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RESUMEN 

Durante la realización de este trabajo se construxeron, aislaron y 

caracterizaron mUtantes recA de Xanthomonas campestris pv. campestris por. un 

evento de recombinación homóloga doble con el gen recA de Rhizobium et//. Este 

gen r4'CA de Rhizobium etll. contenido en el plásmido pMS26 que lleva los genes 

acBR, estll interrumpido por un gen que codifica para resistencia a espectlnomiclna 

(Spc"), de modo que nos permitió aislar dobles recombinantes de X campestris que 

supuestamente tendrían el. gen recA interrumpido. Con la caracterización de las dos 

mutantes aisladas, se determinó que ambas presentan una reducción de tres ordenes 

ele magnitud en la frecuencia de recombinación gemttica homóloga así como en su 

capacidad de reparación del DNA con respecto a la cepa silvestre. Además, ambas 

mutantes son sensibles tanto a metil metano sulfonato como a radiaciones 

ultravioleta. 

Se evaluó el efecto de la mutación en el gen recA, sobre un rearreglo genético 

ele Xanthomonas campestris que según está reportado, tiene efecto sobre la 

virulencia de dicha bacteria, la producción de la goma xantana y el fenómeno de 

quimlotllxls y se determinó que este rearreglo es recA-independlente. 

Por otra parte, las cepas recA· obtenidas se complementaron en trans con el 

gen r.cA silvestre de R. etli y se observó que dichas mutantes son menos virulentas 

en plantas que la cepa silvestre. 
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1.- INTRODUCCION 

1 •• X•nthomon•• t:•mP••trl• pv. campeatrl• 

1.1. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS y FISIOLÓOICAS DE Xanthomonas 
campestrls pv. campestrls. 

Xanthomona6 ~tn. pv. campestrla, - una bacteria claslftcada dentro del glnero 
Xanlhomo,...de la famllla Pseudomonlldaoe- (Krleg, N., y Holt, J., 1984), aua cdlulaa llenen 
forma de bacilo cuyo tamafto ae encuentra enll9 el rango de 0.4 a 0.7 mlCraa de ancho por 0.7 a 
1.8 mlcraa de largo, grwn negativas y ae mueven por meclo de un flagelo polar llnlco. Sua 
colonias son ~ de aspecto suave, brillosa o viscosa. Sua pigmentos aon muy 
canacterfatlcoa, pollenoa .,. bromlnados o -..nthomonadlnas• (Figura 1 ). Son -róblcoa 
oblgados con un tipo de matabollsmo respiratorio en donde el oxígeno ea el aceptor tem*'8I de 
electn:>n-. Su temperatu,. óptima de crecimiento -16 entre 259C y 30"C 

FIGURA 1. Cultivo de Xanthomonas campestris pv. campestris. 
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Xanthomon•• campestd• pv. campestrla .i Igual que todos los organillmos Incluidos en 
su g6nero, - una bacteria fltopatógena. Se ha detennlnado que es el agente causal de algunas 
patogenia• en: Srass/ca spp., Capsel/a bursa-pastorls, Lepldlum satlvum, Mathlola spp., 
Raphanus s11t1vus, Rodppa atmodva de la famiDa Ctuclferae y Boerhaav/a eiwcta de la familia 
Nyctagln11oe11e (Krteg, N.R., Holt, J.G., 1984). secreta diferent- enzimas como: prot-•a•. 
pollgalacturonato-liasa, endoglucanasa y a-amilasaa que le ayudan a colonlzar a las plantas 
auaceptlbles; las mutantes de -tas enzimas son defectuos .. en patogenlcldad (Danlels, M.J. y 
col., 1984; Thome, L y col., 1989; Hu, N. y col., 1992). 

Cuando este organismo fitopatógeno es examinado directamente en el tejido vegetal o de 
cultivos muy viejos se ve de fonna y tamat\o irregular, pero si son analizados provenlent- de 
medios de propagación o crecimiento, loa bacilos son razonablemente uniformes y de puntas 
Ndondeadas. 

Xantllomonas campestd• pv. campestrls es productora de cantidades abundante• de 
pollsacllrlclos extracelulares (EPS) comúnmente conocido como goma xantana, cuando - ~ 
en medios con carbohldratoa .. imllabl-; estos compuestos le dan a las colonl .. un -pecto 
mucoso y viscoso (Figura 1 ). La producción de EPS afuera de la pared celular es común en 
muchos géneros de bacterias y ttstos se organizan en cápsulas o gllcocanz alrededOr de la célula 
(Coplin, D.L. y Cook, o., 1990; Kamoun, S. y Kado, c .• 1990). 

La estructura de la pared celular es similar a la de otras bacterias gram-negatlv... Los 
llpopollaac6rldo• de la pared celular son heteropollsacllrldos enlazados covalentemente a lfpldos 
y•• ha observado la pre-ncla de enlaces beta-1',6 de dlaacllrldo• glucosamlnados con dos 
grupos fosfatos uno con un enlace éster y el otro en un enlace gllcosllado. Existen adema largas 
cadenas de 6cidos grasos unidos por enlaces ester y amida, ademú en X. campestri• se ha 
Identificado la presencia de cadenas ramificadas de ácido D·3·hldroxl-9-metlldecanolco, 0·3· 
hldroxl·11-metlldecanolco y pequenas cantidades de 2·hldroxl·9·metlldecanoico (Krleg, N.R., Holt, 
J.G. ,1984). 

Son bacterias quimloorganotróficas, capaces de usar diferentes carbohldratos y sales da 
ácidos org4nicos como única fuente de carbón. ~ Igual que en otras especies de Xllnthomonas, 
como el reportado en X.e. pv oryzae, en este microorganismo se puede observar el fenómeno de 
qulmlotaxls. Este comportamiento se observa en medios llint6tlcos y en exudados acuosos de 
plantas de arroz susceptible• a la bacteria, sugiriendo que la qulmlotaxla juega un papel muy 
Importante en el proceso de Invasión de las hojas de la planta a atacar (Kamoun, S. y Kado, 
C., 19lil0). En observaciones realizadas directamente en plantas Infectadas por X. campestds pv. 
campestrls se aprecia una bacteria no móvil y no flagelada; cuando se encuentra en el fluido del 
xilema, se mueve solo por difusión. El fenómeno de quimiotaxis se puede observar en cajas 
semlsólldas con sacarosa y extracto de levadura, donde surgen bacterias qulmiotáctlcas y 
deficientes en producción de goma xantana. La bacteria por medio de un "lntern.Jptor genético" se 
transfonna de productora de EPS y no Quimlotáctlca, a un tipo seco no mucolde deficiente en la 
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plOducclón de EPS y qulm~c:tlca. Estas cepas qulmlot6ctlcaa no mucoldes p,..entan 
'9Yertant- al fenotipo de la cepa silvestre dtas despu6s en los medios de cultivo utilizados 
(Martrnez·Salazar, J. y col., 1993). 

1.2. GOMAXANTANA 

La goma xantana •• un heteroexopollsac6rldo anlónlco de alto peso molecular. Es un 
poltmera de unldadea repetidas de un pentasa~rldo compuesto de glucosa, manosa y *=Ido 
gluculdnlco en una proporción molar de 2:2:1 (Harc:llng, N.E. y col., 1993). 

En solucldn acuosa la goma modifica su viscosidad y propiedad.. ••pectroacóplcas, 
debido a un cmmblo en la conflguracldn molecular. La xantana •• un poltmera .. pec1a1 cuyas 
propled9des han sido estudiadas en fonna extensiva por el Nor1hem Regional R-rch Center: 
entre las propiedades principales destaca el que este pollsac4rldo hldrosoluble pueda remplazar 
otras gomas obtenidas a partir de plantas y algas. 

El u.s. Northem Regional Research Center aisló ax. campestrla NRRL B1451a (Jeanes, 
A. y oal., 1961), cepa que produce la goma xantana oon tres caractertstlcaa que le hacen muy 
valiosa: 
1) Alta viscosidad a bajas concentraciones 
2) Pseudoplastlcldad 
3) Eatabllldad en un rango muy amplio de temperatura, pH y concentración de electrolltos (Thome, 
L. y col. 1989). 

Debido a estas propiedades reológlcas, y por ser no tóxica para el hombl9 y animales, la 
gama xantana es usada extensivamente en la Industria de alimentos corno establllzante, 
vlsooslllcante, emulslflcante. Tambl6n se usa en la Industria de cosm6tlcos, de produelos 
~. manufactura de papel, pintura, textiles, adhesivos, en la producción de petr61eo, 
~ tefdarta de aceite, en la agricultura y otras apllcaclon- m6a (EkaterinladoU, L.V. y 
col., 1884; Fu, J. y col., 1992; HOtte, B .• y col., 1990). 

Usualmente la goma xantana •• producida por fermentación usando glucosa o sacarosa 
como fuente de carbón (Fu, J., y col., 1992). 

La reglón que codifica para la stntesls de EPS de la cepa NRRL·B1459 fue secuenciada 
por el gNpo de M. Capage de Synergen, lnc., Boulcler, Co. Ellos encontraron por lo menos 12 
marooe de lectura abierta los cuales designaron oomo gumB hasta gumM (Figura 2) (Coplln, D.L. 
y Cook, D. 1990). 

3 



.,.,,..,,._c.11umc •••••••• 0-- 0-- o- 0--
Q o s Q 
0-- Q-e 0-- 0-- gumL gum•. gunte. llUmiE 

r------------------, 
: Glucosa 1 Rcetato e : 
1 1 

: Rclda glucur6nlca ~ Plruuata • : 

1 o 1 
1 Manas• 1 

~------------------~ 

•••••••• 0-- o- o- 0-- 11unW. gumG 

mutante 1111mtc: 
gama palltrlm6rtca. 

FIGURA 2. Modelo simplificado de la blosíntesis de la goma xantana. Los ollgas~rtdoe unldoe • 
lípldoa son enlazados lntracalulannenta • partir de los azúcar-nucleótldos de la célula y 
pollmertzadaa. Abreviaciones: GT. gllcoslltransferasa; LC, transportador de naturaleza llpl'dlca 
(Coplln, D. L. y Cook, D., 1990). 

La estructura y blosíntesls da la goma xantana es un proceso algo coniplejo y en la que 

- requiere de: 
a) La síntesis de precursores UDP-glucesa, UDP·ácido glucurónlco y GDP-manosa (Fig 3). 



b) La ...,,.,erwncla HCUenci.I de unidades de lípldos fosfatados para el ensamble de las 
aubunldad• de pentaaa~rtdoa unidos a una molécula transportadora de lsopentenll plrofoafato. 
e) La adlcldrt de grupos acetlloe y plruvatoa con la subsecuente pollmetlzaclón de las unldadea 
repetldaa formandO la goma xantana(Hardlng, N. y col., 1993; Coplln, O.L. y CooK. O., 1890). · 

Fructo- ext Mano- •xt 
PEP!PTS f MI Fit..foo- F ! F...:::.t¡:;_,_ ..,..2-

+FBPasa ~ f"Hl'I. 

ATP GK 

Gluco- 8-foafato ... _,PGi,.,,.,,....-.•- Fructoaa 8-foafato PMI Manoaa 8-foafato 

lPGM lPMM 
GlucoJ1-foafato 

UTP ~ UDPG-PP 

UDP-Olc -.......___ 

JuoPG-mH ~ GOMR HRNTRNR 
UDP-OlcA ________,, 

JuDPGlcA-E 
UDP-GalA 

Manoaa 1-foafato 

GTP i GDPM-PP 

~ºT 
GDP-Rha 

FIGURA 3. Bloaínt-la e lnterconverslón de precursorea de goma xantana. Ab19Ylacfon
utlllzadaa: ext, cMI extertor de la cdlula; Glc, glucosa; _GlcNac, N-•cetllglucoaamlna: OlcA, 6clcfo 
glueurdnlco; Gal A, licido galacturdnlco; Man, manosa; 1 PFK, 1-foafofNCIOClnua; FBPaaa. 
fructo--1.&-blsfosfatasa: FRK, fNctocinasa; GK, glucoclnasa; UOPGlcA-E, UDP-GlcA-4-
eplmerasa; Rha, rhamnosa (Hardlng, N.E. y cola., 1993). 

5 



Loa diferentes grupos de genes para la síntesis de la goma xantana siguen siendo objeto 
de estudio por varios grupos de Investigadores. 

El grupo de gen- requerido para el ensamble de las unidades repetida• unid- a lípidos 
fue Identificado y denominado como xpsl (xanthan polysaccharide synthesls) por los grupos de 
Barrere, G. y col. (1986) y Thome, L y col. ( 1987). 

HOtte, B. y cola., en 1990, Identificaron una reglón nueva de DNA de 35.5 kb, organizada 
en por lo menos doce grupos de complementación, la cual est6 involucrada en la biosínt-1• del 
exopollsac6rldo. AJ realizar un an61isis de mutantes en dicha reglón, se observó un efecto 
plelotrdplco en ID• component- de la envoltura bacteriana. 

KOplin, R. y cots. (1992) por medio de experimentos bioquímicos, de comptementaci6n y 
~ón sugirieron la presencia de dos genes nuevos, uno que codifica una enzima 
blfunclon8l con actividad de fosfoglucosamutasa (PGM) y de fosfomanosamutasa (PMM), y otro 
que CDcltlca para otra enzima blfunclonal con actividades de fosfomanosalsomerasa (PMI) y de 
guanosín 5 • -difosfomanosa (GDPM-PP). 

