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El plasmido simbidtico (pSym, 371 Kb) de Rhizobium etli suele movilizarse
conjugativamente a través de cointegracion con otro plasmido automovilizable,
p42a. La transferencia en estas circunstancias, ocurre a través de un sistema tra/trb.
La movilizaciéon del pSym normalmente no ocurre en ausencia de p42a, sugiriendo
que el pSym es un plasmido no conjugativo. A pesar de ésto, la secuenciacion del
genoma completo de R. etli mostro la existencia en el pSym de un sistema completo
de movilizacion conjugativa, del tipo tra/vir. Este sistema contiene las funciones
necesarias para transferencia de DNA (genes tra) y formacion de un sistema de
transferencia tipo |V (operdn virB1-11 precedido por un gene adicional (yp037)).

Recientemente', obtuvimos mutantes por insercion del transposon Tn5 las
cuales permiten la movilizacién del pSym con alta frecuencia, aun en ausencia de
p42a. Estas inserciones inactivan un gene, rctA, adyacente al operon virB del pSym.
Empleando fusiones transcripcionales con gusA, encontramos que la expresion de
rctA es alta en un fondo genético silvestre, reduciéndose significativamente en
mutantes en rctA. Esto indica que la expresidn de rctA esta sujeta a autorregulacion
positiva. Las mutaciones en rctA también provocan un marcado incremento en la
expresion de los operones fra y virB en el pSym. Al complementar a las mutantes en
rctA con el gene silvestre, se observd una fuerte reduccion tanto en la expresion del
operon virB como en la frecuencia de movilizacion del pSym. Por tanto, rctA se
comporta como un represor de la transferencia conjugativa del pSym. Como era de
esperarse para un posible regulador transcripcional, RctA posee un dominio de
unién a DNA del tipo hélice alada.

Encontramos también que la sobreexpresion de otro gene, rctB, provoca una
reduccion en la expresidén de rctA y un aumento tanto en la expresién del operon
virB como en movilizacidon del pSym. Esto sugiere que RctB antagoniza la funcion
represora de RctA, por un mecanismo aun desconocido.

Con el propésito de avanzar en la comprension de este sistema,
sobreexpresamos el producto de rctA fusionado a una etiqueta de histidinas y lo
purificamos por unién a columnas de sepharosa-Ni y elucién con imidazol. La
proteina RctA purificada se empleé en ensayos de cambio en movilidad
electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés) para disectar la region del promotor
del operdén virB a la cual se une especificamente. Las regiones responsables
parecen localizarse entre las cajas -10 y -35 del promotor de rctA, asi como en una
region posterior al inicio de transcripcion. Actualmente, estamos refinando esta

localizacion por experimentos de mutagénesis especifica y footprinting.
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