10 3299 
pRK7813 de rivati ve with an EcoRI fragment of 502 bp (inc(3) 
pRK7813 derivative containing the intergcnic sequence betwcen repB and -C genes (inca) 
pRK7813 de riva tivc with a 959-bp Sall fragment , including thc upstream region and 5' cnd of repA 
pRK7813 de rivative containing the complete repAB genes but excluding the upstream region of 

repA ; the segment was genera ted by PCR and carries nucleot idcs 1063 to 3299 
pRK7813 derivati ve containing the sequencc correspond ing to the open reading framc of repC 
pRK78 13 dcr iva tive conta ining a PCR product obtained from plasmid pRE-prep.ó.A-BC; thc insert 

conta ins repB and the s.tme delct ion in thc repA gene as plasmid pRE-prep.ó.A-BC but lacks 
i11ccx., repC, and it1c~ 

pRK78 13 derivative containing a PCR product obtained from plasmid pRE-prcpA-óB-C; the 
inscrt conta ins repA and the same de le tio n on the repB gene as plasmid pRE-prepA-ó.B-C but 
lacks inca. repC, and i11cf3 

pRK78 13 derivative containing the comple te repA gene, including the upstream region; the seg­
ment was generatcd by PCR and ca rrics nucleotides 793 to 2277 

"Plasmid dcriva tivc dcscriptions use nuclcotidc num bc rs of 1hc scquc ncc of p!-13 as coordinatcs . 
h GcnBank acccs..~ion numbc r U809:!8. 
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NAME REPLICATION 

• -- pH3 R 

• -- pRE-M.l R 
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• -- pRE-MR 
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pRE- repB O: Km 

pRE-repC Q Km 

pRE-Sl 

NAME 

pKRE-1 

pK..-=IB-prepA3 

pKR.E- repAB 

pKRE-prepaA-B 

pKR.E-prepA-óB 

pKRE-prepA 

pKRE-53 

pKRF:-repC 

pK.~-incu 

pK..~-incp 

NR 

NR 

NH 

INCOMPATIBILITY 

c 

c 
c 

FIG. l. Replication ca pabil i1ics and incompatibili1y propc rt ies of pt-1 3. (a) Rcs1riC1ion map of thc pH3 inscrt. The shaded bar indicates rcgions invotvcd in pa rtition 
and n.:plica1ion. Thc oricn1a tions of thc thrcc open read ing fra mcs are indica tcd by arrows. Thc sol id boxcs indica lc thc locations of !he cis-acting regions, which cxhi bit 
incornpatibility with lhc symbiot ic plasmid . (b) Thc open boxcs represe ni the DNA insens containcd in cach pl asmid dcriva tive. Thc thin lines co nnccting thc ope n 
hoxcs im.l ica1c thc DNA regions lost in thc de lction dcriva tivcs. Thc hat chcd boxcs represc nt O Km cassett es. In the column labclcd " replica tion," R indicates that 1hc 
plasmid dcrivativc has thc abil ity 10 rcpl ica te in the R etli strain CFNX I07, and NR indicatcs tha t lhc plasmid is un able to replicatc in th is strain . {e) T hc ope n boxcs 
represen! thc DNA inscns comaincd in cach plasmid dc rivat ive. ll1c thin lincs bc1wecn lhe open boxcs indicii lc the DNA rcgions lost in thc dclction dcriva tives. In 
thc column lahclcd " incompa tihi lity,"' 1 indicatcs that thc plasmid dc riva 1ivc is incompatible wi1h pSym of R. etli stra in CFNXJOJ , and C indicatcs tha t thc construct 
is compa1ihl..: with pSym of R. 1·1/i stra in CFNXIO l. Thc solid boxcs indica tc thc positions of thc D NA rcgions co ntain ing cis-acting incompa tibi lity dctcrminan1s. 