El grupo de Harding, N.E. (1993) Identificó y analizó las reglones de DNA denominadas 
camo x¡nlll, IV y V. La región xpslll codifica una enzima involucrada en la síntesis de UDP
glucosa, GDP-manosa y UDP- 6cido glucurónlco. La xpslV la enzima UDPG-plrofosforllasa y la 
x,,.v1 la UDPG-deshidrogenasa. 

2.- REARREGLOS GÉNICOS 

Las diferent- -pecl- microbianas, asl como los demú organismos vivos, transmiten a 
sus clescendient- sus caracteñstlcas particulares al pasar una copia fiel de su lnfonnaddn 
~tlca. De -te hecho depende la estabilidad a largo plazo de la infonnaclón genética que se 
encuentra codificada en la doble hélice del DNA. Sin embargo, para comprender el mecanismo de 
la evolución y en particular al referirse a las diferentes especl- microbianas, - tmpormnte 
conocer los diferent- sistemas genéticos que existen en la naturaleza y por medio de los cuales 
se dan llVlumerables combinaciones genéticas que producen la variabilidad dentro de las 
poblaciones microbianas. 

La formación de nuevos rearreglos en los genes se da dentro y entre especl-. por medio 
de mecanismos que provocan la formación de nuevos genotipos reuniendo y reordenando genes 
de diferent- organismos. Entre los mecanismos conocidos que originan variabilidad bacterl
encontramos: la recombinación homóloga. la transposición, delaciones, lnversion-, 
translocaclones o duplicaciones. A estos mecanismos da reorganización de nucleólidos - les 
conoce como recombinación genética (Bi, X. y col. 1995). 
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2.1. RECOMBINACIÓN GENálCA 

La racamblnacldn ~tlca - un proceso común en todos los organlsmo9 vivos • 
Involucra el lnten:arnbio de secuencias de ONA entre dos c:romosomu o moléculas de DNA. a 
lnten:mmbio origina nuevas comblnac:lones de genes y. en consecuencia, diversidad ~tlca 
(camestnl-Otero, R. y oal. 1995). La '9COmblnacldn genética fue por prtmera vez Identificada en 
D~,. en la primera parte del siglo XX y posteriormente fue ampliamente -tudlada en 
hongoe, pero las bases molecula.- de la NCOmblnacldn fueron ...imante definidas con ., 
descubltmlento de ta r900mblnacldn en bacterias y bacteriófagos. 

La recombinación gen6tlca - puede dividir en dos categorías: 

1.- Legltlma u homóloga lwcA dependiente 

[

Sitio especfflca (Conaeivatlve slte-speclflc reoomblnatlon) 
2.- lleglllma 

Transposición 

1.- Recombinación homóloga. Esta se presenta al Intercambiarse fragmentos de DNA que 
comparten secuencias largas u exten-s con homOlogía. El Intercambio puede darse en cualquier 
punto entre 1- reglones de ONA homólogos, seguido por la acción de proteínas que catallzan el 
proceso de '9COmblnacl6n. Pi1mero se da un alineamiento o sinapsis de las secuencias 
homdlogu de DNA parentales, luego el desdoblamiento de los duplex de DNA, la ruptura y 
~ la reunldn, originando nuevas moléculas de DNA por el Intercambio de segmentos 
homólogos reorganizando así su lnfonnaclón genética (Stent, G.S., Calendar, R .• 1971 ). 

2. 1.- La '8COmblnadón sitio específica. En esta categoría se dan reaneglOS entre 
segmentos de DNA que no tienen reglon- extensas con homología. Este tipo de eventos estll 
!Imitado a sitios -pecíflcos en los DNAs que están en proceso de recombinación y es mediado 
por un sistema de proteínas específico e Independiente de la maquinaria utilizada en la 
recombinación homóloga. Participa una recombinase específica que reconoce una pequella 
secuencia homóloga, dllnclose el Intercambio precisamente en el punto de ruptura y unión sin 
haber pérdida o síntesis de DNA, con reoomblnadón recíproca. Ejemplos de esta categoría los 
tenemos en la Integración del fago lambda al cromosoma de E. col/y las Inversiones (Figura 4). 

2.2- La transposición que se da al originarse un movimiento de un gen de un cromosoma a 
otro o de un sitio a otro diferente en el mismO cromosoma. La transposición no requiere de 
secuencias de nucleótldos homólogas, sino de elementos genéticos móviles o sea gen
capaces de moverse entre sitios no homólogos de DNA, los transposones. Los transposonea 
son pequenos segmentos de DNA, que Incluyen un gen para una proteína. la transposasa, que 
promueve que el transposón brinque a una posición diferente a la original en cualquier sitio del 
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~ ·gei..UCO. Estos elementos pueden cau-r mutaclonea al lnterNmplr la secuencia 
codificada en un gen detennlnado (Camertnl Otero, D. y Haleh, P. 1995; Crelg, N.L 1888). 

A 

DNA de lambda 

* lntegracldn de lamda 

• 6 l 

DNA de E. coll · 

DNA de E. col/ con 
lntegrmcldn de lamda 

FIGURA 4. Recombinación sitio eapecmca. Integración del bacteriófago lambda en el cromoeoma 
de E. ooll. A) El DNA de lambda ae reprnenta como una molécula circular y el DNA bacteriano en 
folma lineal. El sitio de acoplamiento en el DNA viral y bacteriano •• reman::a en negro, sitio en el 
que - ...iiza el lnten::amblo simple. B) El CRJm090ln8 de E. ooll tiene Integrado el genoma de 
lambda flanqueado por loa sitios hlblldoa. 

2.2. RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA EN PROCARIONTES. 

La recomblnacldn homóloga ea la que con mayor frecuencia .. pr ... nta en bacterias y •• 
puede dar por uno de loa tres procesos naturales de transferencia de genes: la tnlnatonnaddn, la 
conjugación o la transducción (Damell, J., 1990: Smlth, G., 1988). 

1.- La transformacl6n ea el proceso de transferencia de material gen6tlco entre loa 
oiganlamoe por medio de fragmentos extracelutares de DNA. El microorganismo receptor al adqulllr 
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un DNA desnudo y por medio de recombinación genética, Intercambia parte de la ~ 
tranafonnante con su DNA cromosoma!; como consecuencia, su genotipo se altera. 

2.- La conJugaclOn ea el proceso de transferencia de gen- que 19qule,. de contaclo 
celular entre el donador y ..C.ptor de la blomal«:ula. El Intercambio gen6tlco ea unldlracclonal, no 
recíproco, y ea mecledo por un pllismldo transferible, oomo puede ser el lamado factor de 
f9ltilldad (F), P19aente en la miuia don.C.Ora. Deapu6a del c:onlllcto se forma un puente mlular 
qúe conecta ftalcamente ambas ollul-. por donde se da la transferencia. Posteriormente OCUIT9 la 
recomblnacl6n gen46tlca ~ loa segmentos homólogos. A loa receptores se lea denomina 
tranaoonjugant ... 

3.- La transducción ea el proceso de transferencia de genes entre cepas bacterlan
medlado por un bacteriófago. La capacidad de loa fagos ea limitada ya que el DNA t,..,,aferldo ea 
menos del 1 % del cromaeoma bacteriano. En ta tranaduccl6n generalizada, cualquier gen 
bacteriano puede ser accidentalmente Incorporado. ya que reglen• del DNA donador son 
empaca~. al azar o casi al azar, en las c6psldes del fago y transferido a la bacteria receptora. 
En la transducción especializada, el matertal se transfiere por fagos temperados como A ·y en 
donde los profagoa se asocian a un sitio del cromosoma bacteriano. Aquí el fago transductor se 
genera por la ruptura anormal del profago del cromosoma huésped, por lo que el profago Incluye 
gen- bacterianos. 

2.2.1. MECANISMOS PROPUESTOS EN LA RECOMBINACIÓN 

HOMÓLOGA. 

Para -pllcar este evento de recombinación recíp~. han sido propuesto dlferent
modelos; en la Uteratura hay dos tipos de mecanismos diametralmente diferentes. 

1.- El primer mecanismo se conoce oomo •separación de las hebras ant• del 
apareamiento o unión• y, postula que las proteínas que actúan oomo mediadoras del 
l'800n0Cimlento homólogo, abren localmente el sitio de la doble hélice de DNA a Interactuar y luego 
ayudan a la formación de los puentes de hidrógeno Watson·Crlck entra la hebra que llega y las 
dos mol6cul- de DNA (Figura 5). 

Ejemplos del primer mecanismo es el propuesto por Robln Holliday en 1 964 (Figura 6), 
que explica muy bien la resolución de la estructura de unión de mOléculas con homología del DNA, 
y el de Matthew Meselson y Charles Radding de1975 (Figura 7), el cual explica cómo la parte 
tennlnal libre de una mOlécula actúa como la hebra invasora en el apareamiento en una reglón 



A 

• 
El extremo proximal 

extremo distal 

FIGURA 5. Ví- hlpot6tlcaa de apareamiento e lnten::amblo de hebras. A) Separación loclll en 
ambas caden- de daDNA a Interactuar y fonnacldn de reglones dupl- lntennoleculares. Laa dos 
~las de DNA con 1- hebras parcialmente Intercambiadas forman una .. tructNra de tipo 
Holllday. La• proteínas que Intervienen en la recombinación pennlten la migración del punto de 
entracruzarnlento completando así el Intercambio total de las hebras. B) En la doble cadena de 
DNA hay una separación local de ta hebra aunque ya haya Interacción con una mol6alla 
homóloga de ssDNA. Abreviaciones utllizadas: ds, hebra doble; ss, hebra sencilla (Staslak, A., 
1992). 
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FIGURA &. Modalo de ~ sobnt w11bina:idn genMica. U. aanu•m•- h0i1ldlugu6 
g111.-..-11e dlllall!llUS se n--. en Rito y azul; los ~ alelcJS se ..__. en lelrms 
~Y "*1úllculllB y las,...._ coniplerna1...._ se.,..._. en"'-gnw y delgMtas 

(Dmmell • .J. y cols.. 1990). 
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FIGURA 7. Modelo de,. 7 1-RaddiUU- Las QOllilMOll-~se ._en °*Ir .. y 
azul; lml hebras CUillplauwllllli'ias se .._ en li._ un- y delgwM&, (Dametl, J. y cols 
1980) 
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2.•EI ..... ~ .. oonoceoomo•~o unl6n an ... de la~ 
de hel:Naa•. ya que prapone que los dllple•- con ba•• llPllr9•d- torm.n adlda,...,._lle 
unlonemd9Ndrda9!110 oan una hebra .. nc::111a <••DNA) o doble - DNA (daDNA) oan tliomlJloCl(ll 
(Flgura8). 

En amtioe cuoe las prateínu que medlM la l9CCll'l1blnacl hOmdlog8 piln9D ayudan a 
la fonnmdOn de una --.. de .,.. o cuatro heblaa d9 DNA y deap&aM · ....,ahen •ta 
...,.,..,,. en una cM9loa dObl9 hebra en dende .. ,..._ el lnr.rcamblo • 

• 

• 

FIGURA 8. Mecanismos prapu-toa de recombinación homóloga. A) Fonnacidn de una eatNctura 
tipo McGavln de cuallO hebras. B) Se forma una estructura de tres hebras estabilizada por 
puent- de hidrógeno entre un asDNA homólogo y una molécula de dsDNA (St-lak, A., 1992). 
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El modelo de Me Gavln (1971-1977) entra dentro de la segunda categoría y propone la 
formacldn de cuatro hebras de DNA al unirse las mol6culas. Este es conceptualmente mas dlffcil y 
probablemente muy revolucionarlo, pero la propu-ta de una tétrada homóloga estA respaldada 
en la observación de cristales formados como simples derivados de un par de basas GC y AT. 

Sin entrar en una discusión mas profunda sobre los diferentes mecanismos propuestos 
para el proceso de recombinación general en bacterias, en especial en E. coll, asr como en otras 
especies bacterianas, ••t• depende de los genes rec y la proterna responsable en ~ 
Instancia, para que - efectúe la recombinación homóloga del DNA en las bacterias, H Rec:A. 

3.- RecA UNA PROTEÍNA MUL TIFUNCIONAL 

El producto del gen l8C4. es una enzima multlfunc::lonal distribuida ampllament8 en 
procartont- (Miiiar, R. y Kokjohn, T., 1990). Este gen, el primero de acuerdo a su nivel de 
lmpol'lancla en el proceso de recombinación en Escherlchl• col/, fue Identificado en 1965 por Claitc 
y Margull .. en bacterias -nslbles a luz ultravioleta y defectuosas en racomblnaclón. En an611sla 
subsecuentes, tam~n en E. ooll, se observó que cepas mutadas en este gen, presentan un 
fenotipo plelotróplco, ya que, a diferencia de la cepa silvestre, son defectuo-• en transducción 
por bacteriófagos, muy sensibles a luz ultravioleta, agentes alqullantes y rayos X. con una 
dsmlnudón de la vlabllidad por mutag~esls con luz u.v., Incapacidad de propagación de 
profagos y disminución en la vlabilldad celular (Horli, T. y cols., 1980; Smlth, G., 1988). 

Dado el canicter multlfunclonal de -ta proterna, en los llltlmos anos se han realizado QrW'1 
diversidad de estudios sobre ella, Incluyendo uno que define su estructura trldlmenslonal(Story, 
R. y col., 1992). Otros han pennltldo su Identificación, clonación, y secuenclaclón del gen (Figura 
9), asr como la caracterización de la proterna. Ademú han sido Identificado genes an61ogos en 
otras especies, encontrando que RecA estli ampliamente distribuida y altamente conservada 
tanto en organismos procariontes como eucarlontes, lo que ha pennltldo definir los procesos en los 
cuales participa y como funcionan tanto RecA como sus an41ogas (Millar, R. y KokJohn, T. 1988, 
1990). 

3.1. CARACTERIZACIÓN DE AecA 

En E. col/ la región que codifica la proteína RecA (Figura 9) consta de 1059 nucleótldo que 
codifican un producto de 353 amlno4cldos (Horll, T.y cols., 1980). 
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La proteína Rec:A fue caracterizada en Escht1rfchl11 COI/ cerno una molécula de 38,000 Da. 
que Cltatallza oomo un filam.ito hellcoldlll con giro a la del9Cha con aela monómeros por vuelta 
(Nguyen, T.T. y-cola •• 1993) y ae Identifica como un pollpéptldo multifuncional que dirige y 
participa en dlferent- actividades celulares. Eabi compuesta de diferentes dominica para 
actividad de recombinación y actividad proteolitlca, adem4s de existir la evidencia de un dominio 
apbrelapado con actividad de coproteasa en la reglón C·tennlnal (Lannlnat. F. y cola •• 1992; 
Femlindez de H •• A. y cola •• 1991; Miller. R. y KokJohn. T. 1990). 

• lf'lfl .• so • J 

1GU1UfoCGGcCiACCGl GA 1GCCOG1 GCG ¡ CG TCllGGCT ACT GCGT 111GC11 GCAGACC ¡ TG TGGCAACMTTTCT llCllÁAACllCTT GA i f•Cl G T ATGAGU. T ACAG TA¡ MTT GC TT CAACAGMCA i A TT 

•SO •IDO 
Wl&tCCGG1AltACCCGGCATGACAGGAGtUAAi1GGCTATCGAcGt.AAACMAcAGMl\GCGilGGCGGCAC.CACTGGGCCAGAtTGAGl.Al\C.MTTTGGTAÁAGGCTCCATCAtGCGCCtGGGtGl\A 

,,..tAI 011 eAIPGI uAlnLYIGJ nLrsAIOL•uAIDAI oAJaleuGI yGJn 1 J l•GI ULYSGl11Ph~GIYLYSG 1 vser J Jef'tetAroLeuGJ vGI u 
•lle •.?OP •.?SO 

UCC¿1JCCA1(,G,AfcttGGAMCCAtctcTACCGGnccc11tcAc1Gc;AtATCGCGCTTGGGGC:AGGTGGTCTGccGATGGGCC.GtATCGTCc.AMtCTACGGAccG&AATCTiccGGTMAACtACGCTG 
a.Arsterr•tAUValCil uthr 11 e!crThrGI vSerLeu!;erLeuJ\IPI 1 el\I oLeuGI vl\I oGI yGI vLeuPronetGI vt.rc:J 1 cVoJ GI ul J eTyrGJ "rroGl uScrSerGJ )'L)'I ThrThrLeu 

•KtGCaGGtGAtcGCcGCA;t:"GCGTGAÁGGT AAMCCT G TGCGTTT A i tGA' GCT GAACACGCGCT ~~~CCAA T CT AcGCACG T ArJ.c1 GGGCGT cGr.1ATCGJ\cMcc1 GCT GT ~t~~ CCAGCCG 
hlrLe.GlnVol l leAJ oAI DAJ oGJnArpGJ uGJ vLrs ThrCvsAJoPhe J leAIDAI oGI uH 1 u.1 oLeuA&DProl J etrrAJ oArgLvsLeuG! vVol l\spJ J eASPAsnLeuLeuCys:;e rú\ nrro 

••SO • !oOO 

i.acaccGGCGÁGCAGGCACT¿GMA 1 Ct G y¿ACGCCC 1GGé:GCGT1(1 GGé úCAG 'Ac.ACGT 'ATCG' ce h GACl CCGTGGCGC.CACT GÁCGCCCJtMGé:C.G/\AA TCGMGGC GAAAT e Ge.e Gl\CT CT ci.c 
... l,.rGlt'GluG1nAlaLeUC.I ul leCv1ASPAl0Leull.JoArcserr.Jvl'JoVoll\sr1Vol l leVoJVoJAspSerVoli\loAloleulhrProLvsAJoC.J uJ J rea uGJyGJ uJ JeGJvA10Ser111 s .. ,. 
A1MiGCCti CiCGGCACGT i,t e.lit GAGCCÁGGCGti. T C.CG i AAGC 1 GGC GC.Gt M.CC T CJ\AGCAGT CCAAél\CGCT GC T Gñ. t CT 1CA1 Cf"'CCAGAT CCG i A 1 GhMAT 1 (.e; T GTGAT C. Ti CGGT MCCCGGAA 
1-tGJwL..,.laAloArca!"eU'et~•rGJnAJ c!•tArnLvsLeuAI oGI "AsnLeuLvsGI nSerAsnlhrLeuLeul l erhc 11 el\snGJ n J 1 el\r{1r-et Lvs J l eGJ vvaJ Me trheGl vl\snrroCiJ u 

.,,.. •750 •1100 

IUA(TAcCGGTGGTMCGCGCTGAAÁTTCTACGCcTCTGTTCGTcTCGACATCCGiCGTATCGGCGCGGTGAMGAGGGCGMMéGTGGTGGGTÁGCGhMCCCGCGTGMAGTGGTGMGMCAl\AATC 
hrHarThrGI wGlrA1nAJ OLeuLrsPheTvrl.J oServoJAroLeuJ\soJ J eArgArgJ leGl vAI oVolLysGl uGJ rGI uJ\snvaJ Vol Gl vse rGJ ul llrl\rvvoJ LvsVoJ Vol LvsAsnLvs 11 e 

. • ª"º •!100 

"'""""' NJ.CAGGCl CJAAiTCCAGA TCC i Cl ACCiGCGÑt.GGT A 1CAl\Ci1 e T J\CGGCGÁACTGGTT GAC.c lGGGCGT AÁAAGJ\Gl\l\GC iGA T CG/l.G!IM.GtJ\GCiCGCG i GG T l\CJ\GCT AtAMGG T 
·•-•ll'rDl'heLW'IGlnAloGJ uf"heGJn 1 J eLeul!frGJ yGJ uGI YI 1 eAsnrhelvrGI yGJ uLeuVoJAsoLeuGI VYOJ Lv1GJ uLrsleuJ J eGl ULVSAl oGJ y AJ 0TrpTyrSerTvrLv1GJ y 

•t'ie •JOOO •JOSO 

c.aiMGA.ttGGT(AGGGTAAAGéc.AATGC~CiGCCTGGCTGÁAAG/\TAACC(GGAAACCGCGAAA~GATCitAGAAGAAAGÍhCGTCJ\GtTGCtGCTGAGCÍ.J\CCCGAACT(AACGCCGGAfTTCTClGlfl. 
&1an1 leGI rG lnGI rLvsAJ aAs~.J olhr r.J oT rPLI uLvsA10A1nProGJ ulhrAJ 0Lv1GJ u 1 J eGJ uL.vsLvsvo 1Ar"G1 uLeuLeuLeuSc r AsnP roJ\!inSerT11rrraAsorheSe rvoJ 

•llttO •IJSll •llfln 

i.atCiltAGCr.iAGGCGt AGCÁGAMC T liJ\CGAACil'. T TT 11 ÁA' CG Ten G i' 1 GJ\ T ACJ\CÁAGGGCGCA T él.GCGGCCCT i T T GCT l T TT i MGTl G T MGC.AT ,, T GCCA f GACJ\Gl\f. T CÁl\Cl\1 ce CG T Cc. 
....... serGIUGJvvoJ l\J OGI uThrAsnGI uflSPPltC 

FIGURA 9., Secuencia de nucleótldos del gen lac:A de E. COI/ y la secuencia de amlno6cldos 
deducid• La numeración de la secuencia de ONA comienza en el sitio da Inicio de la transcripción 
determinado ifrvltn:> (Horll. T. y cols 1980). 
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Esta ptoteína p,...nta un sitio de unión a ATP, Identificado como un pfptJdo de _2<1 
amlno*='do9 (residuos 257 a 280), el a1al est6 altamente conservado entre bactertaa ... ~. 
En ..... ae Identifica a la Tyr 264 como el sitio de unión al ATP, amlnollcldo que ae encu.ttra en 
IOdaa las ptOteín- WUUogu a RecA excepto para una cyanobactetla. El dominio.,.. el que .. da 
la hldldllale del ATP .. ha definido entre loa ntSlduoa 90 a 129 y en •ate, •• han ldlll ltlt'lcado loa 
'9Slduoa de clateínaa (Cya 80, Cya 118 y Cya 129 ), para toa a1atea existe contl'OVer&la sobre 
.. papel que )'9glln en la ca ....... (Mlller, R. y Kok¡ohn, T., 1990). 

La '9gl6n ~ tennlnal ... uocfada con au SMIP9I de autoenaamble o lnter.cd6n RecA· 
RecA, de unión al uDNA y de la tonnacidl'I de filamentos de nudeoproteína hellcolcs.I (con giro a 
la der9Clha) que median el apareamiento homólogo • lnten:amblo de he~ en p,_..cla de ATP 
y aaDNA; ademM. .. Ngl6rl .nino tennlNll .. Importante en .. reparación de DNA (Mlll9r, R. y 
KolrlOhn, T., 1980). 

La ubk:acldn de la zona que partldpa .. pecfflcamente en la rec:omblnack5n homdloga ha 
sido Clfícll de deftnlr por la dlflcuftad de asignar una función especiflca a las dlferent• rwglor1ea de 
las moMculaa. ya que dlveraaa mutaclonea en la proteína ellmlnan la posibilidad de paltldpar en 
el ptOCeSO; ad9má, es una proteína extremadamente pt6stlca y au tnteraccldn oon dlfe'*'tes 
efeclOrea rnolecular9a. como ATP, AOP, asDNA y dSDNA, provoca alteraciones .. ttuctu ...... 
algnlflcatlv- (MUler, R. y Kokjohn, T., 1990). 

3.2. ACTIVIDADES DE LA PROTEÍNA RecA 

La proteína Rec A, como ya hemos mencionado, participa en dlferent.. procesos 
cetutaree que a conllnuacldn enumeramos: 
a) En rwcomblnacl6n homóloga. 
b) En la reparacldn de le91onea del DNA en forma directa. 
c) En la activación de loa alstemaa de reparación del DNA (SOS y umuDC>. 
d) En la proteóllala de LexA y Umuo provocando la desrepreslón de loa genes de raparacJ6n y 
del sistema sos entre otros. 
e) En la Inducción de profagoa. 
g) En el Inicio de la repllcaclón del DNA y división cromosomal. 

3.2.1. RecA EN LA RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 

La clonación y la sobreproducción de la proteína, seguidas del estudio de reacclon- de 
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H9CIOllÜwAÓlll en ....,.,_ In lfÍllD bien conlRJlmdos, tWI PnJPOR*JnadO la ~ de dichos 

wtos. Se ha den...aido.., ...- mr*-1 en la w•M..iión hjJ¡1iOluga ya que la P"*fna 
torrna ... -••*> del'IUdbclpriJlil• que~ el w90CinlilwllD. al,. -••*>a ilecw11tit» 
de e.del- _.. dos _....,._. dit C»IA hmlidlDgo. ............ 5"-b~ATP)-depel.._lle 

(Hmxl. T •• 1Bm: ....... A. y Kdrjalin. T •• 1980; Sloiy. A. y CDIL. 198CI). 

se...,. que et .............. *> .... ...,_ eegi*"> por et ........... ibio de ........ -

- - .._,. dit hilbla ~ dit .... mal6cula y la ll9giiórl clul*IK humdkiP de la 98gUildll 

moMculade DNA.. ~~-~•ar =•que• .,... .. ,..,de ...... puec1e ...... 
en la l9gliiil de las dos c1u1*1K (SS - • A... 18812). u 8Jd&ieiól1 de la w:a..lda ._IOluga de 
,. -........ .......... __.que_elp10Cl&Mide1w11ti111Kii111 _ _. ... , ..... wede40a 

50 pb (Sm191. G .• 1-)-

ADP+Pi 

••••• Protdna 
Ra:A 

iilliiiili· 

> ' 

..illM-

FIGURA 10. MudBID de mx:ióll de RecA- la pnJleíilll AecA de E. c:ul. en Pi B ICia de ATP. -
..-- a ... c:md&ia wm1a de DHA.. Eala ea?IUCIWa pon.- la llwdón y ~ ... ea i8gldri 
homóloga de .... cwlBnll doble de DHA. 
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Ulillzando la proteína purificada y por~ de eaadlos de rnicftJ&cq¡ía ....... ó .. - ha 
enconbatu el CDilipllljo RecA-DNA. ~por una hebra doble de DNA y RecA ~en 
el DHA. que _,..,, en m.rw .. hllk •s ' 1 muy ll8glJlan!s de 95 A y 110 A de cflllmol!llla (DI 
e.pu., E. y colll., 1982). 