RepA and RepB are im·olved in the control or plasmid copy 
number. Plasmid copy number is o ne fact or th at inftuences 
plasmid stability. Plas mid pH3 in R. etli has the sa me copy 
number (between onc and two copies per chromosome) as its 
parental plasmid , pSym, Howeve r, plasmid dcriva tives lacking 
most of thc repA and repB genes (pRE-t.Al), or wi th an in­
framc deletion of repA (pRE-prept.A-BC) or repB (pRE-prepA-

t.B-C) , a re unstable. To determine if this instability is the 
result , at least in pan , of a diminished plasmid copy number, 
the plasmid/chromosome ratios of strains CFNXI07(pRE-Ml), 
CFNX 107(pR E-p rept.A-BC), a nd CFNX 107(pRE-prepA­
t.B-C) wcre determined (Fig. 3) . Plas mid pRE-pre pt.A-BC 
conta ined 3.1 :!: 0.98 plasm id copies per chromosome, slight ­
ly mo re than pH3 (1.9 :!: 0.09 copies pe r chromosomc), and 
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FIG. 2. Plasmid stabili1y. Plasm id loss from populatio ns of cclls carrying 
difforent constructions with chloramphcnicol rcsistancc genes. O, CFNX 107 ccl ls 
ca rrying plasmid pH3; D. CFNX 107 cclls carrying plasmid pRE-prcp~A-BC; 9, 
CFN XI07 cc ll s ca rrying plasmid pRE-dAl: 6 . CFNX107 ce lls carrying plasmid 
pRE-prcpA-ó.B-C. Thc graph shows thc ptasmid rctcntion meaos (.r) of thrcc 
indcpc ndc nl cxpcrimc nts !: thc standa rd dcviations. 

plasmid pRE-prepA-68-C conta ined 1 :!: 0.02 copies per chro­
mosome. Surprisingly, plasmid pRE-óA 1 had a copy number 
(6.4 :!: 0.04 plasmid copies per chromosome) three times high­
er th an that of pH3. These results indicate that RepA a nd 
Rep8 a re involved in the contro l of thc plasmid copy number. 

cis-acting siles required fo r incompatibility. Incompatibility 
is defined as the inabi lity of two ditferent plasmids to reside in 
the same cell as independe nt replicons in the absence of sc­
lective prcssure as a consequence of sharing similar replication 
and/or partition syste ms. To identify the incompatibility dete r­
minants present in pH3, severa! rcstriction fragme nts, PCR 
products, or deletion derivatives of the pH3 inserl were sub­
cloned in pRK78 13 and introduced into CFNXIOI (a recA 
dcrivative of the wild-type strain). Plasmid pRK7813 was cho­
scn becausc it is a multicopy plasmid (two to seven copies pcr 
ccll) capable of replicating in R. etli and becausc it is compat­
ible with the six plasm ids present in the R. etli wild-type stra in . 
The incompatibility propertics of these dcrivatives wcre eval­
uated by plasmid profile analys is. A DNA fragment was con­
sidered to exhibit incompat ibi lity if its int roduction into 
CFNXIO I (i) caused the displacement of the symbiot ic plas­
mid or ( ii ) induced thc coi ntegration of the symbiotic plasmid 
with anothe r cognate plasmid. The lattcr si tua tion was inter­
prcted as a result of thc symbiot ic plasmid's inability to survive 
as an independent replicon under selective p ressure. A sum­
mary of the results is shown in Fig. le. 

Plasmid pKRE-1 carrying the 5.6-kb Hindill fragmenl ex­
hibi ts incompatibility with the symbio tic plasm id to thc same 
extcn t as pH3, although its rcplication does not necessarily 
depend on itself. Al! constructs containing the intergenic se­
quence located be tween repB and -C o r constructs harboring 
thc 500-bp EcoRI fragment loca ted immediately downstream 
of repC exhibited incompat ibility with the symb io tic plasmid 
(Fig. le and data not shown). Moreover, a pR K7813 derivative 
harboring a PCR product containi ng no more tha n the inter­
gc nic scque nce anda pRK7813 derivative con taining only the 

0.5-kb EcoRI fragment downstream of repC were inco mpatible 
with the symbiotic plasmid. These results clearly indicate that 
the replicator of the symbiot ic plasmid contains two inco mpa t­
ibility regions, one located within th e intcrge nic region be­
tween thc rcpB a nd -C genes (inca) and the other (inrl3) 
located within the EcoRI fragmenl downstream of repC. 1'ei­
ther of these regions e ncodes any protein, suggesting that the\' 
are r is-acting siles for incompatibility a nd probably targets for 
proteins invo lved in re plication a nd/or part itioning. ll is im ­
porta nt to point out that a pRK7813 derivative containing the 
promoter of the repA BC opcron (pKRE-S3) is unable to ex­
hibit incompatibi lity with thc symbiotic plasmid. Similarly. con­
structions carrying only thc open reading frames of the repA. 
-8, and -C ge nes do not cxhibit incompatibility with the s,·m­
biotic plasmid. indicating that thcsc regions do not carry other 
cis-acting incompatibility regions. 

RepA is a lrans-acting element required for i ncompat ibili~" 

To test whcther thc RepA and/or -8 products exhibit inco:n­
patibility with the symbiot ic plasmid, these pro te ins were sup­
plied in trans from a multicopy vector (pRK7813). Ditferent 
constructs containing the rcpAB genes but lacking the inca and 
incl3 DNA regions wc re introduced into CFNXIOI. Transcon­
jugant plasmid profiles were examined to determine incompat­
ibility with the symbiotic plasmid. Figure le shows a schcme oi 
the construction and a summary of the incompatibi lity resu lts. 
Plasmid pKRE-prepA8, carrying the 270-bp repA upstream 
regio n and the co mpl e te repA and -8 genes, displaced th e 
symbiotic plasmid. 

Plasmids containing o nly the repA upstream sequences or 
carrying only the repA and -8 genes without the repA upstream 
region were unable to induce incompa tibility with the symbi ­
otic plasmid. Thus, the expression of the repA and/or rep8 gene 
is rcquired to induce incompat ibility. To determine if both or 
only one of the gene products was required for incompatibility. 
plasmids harboring (i) the rcpA gene with its upstream region 
(pKRE-prepA), (ii ) the upst ream repA region and the repA 
and -8 genes but with repA containing an inte rna ! deletion 
(pKRE-prepóA-8), and (iii) the upstre am repA region and the 
repA and -8 genes but with rep8 conta ining an interna! dele tion 
(pKRE-prcpA-óB) were introduced into CFNXIOI. Plasmió 
profile analysis of the transconjuganl showed that construc­
tions containing the complete repA gene were incompatible 
with the symbiotic plasmid, ind icating that RepA but not Rep8 
is needed to induce incompa tibi li ty. 

- 1 repC 
~-

---- -- recA 

FIG. 3. Plasmid copy numbcr. Autoradiogram of a Sout hcrn blot oí lota! 
DNA d igestcd with EcoR I and Hi11d lll a nd probcd simultancously with a chro­
mosomal detecto r (recA) and with a repC dc tcc1or. 1lte plasmid copy number o f 
each strain was calcu latcd as thc ratio of thc intcgratcd hybridizatio n signal of 
repC (plasmid) and thc intcgra tcd hybridization signal of recA (chromosome 1. 

Lanc 1, CFNX107; lane 2. C FNXl 07(pH3); lanc 3, CFNXI07(pRE·AAI); \a nc-
4, CFNX 107(pRE-prcpóA-BC); lanc 5. CFNX107(pRE-prcpA-óB-C); and lan:: 
6, CFNX \07. 
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The cis-acting incompatibility region and its relation with 
replication and/or partitioning. The inca and incP si tes are po­
lcntial largets for replication, panit ioning. or regulatory pro­
leins. Reasoning that !he origin o f replication is essent ial for 
plasmid existence bu! !ha! !he parlition site and regulation 
siles are dispensab le in che shon lerm. we constructed plas­
mid derivatives containing thc repA, -8, and -C ge nes bu! 
lacking the incp region or thc inca int erge nic sequcnce (pRE­
tiincp and pRE-tiinca, respcctive ly) and crossed th em with 
C FNXI07. Transconjugants wcre exclusivcly obtained with de­
rivatives lacking inca and on ly when a low concenlration (15 
µ.g ml - 1

) of the sclcctive anlibiotic was used. Plasmid profil e 
analysis of these transconjugants showed the presence of the 
construct as an independent entity, indicaling that the new 
plasmid was capablc o f autonomous replication bu! was highly 
unstable. These data indicatc 1ha1 incp is essential for replica­
tion and that the intcrgenic sequence bctween the repB and 
repC genes (inca) contains a sequencc involved in the stable 
rep lication o f the symbiotic plasm id (a possiblc interaction site 
for the RepA and/or RepB prote in) (Fig. 1 b). 

DISCUSSION 

The minimal DNA fragmcnt that thc symbiot ic plasmid of R. 
etli CE3 requires for stable replication and incompat ibility is 
4.3 kb. This size lies within the range of the 5 kb reponed for 
plasmid pRLBJI (43) and the 4.2 kb repon ed far pTiB6S3 (42), 
which are members of the RepABC plasmid fami ly. 