Alr<*o llldl> el giupo de KomBr (1983) y el de Flory (1984) demDiillllll'Oll que una hebra 
wlCllla de DNA tonna CDil RecA una hMce exlanc9dll CDil ,_....""""* .. ...._ a los ob9efvmos 
en el dUplm de DNA-••' Je= can RecA, 

e-. _.. ..... Jurm CDil los daloa bioquímk:IOs y glllMMlcoa ................ -

...... ., ............ ,.~en 1984. proponer ... ,._._, malBauls de la aadólt de 
AecA. De ....m • este ....mio. .. MWillbllaáód erllla saONA-dsONA piOINWtda por AacA 
~ .. fulnmciól1 de ... COHCJll!jo pr"5in6plico RecA-ssONA. donde el ssDNA no se oculla 

sino - billn eeti6..... 1 • pma lograr el CD11111C*» can el dsDNA lbre de pnJleÑlll (Figura 10). 
FW11 ....... el •-tOCil•***> ~ en118 las rnr!Mci,._ de DNA que ~ se 

......... que c=-tll RecA lillnB dos 9i1icJ11 9llPl' ! 1 • ca.::a dlll COllCJll!jo h4 . flll B pilmer .-0 
_....a la jlluleína a pcA1wwwttw en el ..oNA y el -..,ndo- ... siMc> de unión • DNA el am 
..,.,. .. C»ilA dúplex c::en:a del SllONA ya enlazada .. .,...._. sllio.. Un ~--de AacA .. dBdm 

de una seDNA se - en sirosx-adn k o*J métl1wi de ... 11 .. tdn_, de 38 lldla por a.-.o 
.. __,..,...(~ 11). 

A • e 

FIGURA 11. Unión del ssDNA a la PllQleirta RecA.. A) La cadena --=-- de DNA se une a AecA. 
B) Aiit!Cpieda de la iagldrt t...tdloga en ... dúplex de DNA. C) El DNA de CIMlalUI ~ se 
..,.._ CDil la habla complenwllalta en la zona blanco del dúplex.. (Sbyer. L. 1988). 

18 



Cuando H habló de loa mec:anlsmoe por medio de los c:ualea H lleva a cabo la 
l9COlnblnaddn homóloga. H mencionó. un segundo mec:anlamo altemaUvo oonocldo mmo 
·~ao o unión ant- de la separación de hebras• basado en el modelo de Mc:Gavln. E ... 
propone la tormecldn de puent- de hidrógeno adlclon.iea en ... el d&lplex tnt8clo y la hebra 
W1Gllla .....,, ... Eato aupondrfa la unldn de "" daDNA de ~ no homdlogu lea CIUlllee 
wlan lnHlablea, lo que permitida una unión no homóloga que por lo mi.no •e dlaoclerfa y aede 
rwnplaz8da oonllnuamenle por obo aegmento haata que el conlllClo ocurriese en la zona 
homdloga. El oontaClo ••table .. continlla con la• dos mol6culu en un mollirnlenlo en bma de 
"zlppel", NCUbltendo al dllpl- en un cornpi.¡¡o presln.,.lco RecA·nDNA. El oomplejo alMptlco 
resultante .que aqul .. propane contiene un uONA homólogo aDneado y un segmento daDNA 
formando un arreglo oc-axial de.,_ hMcn, en donde el epereamento de laa reg1onee ~ 

- debido a la formación de la trtple hMce en el complejo de httllce Rec:A-ONA. 
s- am fue,. el ~ en la reoomblnaclón ~ el papel que efect&la RecA. 

producto del gen 1"°' - central ya que catallza la ...ccl6r1 de reoombinacldn usando amo 
fuerza motriz la hldróllala del ATP. 

El papel cent...i de -ta proteína ae demostró en diversas lnv-tl~• en laa cuales 
- ha encontrado que la ~ de recomblnacl6n •• 10' veces rnm10I' en mutantes MD4' oon 
,..pecto a la cepa silvestre (Xu, B., y cola., 1988 ). 

3.2.2. SU PAPEL EN REPARACIÓN DE DNA Y EN LA REGULACIÓN 

DE GENES. 

La proteína ademú de Intervenir en el proceso de recombinación oomo previamente ae ha 
mencionado, participa en reparación de ONA. En células normal- de E. ooll encontramos algunos 
clentoe de coplas de la proteína RecA. nlvel que ae Incrementa. cientos de veces cuando OCUll9 
un dafto en el ONA. Al ocurrir el dafto al ONA, ya sea por la exposición a diversos agent• amo 
la radiación de luz ultravioleta. qulnolon- (6cldo nalldixlco), r6pidamente .. Induce la aínt•I• de 
mú de 50 proteín- que Intervienen en la reparación del DNA, haciendo funcionar la nwqulnarta 
de reparación oonoclda como sistema SOS (Figura 12). 

Bajo condiciones nonnalea 1- proteín- de reparación se encuentran en niveles bajos y a 
que la síntesis del ANA mensaJero se encuentra bloqueada por la proteína represora LexA. La 
-ancla de la respuesta SOS es la ruptura de dicha proteína. La hebra sencilla originada del DNA 
daftado actúa o funciona como una especie de gatillo al unirse a la proteína RecA. 
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FIGURA 12. Papel de la protefna RecA en la reapueata SOS, al exponer una bacteria a 
radlaclon" UV (Damell, J. y cola., 1990). 
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El_..,.. uDNA·AecA hldtollza un enlace Ala-Gty en la proteína LexA. lo a.I tila quea 
., oara«~ de Impedir la ,,.,,SCl'lpcldn-de muc::ie- genes Involucrados en la ,..,.,.cidn del DHA. 
RecA acllla aamo pral .... ya que rompe vario• rep,..._ (Incluyendo al praduCtO de '9oYA) 
Iniciando una ...mdl\ en macada que Induce mü de 20 genea del alatema SOS de NParmddn 
oanocldoe oamo "damage-lnducl• (din), lo que nos Indica que RecA y L.exA •'*' conlnllando la 
.....,_ .. SOS (Uoyd, A. y Sharp, P., 1993; Riera, J. y col., 1994). 

La prateína LaxA con un peso molecular de 22,700 Da, •• el repntaOr OClmlln de por lo 
....- 18 a--, Incluyendo MCA y lexA. El represor LexA - une al alllo de l..-crlpcldn de loe 
operador9a sos (SOS box) oon la ~ taCTGTatata-a-aCAGta. La proteína RecA -
convertida ~t• • prateaaa en el rnmT*do que - origina la aeftal deapu .. de que 
-- el dafto al DNA. &.io _ ... condldanea dlfwt- actlvldadea oelulW .. lnci-•o. 
aamo la habllldad de ~. lnhlblcl6n de la dMal6n calular, adem6a de 111e1wnen..,.. la 
arnt .... de Rec:A y LaxA. Una vez raparadoa las lesiona del DNA, la Mftal de lnduccldn no •• 
da m6a y RecA .. Inactiva y el balance entra LaxA y RecA activado .. pierde por lo que .. 
repMaOr LexA .. acumula y entonces 108 ge.,_ sos .. f9P""-' nuev~le (F~ da 
H.,A. y cola., 1991). 

El gen NCA tambl6n participa en la lnduccldn de profagoa. En c61ulaa con profagoa cano 
~ y t90, la actlvack5n de la proteína RecA promueve la ruptura del represor CI da lambda 
Iniciando .. lnduccldn del profago y la repllcacidn ••table del DNA (Venkateah, T.V. y o ... 
H.K.1992; Fe"'*'dez de H., A. y cola., 1991 ). Adem6a actúa como recomblnaaa, con actividad 
ATPaaa. 

3.2.3. SU PAPEL EN MUTAGÉNESIS. 

En E. CIOll. RecA • requerida para el proceso de mutag6neala en respueata a agent
que dallan al DNA. Como parte del alatema SOS, la proteína .. requerida en la reprul6n del 
operdn umuDC. AecA ejerce un control P09tranacrtpc1onal o poatraducclonal sobra la mu~ 
al promover el p-.nlento o ruptura de la proteína UmuD, proteína eaenclal en este proceso. 
AdefNla, participa dl~t• en la modificación del repllaoma SOS, permitiendo un paso da 
lnoorpor8Ci6n endnea o la Inhibición de la actividad de la DNA pollmerasa 111 en la conaocldn. La 
proteína ta~ .. requerida para activar otras proteín- o lnactlvar otros represoras (Miiiar, R. 
y KokJohn, T., 1990). 

3.2.4. RecA EN LA REPLICACIÓN DE DNA. 
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.. .. 
Se ha 9UQ8rldo la posibilidad de que la proteína RecA también est6 Involucrada en 

procesoe ~cos de la célula como la replicación del DNA, ya que células de E. c:oll defident• en 
proteína RecA, con frecuencia contienen un número anormal de cromosomas despu .. de que se 
efeckla la repllcacJdci (Zysklnd, J. y cola., 1992). 

Se ha observado que en mú del 10% de células mutadas en RecA no contienen DNA. 
Estas ~las anucleadas - originan al ocurrir la división del DNA en una de las c4lufU hijas y no 
en la otra Olitula. proponiendo por lo tanto que RecA además es ,.qutlllda para una NPartlcl6n 
equitativa del material gen6tlco en las dds células hijas. 

Diversos autores sugieren que la proteína se requiere cuando Inicia el proceso de 
repllc9Ci6n en sitios distintos a or/C, Sitio que nonnalmente usa E.ooll como origen de repllcacl6n, 

ademU de ser necesaria para que la repUcaclón sea estable, ya -a constitutiva o Inducida. 
La repllcacl6n constitutiva Inicia en un Sitio de origen secundarlo que funciona en au...cia 

de RNasaH, mientras que la Inducida inicia en un sitio de origen secundarlo que funciona en 
respuesta al sistema SOS y en ausencia de síntesis de proteínas. RecA también es requerida 
para la viabilidad si otro sitio de origen r-mplaza a orlC y es Insertado en el cromoeoma a una 
clelta distancia de la locallzación normal de orle. El raQUerlr a RecA Involucra la fonnllclón de un 
complejo RecA con un hofqullla de replicación evitando un sitio de terminación ter en un sitio de 
enlace tu._ Se han localizado cinco sitios ter en la reglón tannlnal del cromosoma y son sitios de 
unión para las proteínas Tus (Figura 13). El complejo Tus-Ter proteína-DNA Impide el movimiento 
de la horquilla por lo que Inhibe la actividad de la hellcasa (Zysklnd, J. y cols., 1992). · 

3.3. EL GEN recA EN LA FILOGENIA MOLECULAR 

En los organismos procariontes la taxonomía molecular se deriva predominantemente de la 
comparación de secuencl- entre las subunldades 16S y SS de los RNAs rlbosomales (rRNAs). 
Así, estos organismos se dividen en dos grandes grupos: eubacterla y archaebacterla. El grupo 
de eubacterla es muy grande, por lo cual los estudiosos de las líneas de evolución en 
procariontes han Incrementado su lntents en los alineamientos de proteínas comunes. 

Como ya mencionamos, RecA es una proteína multifunclonal prfmordial en la 
recombinación homóloga. reparación del DNA y en la respuesta SOS. Eshl presente en tOdas 
1.. eubacterlas y es la más conservada entre los organismos bacterianos (Karlln, S. y cola., 
1995) teniendo entre un 56 a un 100% de Identidad en sus secuencias (Story, R. y cols.,1993). 
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FIGURA 13. Modelo de partición y ugragaclón del crom090ma (Zyaklnd, J., 1992). 
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Al Obaervar y analizar•- sec::uenciaa primarias entra Rac:Aa da baclarlaa, PfOlalnaa de s. 
091111rla'- Aec:A-Nlaclonadaa (DMC1), la proteína Uvax del bactariofego T4 (con 

~ un 20% da Identidad) y otras protaín- con actlvidada• slmil8l9a pero no 
ld6nllcaa a las reportadas para Rac:A da E. caott •• 9"CUanlla una 1111.adn en au eatruclwa 
ten::lalla. Dicha comparacldn noe sugiera que toda -aaa protaCnaa-oompartan al mac.1181ftO para 
unir e hldrallzar A TP, al CUlll ea~ 8COPl•do a los cambloa confonnadon81aa e lnvoluc:tmdos en la 
hllbllded da hWf'_fllamantoe. Entra los 158 raalduoa enam.ite conaeivados en las proteínas 
RecAa ~ 87 (56%) ea~ con-rvadoa en UvsX y 84(41 %) en DMC1. En ambos 
C8809 muchos da eatoe residuos -'*' en et altlo da unión a ATP y en la zona hldrofdblca da la 
proteína (Flg&#a 14). Esta anMlal• permita argumentar que ••t- proteínas son rnlambro9 da un 
Gftlpo que deriva da un ancaatro ccmún axlatanta ant- da la divergencia ocurrida .,.,. 
procartont- y eucarfont- (Story, R.M. y cola., 1993; Kartln, S. y coi.., 1Cla5). 
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FIGURA 14. Comparación del grado de Identidad en la secuencia de amlno4cldos de 10 proÍefn- _ 
Rec:A (Millar, R. y Kokjohn, T. 1990). 
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El ln~rcamblo de material genético entre especies bacterlan-. como entre E. col y s. 
typhlmurfum, enfrenta diferentes barreras, una de las prlnclpales es el nivel o grado de 
recombinación homóloga que pueda darse entre el DNA de la célula donadora y la receptora. Para 
que ocurra la recombinación, - n-rlo no solo cierto grado y extensión de homología ent,. los 
DNA9 Implicados, sino qua -t• sea r.conocldo por las enzimas qua Intervienen an la 
raoomblnaclón y reparación de hebras da DNA. De lo anterior •• desprenda qua en al proceso da 
-peclaclón bacteriana (avoluclón de especl-), los sistem- SOS y de reparación son clavas y 
por ende la proteína RacA juega un ·papel muy Importante (Matlc, l. y cola., 1995). 

Ademá de estas evidencias, se ha reportado la existencia de respuestas slmllares en 
otras .. pecies diferentes a E. coll cuando ocurre un dal\o en el DNA y se ha demostrado una 
complamentaclón funcional lnterespecle en mutantes tecA de E. ooll como las que ocurren con 30 
dlfelWflt.. especi- de 1- familia de Pseudomonadaceae, Rhlzoblaceae, Vlbrlonaceae, 
Nela-rlaceae, Rhodosplrlllaceae y Azotobacteraceae, que son capaces de reprimir e Inducir al 
gen lecA de E. col/, en ausencia y en presencia de un agente que dafte el DNA (Femlindez de H •• 
A. y cols., 1991; Mlller, R. y Kokjohn, T., 1988). 

RecA ha sido utilizada en estudios de filogenia molecular ya que al ser una mollk:ula 
ampliamente distribuida y con un nivel alto de conservación, Inclusive en microorganismos que 
evolutivamente sa encuentran distanciados (Miller, R. y KokJohn, T.,1990), representa una amplia 
y valiosa lnfonnaclón que pueden ayudar a resolver el problema de la clasHlcaclón en bacteria. 

Uoyd, A. y Sharp, P. en 1993 compararon 25 secuencias de RecA y hay una fuerte 
concordancia entre su filoganla y la que resulta al usar la secuencia del rRNA 16S. 

Por otro lado el grupo de Karlln, S. en 1995, al comparar la secuencia de proteínas RecA 
de 62 diferentes eubacterlas, y b-ado en un método llamado "slgnlflcant segment pair allgnment" 
o SSPA encontró que las 'r"Proteobacterla se pueden clasificar en dos grandes subgrupos, uno 
en la que la mayoría son huéspedes de vertebrados y en el otro se encuentran habitantes del 
suelo. Las a-protobacterlas también se dividen en dos grupos distintos. mientras la claslficac:ión 
de 1- p.protaobacterlas es más compleja. Las bacterias gram+ quedan divididas en seis grupos, 
tres con bajo y tres con alto contenido G·c (Tabla 1 ). 

Así, la clasiflcaclón bacteriana resultante de la comparación de secuencias de RecA resulta 
vlllida y consistente aunque siempre habrll puntos a discutir con la obtenida por la secuenclacl6n 
del rRNA 16S. 
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TABLA 1.CLASIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS RecA POR EL METOOO 
DE SSPA BASANOOSE EN LA SECUENCIA DE AMINOACIOOS • 

Gninn• Sub-arunn• 
;::illtCU8• ...... 
evaluadas 

., .. ores 
SSPA Descrf""'ón Otras claslflcaclones 

a 10 73·95 Pllrpu,.. y-proteobM:lert. 

C1e 7 83·95 Enterobacteri• y 1 

C1v 2 87 Cepa• de Vibrionlle»a• y2 

C1h 1 - H. lnfluenz•• y3 

C2 5 74·91 

C2p ' 85·91 P•eudomone.,.Azotobact•r Pllr. "r"Pl'oteobecleria y 4 

C2a 1 - Acinetob•cter y5 

81 e 70·87 

B1m 3 78·87 Methylobac:teri&'Leglone//a y 2 (Leglonella) 

B1x 1 - X•nthomo,,.• 

B1b 2 82 Burldlolderia!Bord•tel¡,, 

A1 7 73·93 Rhlzobacteria/ Pllrpu,.. a-proleomcterla 

Agrobacteria 

A2 2 82 Rhodobact•r Pllrpura a-proleomcteri. 

A3 1 - Rick•tt•ill Pllrpura a·proleomctaria 

E 2 80 Campylobaicter Pllrpu,.. c·proteobec:taria 

/Helicobact•r 

P1 2 73 Staphylococcu• I S.CHI- Q,.m+l&ajo conl. G+C 

P2 1 - C.perfring•n•• Grmm+IBajo conl. G+C 

P3 2 71 L.,.tocot:c11.,Streptococc11• Gram+/Bajo conl. G+C 

P.e 3 91·95 Streptomyc•• Gram+IAllo oont. G+C 

PS 2 "° Mycobat:terium Gram+IAllo oont. G+C 

Pe 1 - Corynebacterlum Q,..m+.fAllo conl. G+C 

DT 3 84·93 D.'8dlodurana/Th«mua ap Grupo 0.1-
Tll.,.m_ 

• 3 74.79 CyanobM:tert. 

• Los grupos y subgnipos se fonnaron en base a los valores SSPA. 
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• 

3.3.1 • ACTIVIDADES REPORTADAS PARA PROTEÍNAS ANÁLOGAS A 
RecA. 

Enn I09 diversos ejemplos de gen- C!Onados. con homalogía en función y •ttuctura a 
la pniteína Rec:A de E. coll. encontrmmos : 

1) EN BACTERIAS GRAM·NEGATIVAS 

a) Familia PSELJOOMONADACEAE 
Despu6a de E. oo/J el gen l9CA de ~doman•• •~nasa ea probablemente el mlljar 

-ludiado dentro de las bacterias gram-negatlvas. En PM1udomon•• •t1Ngina.a PAO el producto 
del gen lwcA es una proteína de peso molecular aparente de 47,000 Da que presenta una 
...ccldr\ antlg6nlca cruzada con el antlauero anti-E.col RecA y ea un efector de la exprealdn de 
los genea lnduclble por estrff, capacea de mediar la respueata tipo SOS y en reapu•ta a 
agentea que dallan el ONA. Se ob-ivó que el gen lwcA es lnduclble y autoregulado y - localiza 
oerc=- de .. reglón pyoAP41·•roF-•roG del cromaaoma de PAO (Sano. v .• 1993: MlllW, R. y 
Kolcjohn, T., 1988) e Interviene al Igual que tllCA de E. col/ en recombln.ciOn ~y otros 
procesos. Se legó a determinar con mutantes tec:A que el mecanismo gen6tlco responsable en la 
bloaínteala Inestable de alglnatos se muestra como un evento 18CA-lndependlente (Ohman, D. y 
coi. .• 1885). 

El gen lwcA de Pseudomon•• fluorescens OE28.3 fue aislado por ~taddn del 
fenotipo Ffle" del fago ;. EMBL3 en cepas RecA· de E. eoll. Este gen lac::A hetarólogo ea capaz de 
recuperar la resistencia a la exposición de UV y MMS an mutantes IWCA" de E. ool/. La aecuencla 
del ONA revela que la proteína consta de 352 aminoácidos y presenta un alto grado de homología 
a la proteína RecA de P. •eroglnOSll (87.8 '% da Identidad) y A. vlnfllandll (84.3 % de Identidad) 
(De Mot, R. y cols., 1 993). . 

Se han Identificado y clonado los genes l8CA de Acinetobllcter Clllcoacetlcus , P. putld• y 
P. sydngae por que son capaces de restaurar la resistencia a MMS, luz UV, ademú de que 
complementan un fenotipo deficiente en recombinación en mutantes lwcA de E. coll (Millar, R. y 
Kok,lohn, T., 1990). 

Se aisló el gen ~ de Xanthomonas oryzae pv. oryzae y cuando se expresó en E. oall 
ae produce una proteína de 40 kOa que presenta una raacción CNZada con el anticuerpo anti· 
RecA de E.ooll. Esta proteína tiene la habilidad de complementar cep- ~ de E. col/ 
defectuosas en actividad de reparación del ONA (Rabibhadana, S. y cols., 1993). 

b) Familia ENTEROSACTERIACEAE 
La expresión de proteínas extracelulares, como la de una nucleasa extracelular en Serratia 
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,,,._.,,., raqulera del gen lllCA funcional. La secuencia del DNA de -te gen ea muy alrnlllr al 

gen nrc4 de E. COI/y presenta un posible sitio de unión a LexA casi Idéntico al de la proteína de 
E. col/(BaU, T.K. y cola., 1990). 

Loa experimento• de complementación lnterespeclea dentro de esta famlla han 
Identificado este mlamo gen en Proteus miraba/is, Proteu• vulgaris, E,.,,,,I• carotovora, Erwlnla 
t:htySanthMnl, Shlgella n.icnett, Enteroóact•r agglomerans. Serratla marr:escens y Y.sin/a P••tl• 
(Mller, R. y KOkJOhn, T., 1990). 

e) Familia RHIZOBIACEAE (Especies consideradas dentro del grupo a de proteobactertas) 
Et gen l8CA de Rhlzoblum phastlOll fue clonado por complementación del fenotipo Fec- del 

fago A. racomblnante en E. coll 18CA ·• Este gen es capaz de restaurar la resistencia a la 1"9Clacldn 
a luz UV y a agente• alqullantea como el MMS, además de promover en E. col/ la racomblnaclón 
homóloga. La proteína RecA .. codificada por 1080 nuclaótldoa y consta de 360 ~cidos con 
una masa molecular calculada de 38.61 kDa (Mlchiels, J. y cota., 1991; Martínez, J. y cola., 191U). 
Ademü, al analizar la lneatabltldad del plúmldo pSym por medio de la ~rdlda de produccl6n de 
melanina, - detennlnó a •ste como un evento 18CA-dependlente mientras que la ~rdlda en al del 
pSym - determinó como un evento ntCA·lndependlente. 

Dentro de esta familia - ha clonado análogos a l8CA de Agrobacterium tumefacl,,,,. C58 y 
Rhlzoblummelllotl, R.Japonlcumy R. legumlnosarum (Mlller. R. y KokJohn, T., 1990). 

d) Familia VIBRIONACEAE 
Por medio de complementación el gen lecA también ae ha Identificado en Vlbdor7 t:hOMlae, 

V. angulllarum y Aeromon- cavlae (Millar, R. y KokJohn, T., 1990). 
En Vlbrio cholt1n1t1, la proteína RecA es de 39 kDa y ea eaenclal para la amplillcación del 

gen que codifica para la toxina del cólera (Goldberg, l. y cols., 1986). 

e) Familia NEISSERIACEAE 
En Ntllsseria gonormoeae, la expresión del pilus antlgénlco resulta por raarregloS Internos 

en el DNA dentro del gen estructural del plll (Subuntdad pllus). Lo antelfor Indica que la 
..-nblnaclón genética, y por lo tanto el producto del 0•'1 l8CA. Juega un papel ~ en el 
proceso de aparfclón de cepas con pilus en lugar de cepas variantes sin '61 en fase de trmnslci6n 
(Koomey, .J. y cota., 1987). 

f) Familia AZOTOBACTERIACEAE 
Azotobacter vln11fanál miembro de esta famifia es un organismo poliplolde cuya mutante 

l8C4 presenta un fenotipo simllar a tas mutantes tBCA de E.col/ (Venkatesh, T.V. y Das, 
H.K.1992). 
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OTRAS BACTERIAS GRAM·NEGATIVAS 
El gen l9CA de Campylobact•r )11Junl spp. codlllca una proteína con una mua rnai.u.r 

calcllia.da en 37,012 Da con un nlvel alto de similitud con otras proteín- RecA. Mutantea en eate 
gen ,,._.,.,, una aenslbllldad Incrementada a la luz uv y son defectuosas en l9CIQmblnadOn 

~ Lo entertor - rwfleJa en una cbmlnucldn en la fr9cuenda de tranafom111C16n Nllural. 
Clll'9c:terfatica llnJca de -te enteropat6geno. La poalbllldad de Incorporar DNA exógeno la hace 
auecepllble a la Nversldn de cepas .renuadaa usadas en vacun-; mutantes IWO't han sido 
utlllzadaa para minimizar dicho problema. Se ha demostrado que estas cepas tambl6n aon 
~ de c:olonlzar y dar protección a conejos usados como modelos y ademu de no observar 
o detectar cepas transformadas en las cepas l9CA" demostrMdose que dicho evento •• 
dependiente de la proteína RecA (Guerry, P. y cols., 1994). 

En ot,.. bac:terfaa gram negativas que pertenecen a familias diferentes e IU mencton8dM 
con anterfodldacl como S.ctllmidtn frag/11$, Methylophllu• melhylotroPhu•, Thlobllt:lllu. 
~ H~llus Influenza• y L~llll pnt1Umophlla, tarnbl6n se ha r9PQ1taC1o la 
dan9cldn e ldentmc=-cldn de -te gen por medo de complementacidn de cepas deficientes en 
NCOmblnaddn homóloga, en reparacl6n de DNA, en senslbllldad a luz UV y otres func:IOnea 
lnherentea a RecA (MOier, R. y Kokjohn, T., 1990). 

2) EN BACTERIAS GRAM·POSITIVAS 

a) Familia BACILLACEAE 
La proteína Rece de s. subtllls .. similar a la proteína RecA de E.col (Smlth, G., 1988). 