In this work, the roles of thc prote ins encoded by the basic 
replican of the symbiotic plasmid werc determined. RepC is 
essential for replication, because an insc nion of a OKm cas­
selle in !he repC gene abolished the replication ability of pH 3. 
In plasmids pTiB6S3 and pTAV230, members of the RepABC 
plasmid fam ily, il was also demonstrat ed thal RepC is the 
limiting facto r far replication and, accordingly, RepC was con­
sidered !he initiator protein (4, 42). Derivatives ofpH3 lacking 
mosl of the repA and repB genes o r carrying an in-frame de­
lctio n of repA or repB showed reduced stability, indicating that 
each of these genes has a role in the stability of the pSym basic 
replican . A plasmid harboring !he repB dele tion is significantly 
less stab le !han the plasmid deriva tive with repA deleted, and 
this construct ion is less stable th an a plasmid lacking mosl of 
!he repA and repB genes. These findings can be interpreted in 
lwo ways: first, lhat these plasmid derivatives have defects in 
the segrega tion machinery, and second, that these plasmids 
have a reduction in the frequency of the initiation of replica­
tio n. To choose between the two interprelations, the plasmid 
eopy numbers of these deletion derivatives were determ ined 
and compared with !he plasmid copy number of the pare ntal 
plasmid (pH3). Plasmid derivatives wilh an in-frame dele tion 
o f repA had slightly higher copy numbers than the parental 
plasmid. On !he other hand, a pH3 derivative wilh a delel ion 
of repB has a plasmid copy number sim il ar lo that of pH3 , 
indicating tha t the frequency of initiation is not reduced; thus, 
we concluded that RepA and RepB are part of !he plasmid 
segregation machinery. Furthermore, RepA and RepB prod­
ucts a re ho mologous 10 the prote ins of the sop/par fami ly of 
panition systems, and the relative positions of the genes coding 
for these products are similar to !hose of the sop/par family 
(46). 

The best-st udied me mbers o f the sop/par family are thc 
partitio n systems of the F and PI plasmids (sop and par, re­
spectively). Each system consists of two polypeptides (A and 
B) , encoded by a single operon, anda cis-acti ng site . The gene 
encoding A precedes that encod ing B, and ihc ci<-acting sit c 
(ce ntromerelike site) is loca!ed immediately downstream of 
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!he B gene. Both proleins panicipa tc in the autoregulation of 
the opc ron and, togcther with the cenlromerelikc sile , in plas­
mid parlilioning (46). 

Genetic evidcnce indicatcs lhat the repA, -B, and -C genes 
are organized in a single operan: a pH3 dele! io n dcriva tive 
lacking the 5' end of repA and ils upstream sequence was 
una ble to replicate in R. etli, indicating lhat !he promoler of the 
rcplicator genes is located upslream of repA. Moreove r, inser­
tion derivalives wilh O Km cassellcs, bu! no! in-frame delc tiMs 
of repA or repB, werc unable lo replica te, indicating a pola r 
effcct of these insertions on repC. This is an unusual situation, 
in which genes implicated in parlition and in replication are 
organizcd in the sa mc operan. 

Transconjugants containing plasmid pRE-tiAI contain more 
plasmid copies !han transconjugants containing pH3 or plas­
mid derivatives with in-frame deletions of the repA or repB 
gene, suggesting that the repA and repB products act together 
lo regulate the plasmid copy number. Current ly, we are lesting 
the simples! hypolhesis, namely, tha t RepA and RepB repress 
operon lranscription and consequently the qu anlity of RepC, 
the inilialor protein, so 1ha1 plasmids lacking the RepA and 
RepB products will be increased in copy number. An explana­
tion for !he incrcased stability observcd fo r plasmid pRE-tiA 1 
compared with that of the dele!ion derivatives of repA and repB 
is that !he elevaled copy number of pRE-tiAI partially com­
pensates for defects in parlition. 