Se cree que en este microorganismo existen mllltlples vías de recombinación al observar que la 
recomblnacldn lntnlmOleOular ea Independiente de l8CA (Alonso, J. y cola., 1992). Existen 11 
genea dlferentea conocidos en este microorganismo asociados a reparación de DNA y 
recombinación. 

b) Familia LACTOBACILLACEAE 
Se ldentlflc6 el gen l8CA en Streptococcus pnttumonltt y se delennlnó que participa tanto 

en la reparacldn de DNA oomo en la recombinación. En mutantea nl04 de esta bacterfa, la cual ea 
naturalmente tranafonnable, se reduce de manera drútlca su frecuencia de transformación con 
plMmldoa. 

En ef Inicio del proceso de competencia en este organismo, la cual se refiere a su habilidad 
para tomar e Introducir DNA exógeno durante su fase exponencial de cntclmlento, la expresión de 
M04 se Incrementa varias veces. Aparece un transcrfto MCA-especfflco de aprox S.7 kb de 
longitud lo que Indica que MCA es parte de un operón lnduclble durante ta competenela 
(competence-lnducible (clnJ). Dicho operón también es inducido cuando existe alglln dallo oomo ar 
oeurrldo al tratar las células con mitomlclna C. 
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Ademú, • tndar cepu ~ICU l9CA" can mltOmlcina-C no .e da la lnduocldn a 
profagoe y la lisia de ClllUlae, hecho que •• da en 11~ nk:Aº. Todo -•o nos demuMtra 
que Rec:A controla la lnduccldn ~ y noa Indica la _...encla de un alatema de resaarad6n 
SOS (Martín, B. y cola., 1895). 

En otro rnlembft) de la f..-nllla. SU.ptocot:t:u• py0119nes, al analizar mutantea en 111C4 ae 
muestra que •te gen participa en el proceso de rel)8r8Cldn y en au cllP8C'dad de ~ DNA 
lineal durante el proceso de transformación. El fragmento donado y 89CU8nclado nos mueatla que 
1-=A de eate microorganismo tiene una alta homología can s. pneumonllle (Tao, L. y cola., 1985). 

Dentro de la• bacterias Gram·poaltlvu .. ha '9pc>rtado la ldentltlcacl6n del gen en 
bactertaa perteneclentea a dlversaa femlll .. como Streptomyces fradleae, GI~ ~ 

~ ~ .,,., AnalMena vadab/b (Mlller, R. y Kok,lohn, T. 1880). 

·,;-

30 



11.- ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

X.nthom~ c:a,,,,,..t,,. pv. campestrls, como ya se mencionó, penen- a un grupo da 
bacteria• fitopatógenas que afectan a diferent• plantas de Importancia económica. &ta. en 
particular ha sido ldentillcada oomo el agente causal da la putrefacción en plantas da la t.mlla 
CNC/,.tme, la col y la collftor (Wllllmna, P., 1980; Rablbhadana, s. y cola •• 1993). Es productg,a da 
un pollsac6rldo extracelular, la gama -ntana, la cual pudiera -rvlrte como barrera prolectOfa en 
contra da condlclonea medio ambientales advers- a las que pudiese -tar expunta. adem6a da 
facilitarte la colonización al ayudal1e a adherirse a la superficie de la planta en las ,_ tempranas 
da la Infección (Oanlels, M.J. y cols., 1884; Thomé, L y cols., 1989; Ramírez, M. y cols., 1887, 
1988, Coplln, O.L. y Cook, D., 1990). Sin embargo, se han aislado cepas con mu~ que 
afectan genes esenciales en la síntesis de la goma xantana y la virulencia de los 
mlctoorganlsmo• -t6 levemente afectada (Crecy-Lagard de V. y cola., 1990; Oanlels, M. y cola., 
1884). 

Esta bacteria al Igual que otras bacteria• Gram-negatlv-. secreta extrmcelularmente 
varias enzimas a trav .. da la vía Xps (Lory, S., 1992: Pugsley, A.P., 1990), como son a
amllm, pollgalacturonato llm, proteasa y endoglucanasa, caracterfsllca tamb!M -ociada a su 
ca'*=ler fitopatógeno ya que se han aislado mutantes no patógenas que no secr9tan dichas 
enzimas (Crecy·Lagard de v. y cola., 1990; Thome, L y cols., 1989; Uu, Y. y cols., 1990; Duma 
F. y col•., 1991; Hu, N. y cols., 1992; Oanlels, M. y cols., 1984). 

La xantana - un polímero .. peclal, de amplias aplicaciones Industria!- y cuyas 
propiedades han sido -tudlad- en fonna extensiva por el Northem Regional R ... arch Center 
(Jean .. , A. y cola., 1961); en especial han encontrado que este polls~rldo hldrosoluble puede 
remplazar ot~ gom- obtenidas a partir de plantas y algas. Bajo condiciones controladas da 
fennaltaclón, general~te. se obtiene un producto constante y de caUdad reproducible. Sin 
embargo, existen repones d:e que bajo condiciones de fennentac:lón contínua M desarrollan 
formas variantes de la cepa productora provocando una disminución en el randlmlento en la 
prodl icclón del poll-c6rldo, adermis da que se obtiene un polisacárido de composición y 
propiedades dlferent- del original (Thome, L, 1987; Cadmus, M.C. y cols., 1976; Manínez, J. y 
cola., 1993). 

El mecanismo de esta variación, debido a la Importancia económlca que lmpllca ha sido 
tratado por diferentes autores, por lo que se encuentran en la literatura diversas opiniones y 
evidencias que tratan de explicar el fenómeno aquí mencionado. 

Por un lado, hay autores que sugieren que X e11mpestrls ea genéticamente Inestable y 
presenta una frecuencia alta de rearreglos genómlcos como serían delaciones y amplificaclones 
(Kldby, o. y cols., 1977; Cadmus, M. y cols., 1976). 
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Por otro lado, en Xanthomon- oryzaa pv. oryzae se ha reportado una frecuencia alta de 
vañación fenotípica, adelnlis de la presencia de secuenci- de DNA repetida• con una 
frec:u.tcia considerable y un sistema de recombinación general muy activo. La vía de esta 
'9COmblnación es mediada por una proteína tipo RecA, y a ésta se le involucra en el mecanismo 
probable de la variación. sin embargo en al reporte no se dan evidencias claras para cancluir b 
anterior (Rllbibhadana, S. y cols. 1993). 

Existen reportes en donde la producción de otros exopolisac6rldos se da tam~ en 
forma Inestable. Un ejemplo es la producción de alginato por otra bacteria giam negativa, P. 
-Nglnosa, y en donde la causa de la variación se debe a la existencia de una secuencia en el 
DNA que de alguna forma ejerce un control de tipo encendido-apagado sobre la expresión de un 
gen regulador. Otro es el caso de P. atl/Jntlca en donde la causa de la disminución en la 
producción de estos exopoli-c6rldos es debido a la inactlvación de los genes por transposición 
de elementos de inserción o por otros rearraglos génicos (Martínez J. y col., 1 SiKil3). 

Alternativamente a la Identificación de variantes fenotípicas se ha Identificado, en X 
campestris, la existencia de un •switch• fenotípico que afecta o modifica su capacidad 
qulm~ctlca, la producción de goma xantana y virulencia del microorganismo (Kamoun, S. y Kado 
l., 1990): este mecanismo pudiera explicar la aparición frecuente de variantes fenotípicas de la 
cepa silvestre, deficientes en la producción de EPS y quimlotactlc8S. Cadmus,M. y col. (1976) 
tambl6n reportan la aparición de variantes morfológicas, y de revertantes al fenotipo nonnal. 

En ninguno de los reportes analizados con respecto a X. carnpestrls se demuestra 
....,.._,te que en esta bacteria exista un fenómeno de lnestabllldad genética. Sin embargo, la 
estabilidad gen6tlca de la cepa NRRL 81459 en la producción de la goma xantana, queda 
demostrada en los experimentos realizados por el grupo de la Dra. Soberón, del Instituto de 
Biotecnología de la UNAM. En estos trabajos, oon un transposón derivado del Tn5-812S, 
transposón capaz de cuantificar delaciones y ampliflcaclones gan6micas en bacterl- gram 
negativas, se determina que X. campestris NRRL 81459 tiene un bajo nivel de rearreglos 
gen6tlcos comparado con el nivel de rearraglos reportados para otras bacterias Gram-nagatlvas 
como E. COI/ y R. phasllOll. Se concluye que esta baja frecuencia no se debe a niveles 
disminuidos de recombinación gen6tlca homóloga ya que ésta se da a un nivel slmllar al de otras 
Gram-negatlvas, aclem6s de no darse una conelación clara entre los rearregloa gen6tlcoa y la 
h9cuencla de recombinación homóloga. Lo anterior Indica que la inestabilidad en la producción de 
goma no es debido a Inestabilidad genética ni tampoco a la existencia del switch qulmiol6c:llco y a 
que la frecuencia con que se dan estos eventos es muy baja oamo para explicar la caída en la 
producción de la xantana durante la fermentación y más bien se puada deber ésta a la asociación 
o probable contaminación de la capa productora da la goma con otros microorganismos en los 
procesos de fennentaclón (Martínez, J. y cols., 1993). 

Por las características antes descritas, actualmente esta capa es usada extensivamente a 
nivel Industrial, y por lo mismo ha sido objeto de diferentes estudios da análisis genético como 
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sería aquellos relac:ionadoa a la bloaíntesla de • goma y a su capacidad secretora de enzimas 
entre otro• (Hotte, e., 1990). 

Esta bacteria, debido a sus características, ha sido utilizada como organismo hu•aped 
para la proctuoel6n de una llpasa reoomblnante aislada d• Ps11udom0n•• ••l'Uf1/nt»& quedando 
demostrado su CllPacidad de expr-ar P"?teínas heterólogas codificados en plúmldos 
recomblnant .. (Leza, A. y cols., 1996). Aquí X11nthomon11s c•mpestr/s IBT 148 es capaz de 
producir y aecrelar una llpasa alcalina codificada en el ~mido recomblnante pBP13 derivado del 
vector pMMB22 dertvado a su vez del RSF1010 del grupo de lncompatlbllldad Q, que se 
encuentra ~o el control del promotor tac (Bagdasarian, M. y cola., 1983), lnducible por IPTG o 
lactosa, repllcable en bacterias Gram-negatlvas y con resistencia a carbenlclllna. Dentro del 
mismo grupo de la Ora. Soberón existen antecedentes (García, J. y COI., 1995) que nos Indican 
que el plümldo pBP13 es muy estable en X c:arnpestrfs ya que al medir la resistencia al 

antibiótico en la cepa hu6sped, se observa que entre el 95% y 98% de la población evaluada 
conservan dicha r .. lstencla (Leza, A. y cols., 1996) o sea que la cepa tiene una frecuencia muy 
baja de segregación del pllismido, hecho que representa una gran ventaja para ser utilizada en 
fermentaelon .. a nivel lndustrtal. 

A pesar de la estabilidad de dicho pl4smldo en el microorganismo, se observó que la 
capacidad de expresar la llpasa disminuye rápidamente, debido probablemente a una alta 
frecuencia de rearreglos en el plúmldo por lnestabllldad estructural, perdiéndose la expresión de 
la enzima al subcultlvar dicho microorganismo por mas de tres veces o sea que no deben de 
haber mú de 15 generaciones para que se pueda obtener una m4xlma producción de la llpasa y 
mú de 35 generaciones para detectar actividad llpolftlca (Leza, A. y col., 1996). 

En la utilización de diferentes microorganismos manipulados genéticamente para la 
producelón a travú de un proceso de fennentaclón de diversos bloproductos, ha sido reportado 
por varios autores que uno de los problemas críticos es la lnestabllldad de los pl4smldos 
Involucrados (Ryu, y L-. 1988; Pierce y Gutterldge 1985) lo que nos lleva a la necesidad de 
desarrollar cepas hu6spedes que proporcionen una mayor estabilidad genética. 

·en realidad, actualmente, poco se conoce acerca de las diferentes funciones celulares 
Involucradas en la Inestabilidad estructural de los plásmldos, por esta razón las funciones de 
recombinación en nuestro organismo huésped son de nuestro Interés, ya que existe el reporte en 
el que se observa una mayor estabilidad en un pl4smldo pGp1 en una cepa de Baclllus subtllls 
con una mutación en recE4, proteína análoga a RecA (Peijnenburg, A. y col., 1989). 

Por las características ya mencionadas, X campestris representa una allematlva viable 
para la expresión y secreción de proteínas heterólogas. En este caso, una mutante recombinante 
negativa de este organismo resulta ventajosa, ya que perrnitil'li utilizarta para manipulación 
genética, como huésped de diversos plásmldos recombinantes evitando la recombinación inter e 
lntramolec:ular en éstos. Además de facilitamos un análisis genético y funcional de diferentes 
genes y permitir evaluar algunos eventos o procesos dependientes de rec:A como son la 
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111.- OBJETIVO GENERAL 

OBTENCIÓN DE MUTANTES rec:A DE Xanthomona• 
campe•trl• pv. campestris NRRL 81459 Y EVALUACIÓN 
DEL PAPEL DE LA PROTEÍNA RecA EN EL 
INTERRUPTOR GENÉTICO QUE AFECTA LA 
QUIMIOTAXIS Y LA PRODUCCIÓN DE GOMA 
XANTANA. 

3.5 



.. .. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) MUTAGéNESIS SITIO ESPECIFICA DEL GEN reaA de X 
campsstrls pv. campestris 

2) AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LAS MUTANTES 
recA OBTENIDAS. 

3) CARACTERIZAR EL EFECTO DE LA MUTACIÓN recA EN 
EL PROCESO DE QUIMIOTAXIS 
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IV.- PAESENTACION ARTICULO 

lsolatfon of Xanthomonas campestrls pv. campestris NRRL 
81459 recA mutants and evaluatfon of the role of RecA protefn 
In the genetfc switch affecting chemotaxis, plant vfrulence and 
xanthan gum production. 

Nota: Artículo en revisión en la revista Molecular Plant Microbe lnteractions. 
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ABSTRACT· 

Xanthomon•• . campe•trl• pv campeatrla NRRL 81459 rec:A mutanta 

were laolated by recomblnatlon wlth an lnterrupted Flhlzoblum et// 

,..c:A gene and aelectlon of double recomblnanta. Th• mutante thua 

aelected, were found to be lmpalred In homologoua genetlc 

recomblnatlon and In DNA repalr aa Judged by thelr aenaltlvlty to 

methyl-methane-aulfonate and to UV lrradlatlon, th••• detecta are 

complemented In trana by the Fl. etll recA gene. X. campe•trl• NRRL 

81459 plant vlrulence la conalderably dlmlnlahed by th• recA mutatlon. 

We evaluated the effect of recA mutatlon In a genetlc rearrangement, 

prevlously reported for thla bacterlum, whlch affecta chemotaxla, 

plant vlrulence and xanthan gum productlon, and found that the 

frequency of Ita appearance Is not affected by· the recA mutatlon. 



INTRODUCTION -

Xanthomon•• campe•trl• pv campeatrla la 

phytopathogenlc bacteria whlch produce• the 
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a gram-negatlve 

exopolyaaccharlde 

xantha':' gum; thla blopolymer haa aeveral commerclal appllcatlona due 

to Ita hlgh vlacoalty and paeudoplaatlc behavlor under a wlde range ot 

pHe, temperatura• and aalt concentratlona (Gallndo, 1994) . 

X.campestrl• atraln NRRL B1459, aelected by the u.s. North Regional 

Reaearch Cantar (Jeanea et a/., 1981), I• commonly uaed for xanthan 

gum productlon. Under certaln growth condltlons thls atraln was 

reported to glve risa at a hlgh trequency to morphologlcal variante 

whlch were defectiva In xanthan gum productlon (Cadmua et a/., 1978; 

Kidby et a/., 1 977). Xanthomon•• campe•trl• waa thua auppoaed to be 

genetlcally unstable (Kldby et a/., 1977), but In a prevloua paper we 

reportad that thla bacterlum le remarkably atable and that the 

•morphologlcal variante• are not true Xanthomonas (Martlnez-Salazar 

et a/., 1993). Xanthomona• oryzae, a rice pathogen, haa alao been 

reportad to have a hlgh frequency of phenotyplc varlatlon, but the 

mechanlsm of thls variatlon Is not clear (Rablbhadana et a/., 1993). 

Kamoun and Kado (1990) reportad a genetlc switch In Xanthomonas 

campestrls which affected chemotaxls, xanthan gum productlon and 

plant vlrulence. We have prevlously shown that X. campestris NRRL 
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81459 pre•ented thla ao called •chemotactlc awltch• and that thla 

bacterlum waa proflclent In homologoua genetlc recomblnatlon 

(Martrnez-Salazar et•'·· 1993). 

In 1985 Clark and Margullea l•olated E•t:herlchl• col/ mutante whlch 

were completely detective In homologoua genetlc recomblnatlon, th••• 

mutante deflned the rec:A locua. RecA proteln waa later found to be a 

multlfunctlonal polypeptlde havlng a central role not only on 

recomblnatlon, but aleo on DNA repalr, and actlng •• coprot•••• In the 

cleavage of a number of transcrlptlon repreasor molecule• (Cox and 

Lehman, 1987; Smlth 1988). In the last yeara numeroua atudlea have 

ldentlfled and characterlzed recA llke gene• In a wlde varlety of 

prokaryotlc and eukaryotlc organlsms (Millar and Kokjohn, 1990; Karlln 

et al., 1995). The procaryotlc recA like gene• have a hlgh degree of 

sequence homology and the phylogenetlc traes derivad from the 

sequence of 25 of theae genes have broad concordance wlth thoae 

derlved from 16S rlbosomal RNA sequence (Lloyd and Sharp, 1993; 

Karlln et al., 1995). 

Programmed genetlc rearrangements whlch affect the expresslon of 

speclflc genes, and are medlated by genetlc recomblnatlon, have been 

found on a wlde varlety of mlcroorganlsms and are thought to be of 

lmportance for the adaptation of these organlsms to different 
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envlronmental chang•• (Dybvig, 1993). -The. role of th• RecA proteln ha• 

been atudled only In aome of th••• genetlc rearrangements. 

The Vlbrlo chol•r• operon codlng for cholera toxln undergo•• 

ampllflcatlon and deletlon events at a hlgh frequency, both deletlon and 

ampllflcatlon events are completely ellminated In recA mutante 

(Goldberg and Mekalanoa, 1986). Pllus antlgenlc varlatlon and pha•• 

tranaltlon between plllated and nonplllated atralns In N•l•••rl• 

gonorrho•• are also eliminated In recA mutants (Koomey et al., 1987). 

Hemophllua Influenza type b capsule production is genetlcally unatable, 

thia lnstablllty Is due to recA-dependent recombinatlon between two 

copies of a 18-kilobasea tandem repeat (Hoiseth et a/., 1986). In 

contrast to these cases, in Enterobacteriaceae different phenotyplc 

swltches have been described whlch are recA-lndependent, these 

include site specific lnversions which affect Mu phage host range and 

phase varlatlon In Salmonella typhlmurlum and Escherlchla col/, these 

lnverslona are catalyzed by a famlly of related lnvertases (Plasterk and 

van de Putte, 1984). 

The rec:A gene from Xanthomonas oryzae has been clonad, but Ita role In 

the phenotyplc variation of this bacterium has not been evaluated 

(Rablbhadana et a/., 1993). 

In the present papar· we isolate and characterize X. campestrl• p v 



e 
campeatrl• NRRL 81459 TecA mutante and determln•d that th• 

•chernotactlc awltch• la a TecA-lndependent genetlc rearrangement. 
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Al!SUL TS AND .DISCUSSION 

l•olatlon and characterlzatlon of X•nthomon•• c•mpe•trl• p v 

campeatrl• recA mutante. Th• RecA proteln le one of the moet 

hlghly coneerved proteln• among eubacterla (Karlln et al., 1995). Among 

th• eequence of 25 RecA protelne, deduced from the aequence of the 

correepondlng TecA genes, from dlfferent bacteria! specles, the hlgher 

dlvergence found between two epeclee (a gram·poeltlve bacteria and a 

cyanobacterla) wae 38% ldentlty (Lloyd and Sharp, 1993). The sequence 

of the TecA genes from bacteria belonglng to the protobacterla la hlghly 

conserved (Lloyd and Sharp, 1993; Karlln et al., 1995). Rhlzoblum 

ph•••oll RecA proteln contalns 65% ldentlcal amino aclds to the 

correspondlng E. col/ proteln (Mlchlels, et al., 1991). 

Basad on the hlgh degree of sequence conservatlon between recA genes 

from protobacterla, we predicted that the recA genes from X. 

campestTlll pv campestrls and from Rhlzoblum etll (prevlously callad 

Rhlzoblum phaseoll) could recombine, renderlng a functlonal hybrld 

gene, and that by recomblnatlon wlth the lnterrupted R. etll recA gene 

an X. campestris recA mutant could be selected. 

In order to obtaln an X. campestris pv campastrls recA mutant we 

selected recomblnants with an lnterrupted R. etli recA gene contalned 

In plasmld pMS26 (Table 1, Martínez-Salazar et al., 1991) and double 



a 
recomblnanta were later aelected. The recA gene In plaamld pMS28 la 

lnterrupted by a gene codlng for apectlnomycln realatance. and the 

vector (plaamld pSUP202) tetracycllne realatant gene la lnterrupted by 

.a 5. 7-kb fragment contalnlng ••cRB gen•• whlch contera aucroae 

aenaltlvlty to gram-negatlve bacteria (Hynea et •l.. 1888) and another 

gene conferrlng kanamycln realatance. 

Plaamld pMS28 wae lntroduced by conjugatlon from E. col/ S17-1 to X. 

camp••trl• IBT148 (Table 1), rlfamplcln. apectlnomycln and kanamycln 

realatant tranaconjuganta wer• aelected wlth a frequency of 1x10·•. 

th••• bacteria are expected to be alngl• recomblnanta between pl-mld 

pMS28 and th• X. campeatrls chromoaomal recA gene, contalnlng a 

functlonal hybrld recA gene and an lnterrupted copy of thla gene. We 

determlned that these transconjuganta were due to recomblnatlon 

between recA genea. determlnlng that the plasmld vector pSUP202 waa 

traneferred to atraln IBT148 with a frequency lower than 5 x 10·10• 

meaaured by Ap' and Te' transfer. 

Double recomblnants. and presumably rscA mutante, were aelected aa 

aucrose reslatant derivativas with a frequency of 4% and were later 

ahown to be kanamycin sensitiva. The second recomblnation event la 

expected to be dependent on the functionallty of the hybrld. non

lnterrupted recA gene, and to delete all sequences homologous to the 
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vector plaamld pSUP202. W• preaent here the characterizatlon of two 

of theae putatlve double recomblnanta, atralna IBT R2 and IBT R3 (Table 

1). 

Both atralna IBT R2 and IBT R3 are extremely aenaltlve to MMS. At a 

concentratlon of 0.02%, both have a reductlon In vlablllty of three 

ordera of magnitud• (Flg 1 ). We alao determlned that both putatlve TecA 

mutanta have an lncreaaed aenaltlvlty to lrradlatlon wlth UV llght (Flg 

2). 

In order to meaaure the frequency of homologoua recomblnatlon we 

uaed plaamld pBX404-7 (Table 1), whlch contalna two non-overlapplng 

truncated gene• derlved from a gene conferrlng kanamycln-realatance. 

Homologoua recomblnatlon between the two truncated genea can 

generate a functlonal copy. Tha frequancy of kanamycln realatant 

derlvatlvea from a bacterlum carrylng plaamld pBX404-7 reflecta Ita 

efflclency to recombine homologoua ONA aequencea. Both atralna have a 

reductlon In homologoua recomblnatlon frequency of more than three 

ordera of magnitud• (Table 2). 

The above mentloned resulta strongly auggest that atrains IBT R2 and 

IBT R3 contaln a non-functlonal TecA gene whlch waa lnactlvated by 

recomblnatlon with the interrupted R. etll TecA gene present in plasmid 

pMS26. 
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In order to determine that the recA mutatlon waa lnde•d due to the 

lnaertlon of th• gene codlng for apectlnomycln realatance, we meaaure 

th• genetlc llnkage between th• Spc' phenotype of atralna IBT R2 and 

IBT R3 and thelr senaltlvlty to MMS and UV lrradlatlon. Plasmld pJB3JI 

(Table 1) waa lntroduced to both re e A mutants In order to moblllze 

thelr Spc' phenotype to atraln IBT150 (Table 1) and th• MMS aenaltlvlty 

of th• correapondlng tranaconjuganta_ was determlned. W• found that 25 

out of 27 tranaconjuganta teated from the croas between IBT R2 and 

IBT150 were unable to grow In the preaence of 0.03% MMS, and that 8 

out of 11 tranaconjugant• teated from the croa• between IBT R3 and 

IBT150 wer• also aenaltlve to thl• mutagen. Theae - data atrongly 

auggeat that th• X. camp••trl• recA mutatlon la cauaed by a doubl• 

recomblnatlon event wlth the lnterrupted recA gene present In plasmld 

pMS28. The UV aensltlvlty of one transconjugant of each croas waa 

determinad (atralns IBT R20 and IBT R30, Table 1, Flg 2) and, aa 

expected, both were found to be aenaltlve. 