Plasm id pH3 exhibits incompatibi lity with the symb io tic 
plasmid when introduced into an R. etli recA strain. Two small 
DNA regions within !he pH3 inse n exhibited incompatibility 
when they were introduced into a replicable vector. One is 
located in !he inte rgenic sequence between repB and repC 
(inca), and thc other is located within a 500-bp EcoRI frag­
menl downslream of repC (incp ). Neither of these is a coding 
regio n, suggesting tha t they are cis-act ing si tes fo r partitioning 
and/or replication. A comparative seq uence analysis of inca 
and incp did no! show any obvious si milarity between them, 
and repelitive sequences were no! found within or between 
them. A possible explanation is thal the factor(s) interacting 
wilh inca is diffe rent from those interacting wi th incp. 

A functional origin of replication is an essential fe ature of a 
plasmid but, in the shorl lcrm, the cis-acting panitioning site 
is dispensable. Our results showed that o nly plasmids lacki ng 
inca were capable of replication, although they were very un­
stable. As inc[3 appears to be indispe nsable for plasmid repli­
cation and deletion of inca produced a replicable bu! unstable 
plasmid, we tentatively conclude that the origin of replication 
resides within incp and inca is a ci<-act ing partitioning site. 
From this assumplion il follows tha t the cis-acting panitioning 
site is located immediately downstream of repB, which is pre­
cisely the si tuation found in members of the sop/par panition 
system fami ly. The cis-acling sites fa r partitioning of the PI 
and F plasmids are also incompatibility determinants (3, 15, 
33). 

In contrast, far pTA V320, the most divergen! member of t~e 
RepABC plasmid fami ly, it was shown that it is possib le to 
obtain transconjuga nts of a tetracycli ne-resislant co nstru cl 
containing !he repC coding sequence under the conl rol of the 
/ac promoler in a slrain lacking the parental plasmid (4). lt was 
concluded that the origin of replica tion resides within the cod­
ing sequence of th e repC ge ne. However, the repC coding 
region of pH3 does not exhibit incompatibility with !he sym­
biotic plasmid, which would be expected if an origin of repli­
cation, controlled by an initiation protein, resided within the 
repC gene . This may indicate thal the repC cod ing region con­
tains an accessory origin of replication or !ha! thesc two plas­
mids, despile their seq uenee ho mology, conta in origins of rcp-
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lication located in different positions. To obta in a definitive 
answer, we are currently mapping the origin of replication of 
pH3 by two-dimcnsional agarose gel electrophoresis (26). 

In plasmids F and PI, an overcxpression of polypcptides A 
or B induces incompatibility as a result of abnormal DNA­
protein complexes formed between the A a nd B polypeptides 
and their respective centromerelike DNA sequences or by the 
ovcrrepression that the A and B products exert on the tran­
scription of their respective operons (1, 8, 13, 23, 29). In the 
R. etli symbiotic plasmid, the RepA product was ide ntified as a 
1ra11s-acting incompatibility determina nt, because the reintro­
duction of extra copies of the repA gene , under the control of 
its own promote r, caused displace ment of the symbio tic plas­
mid . In contras!, extra copies of the repB gene did not exhibit 
incompatibility with the symbiotic plasmid. This behavior can 
be explained in a way similar to that for the F and PI plasmids: 
(i) an excess of RepA forms an abnormal DNA-protein com­
plex betwcen the partition site and RcpA and RcpB or (ii) 
RepA is thc principal re pressor of the syste m, and thus, an 
excess of RepA blocks thc transcription of the initiator protein 
and in this way induces incompatibility with the symbiotic plas­
mid. This experiment does not exclude thc possibility that, by 
utilizing higher doses of RepB, an effect on incompatibility 
cou Id be observed. 

In summary, we have found that (i) RepC is essential for 
re plicatio n, (ii) the lack of repA and/o r repB products destabi­
lizes plasmid pa rtitioning, (iii) the lack of the Re pA and B 
products increases the plasmid copy number, (iv) the rcpA , -8, 
a nd -C genes are organ ized as an operan, (v) RepA is an 
incompatibility determinan!, a nd (vi) plasmid pH3 contains 
two cir-acting incompatibi lity regions, one indispensable for 
replication (i11cfl) and the other dispensable in the short term 
but required for stability (inca). We propase, as a working 
hypo thesis, that (i) the RepA and -B produ cts and their cis­
acting site, inca, are part of the segregat ion machinery of the 
symbiotic plasmid, (ii) RepC is the initiator protein and inter­
acts with the origin of replication, probably loca ted within i11cfl, 
and (iii) RepA and -B also act as repressors of the repABC 
operan and regulate the amount of Re pC produced and, as a 
result, the rate of initiation of plasmid replication. 
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