Both recA mutants were analyzed at the molecular level by Southem 

blot hybrldlzatlon uslng the followlng probas (Flg 3): plasmld pSUP202 

(Table 1) whlch waa the vector In whlch R. et// recA gene was clonad; 

plasmld pMS26, whlch carrles the lnterrupted R. et// recA gene; and 

plasmld pCR3, whlch carrles the E. col/ recA gene (Table 1, Horll et al. 
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1 G80). Thl• enalyale ehowa that atraln IBT1 "ª and all the r•cA mutanta 

t••t•d have a " kb DNA fragment homologoue to R. etll and E. col/ l9cA 

gen•• (Flg 3 A and S), thl• reault auggeata that the hybrldlzlng 

fragment contalne only a fragment of the X. campeatrla r•cA gene, and 

that the part of the rec:A gane where th• _ apectlnomycln cassette wae 

lneerted, •• th• product of recomblnatlon, could not be detected by 

hybrfdlzatlon wlth R. et// and E. col/ recA gen••· The epectlnomycln 

reelatant ca•••tt• •••m• to hybrldlze wlth a 1 .9 kb DNA fragment (Flg 

3 A), thi• le th• approxlmata alza of spactlnomycln cassette lt•elf, ao 

the recA gene fragment where lt Is lnserted Is expectad to be so small 

that lt Is not datected ualng non-homologoua recA gen•• •• prob•• for 

hybrldlzatlon. Southarn blottlng uslng DNA restrlcted with EcoR1 

endonuclaase and the plasmlds pCR3 and pMS26 as probas was dona 

under lasa strlngent conditlons. Thasa plasmlds revaalad tha prasence 

of a 11.5 kb band In atralns IBT R2 and IBT A3 whlch contalns both recA 

homologous sequences and the spectlnomycln cassette (data not 

shown). The most plausible explanatlon for tha RacA • phanotype of 

stralns IBT R2, IBT R20 and IBT R30 Is that tha recA gene Is 

lnterrupted by the spectlnomycin cassette as a product of a doubla 

recomblnation event, but we cannot rule out from the Southern blot 

analysls, that another genetic rearrangement linked to the 
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apectlnomycln cassette Is reaponslble for the lnactlvatlon of thla gene. 

Th• Southern blot analyala ahowa that atraln IBT R3 contalna a 

fragment of plaamld pSUP202 (Flg. 3 C). Straln IBT R3 aeem to be a 

product of a deletlon whlch removed aome of th• plaamld aequence. 

alnce lt la realatant to aucroae and aenaltlve to kanamycln. The RecA" 

phenotype of thla atraln · mlght be due to a amall deletlon whlch 

lnactlvatea the RecA proteln and whlch la not apparent In th• Southem 

blot analyala. or to the lnteractlon of the truncated RecA proteln. 

produced by the lnterrupted gene, wlth the functlonal hybrld RecA 

proteln. The lnactlvatlon of wlld type RecA protelna by truncated forma 

of th• aame proteln haa been ahown for P•eudomon•• ••ruglnoaa and E. 

t:oll (Mlller and Kokjohn. 1988; Yarranton and Sedwlck, 1982). 

Straln IBT R30 whlch la the product of the genetlc tranafer of the 

apectlnomycln realatance from atraln IBT R3 to atraln IBT150. doea not 

preaent aequencea homologoua to plaamld pSUP202 (Flg 3 C), the moat 

plausible explanatlon la that the recA gene of atraln IBT150 waa 

aubatltuted by the lnterrupted ret:A ·gene from atraln IBT R3 and that 

th• adjacent plasmld sequencea were not co-transferred. The co

lnherltance of the spectlnomycln reslstance wlth the RecA • phenotype 

In atraln IBT R30. without the transfer of other changas In aequence 

present In straln IBT R3, strongly suggest that the recA mutatlon Is 
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cauaed by th• aubatltutlon ot the X. c•mpe•trl• recA gene by th• 

lnterrupted -recA gene preaent In plaamld pMS28 and not by aome other 

genetlc rearrangement. 

To turther conflrm that th• phenotype ot IBT R2 mutant waa du• to the 

lnactlvatlon ot the RecA proteln, Ita complementatlon by the R. et// 

recA gene waa analyzed. Thl• waa achleved by ••l•ctlng a colntegrate 

between plaamld pMS18, whlch carrl•• a functlonal R. et// recA gene, 

but la unable to repllcate In Xanthomon•• (Table 1), and the aelf 

tranamlaalbl• plaamld pJB3JI (Table 1 ). A• ahown In Flg. 1 mutant IBT 

R2 I• fully complemented by th• colntegrated plasmld• pMS18 and 

pJB3JI wlth respect to Ita realstance to MMS. IBT R2 UV ••naltlvlty 

wa• aleo complemented by the R. et// recA gene (data not ahown). Theae 

reault• clearly show that the IBT R2 mutant phenotype I• due to a 

deflclency In RecA proteln functlon. 

Effect of th• ,ecA mutatlon In the'"chemotactlc awltch.'" In a 

prevloua paper (Martrnez-Salazar et a/., 1993), we atudled the genetlc 

atablllty of straln NRRL 81459 and reportad that: 

1.- Thls straln presentad a genetlc raarrangement whlch cause• the 

changa from a non-chemotactlc, xanthan gum-producer bacteria to a 

chamotactic and non-mucoid derivativa, and that this genetic 

rearrangement reverted with a frequency of 2x10·4
• 
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2.- Straln NRRL 81459 la proflclent In homologoua genetlc 

recomblnatlon and In the preaence of 0.02% MMS the frequency of 

recomblnatlon la lncreaaed by two ordera of magnltude, thla lncrement 

la due to th• SOS reaponae. 

3.- The frequency of reverslon of the •chemotactlc switch• la not 

affected by expoaure to 0.02% MMS 

The SOS reaponae-lndependence of the •chemotactlc awltch• auggeata 

that thla genetlc rearrangement la recA-lndependent. In order to 

conflrm that thla la the case, we determinad In the present paper 

whether recA mutante presented the •chemotactlc awltch•. 

Both stralna IBT R2 and IBT R3 gave rise to varianta whlch were 

chemotactlc and non-mucold. The frequency of reveralon of one 

chemotactlc derlvatlve from each recA mutant and from the wlld type 

atraln are of th• aame order of magnitud• (Table 3). Theae data clearty 

ahow that the •chemotactlc switch• Is a recA-lndependent genetlc 

rearrangement. 

The natura of the genetlc changa lnvolved In the •chemotactlc awltch• 

remalna to be determinad, both the reverslbllity and the recA

lndependence of thls rearrangement are compatible wlth a •change of 

phaae• type of changa similar to the one presentad In aome 

Enterobacterlaceaa (Plasterk and van de Putte, 1984), but thl• modal 
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remalna to be exptirlmentally valldated. 

l!ffect of th• r•t:A mutatlon In plant vlrulence&n order to 

determine whether the plant vlrulence of X. camp••trl• pv campeatrla 

waa lnfluenced by the recA mutatlon, cabbage leavea were lnoculated 

by the dlfferent mutanta laolated In thl• work. We uaed •• a control the 

chemotactlc derlvatlvea laolated by ua whlch have been reported to be 

I••• vlrulent. The -reaulta preaented In Table 4 and Flg. 4 ahow that th• 

recA mutatlon conalderably dlmlnlahed the plant vlrulence of thl• 

bacterlum. 

Thla RecA effect In X. campestrls plant vlrulence mlght be lndlrect, 

reflectlng growth rete or other general metabolic characteriatlc of th• 

recA mutante, and not the dlrect involvement of the RecA protein in 

plant pathogeneaia. This explanation might also apply to atrain IBT150 

(IBT148 Ery' spontaneous mutant) which we found to be sllghtly leas 

vlrulent than Ita parental straln IBT148 (Table 4, Fig 4). 
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"MATERIAL& AND METHODS 

Bacterlal atralna and plaamldlirh•. bacterlal atralna and plaamlda 

uaed In thla work are ahown In Table 1. 

Mlcroblologlcal procedurea. Allt. campeatrl• pv campeatrl• 

atralna were grown on NYGB medlum (Daniel• et al .• 1984), and E. col/ 

atralna w•r• cultured on LB medlum (Mlller, 1972). Xanthan gum 

productlon waa determlned ualng Burk'• medlum (Newton et al., 1953); 

llquld culture• were aupplemented wlth 0.1% NH4 Cl 2 • Bacterlal 

chemotaxla waa determlned a• reported by Kamoun and Kado, 1991, 

ualng medlum M925 v1lth 0.05% aucroae and 0.3% agar. Sueros• 

realatant derlvatlvea were lsolated on NYGB medlum aupplemented 

wlth 5% suero••· 

The antlblotlc concentratlona uaed (In µg/ml) were as followa: 

amplclllln 200, erythromycln 1 ºº· kanamycln eo. rlfamplcln 50, 

apectlnomycln 100. The aensltlvlty to lrradlatlon wlth UV light waa 

done as descrlbed by Mlller (1972). 

Matlnga were done by platlng a 1: 1 mixture of the donor and reclplent 

atralna on NYGB medlum, and lncubatlng overnlght at 30° C: the mixture 

waa aerlally diluted and plated onto selectlve madlum. 

Xanthan gum-produclng revertants from chemotactlc varlanta ware 

aelected by visual screening of lsolated coloniea grown In Burk'a 
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medlum (Newton •t •l., 1953), aa deacrlbed prevloualy (Martínez

Salazar et•'·· 1883). 

Determlnatlon of plant vlrulence. The vlrulence of difieren« 

c•mP••trl• atralna waa evaluated on Br•••lt:• oler•c••• (cabbage) 

leavea aa deacrlbed by Kamoun et •l. (1992). Three leavea of planta at 

th• alx-leaf atage (flv• week. old planta) were lnoculated wlth a 

aaturated auapenalon of bacteria - (approxlmately 3 x 109 bacteria/mi) 

In aterlle aallne aolutlon by lnjectlon of 1 µ.I of the auapenalon In the 

mlddl• of th• leaf (three lnjectfona/leaf). The control plant lnoculated 

wlth aterll• aallne aolutlon dld not showed any leslon, typlcal lesiona 

were aeen after a week on the planta lnoculated wlth the bacterlal 

auapenalon, and the resulta presentad here were measured after two 

weeka of lnoculatlon (Table 4 and Fig. 4). 

Nuclelc acld procedurea. DNA manlpulatlon, Southern blottlng and 

nick translation procedurea were carrled out · as descrlbed by Sambrook 

et a/., (1989). Hlgh strlngency condltlons were usad for the 

hybrldlzatlon procedure shown In Figure 3 and the Southem blot done 

wlth EcoR1 restrlcted DNA was done under relaxed condltlons. 
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TABLE 1 Bacterfal etraln• and plasmlds uaed In thl• work 

STRAIN OR PLASMID RELEVANT CHARACTERISTICS REFERENCE 

NRRL 81459 

IBT148 

IBT150 

IBTR2 

IBT R3 

IBT R20 

IBT R30 

IBT148che 

IBT R2che 

IBT R3che 

Escherichla coli: 

S17·1 

Straln eelected for xanthan productlon Jeanes et •'·· 

1978 

Spontaneous Rlf' mutant derlved 

from NRRL 81459. 

Spontaneous Ery' mutant derlved 

from IBT148. 

recA mutant derlved from IBT148. 

recA mutant derlved from IBT148. 

recA mutant derlved from IBT150 

by transfer of IBT R2 mutatlon. 

recA mutant derlved from IBT150 

by transfer of IBT R3 mutatlon. 

Chemotactlc derivatlve from IBT148 

Chemotactlc derivative from IBT R2 

Chemotactic derivative from IBT R3 

Martrnez-S. 

et a/., 1993. 

Thl• work. 

Thls work. 

This work. 

Thls work. 

Thla work. 

Thls work 

Thla work 

Thls work 

Able to mobilize plasmlds by mean of Slmon et al., 

an RP4 inserted in the chromosome. 1983. 



Plaanilda: 

pSUP202 

pMS18. 

pMS28 

pBX404·7 

pJB3JI 

pCR3 

25 

Slmon et a/., 

1983 

Plaamld pSUP202 wlth Rhlzoblum et// Mart r nez-S. 

IWc:A • Te', Ap' 

Plaamld pMS 16 wlth th• R. •tll ,..c:A 

gene lnterrupted wlth Spe' gene. and 

••cRB Km' lnaerted In plaamld Te' 

Conatructed to measure genetle 

reeomblnatlon. Ap' 

CMA, Ap', Te' 

Carri•• E. col/ r•cA gene 

., •'·· 1991 

Martrnez-s. 

., al .• 1991 

Xu ., ., .. 
1988. 

Brewln •t •'·· 

1980. 

Horu •t •'·· 
1980 

Abbrevlatlona usad: Reslstance to ampleillln (Ap'), ehloramphenleol 

(e m '> erythromyeln (Ery'), kanamycln (Km'), rlfamplcln (Rll'). 

apectlnomycln (Spc') and tetracycline (Te'). Abllity to be moblllzed by 

conjugation (mob•). Chromosome mobillzatlon ability (CMA). 



TABLE 2. Frequency of genetlc homologoua recomblnatlon 

STRAIN 

IBT148 

IBT R2 

IBT R3 

FREOUENCY OF Kmr AMONO ~O' BACTERIA 

2x1o·a 

ex10·7 

3x10·• 

2e-



.. 

.. 
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TABLE 3. Reveralon frequency of chemotactlc derlvatlvea 

STRAIN FREQUENCYOF REVERSIONTO MUCODY 

IBT148che 

IBT R2che 

IBT R3che 

3.1x10·4 

1.sx10·4 

3.3x10"4 

27 
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TABLE 4. Plant vlrulence of dlfferent X. campestrl• derlvatlvee 

STRAIN leaf leelone 

Control 

IBT148 ++++ 

IBT148che + 

IBT A2 ++ 

IBT R2che + 

IBT R3 ++ 

IBT R3che + 

IBT150 +++ 

IBT R20 +. 

IBT R30 + 
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Plgure Legenda 

Flgyre 1 Bacterlal vlab!llty In th• preaenc• of MMS. Survlval curve• 

correepond to the fo!lowlng etralne: IBT148 ( ), IBT R2 ( ), IBT 

R2/pMS16::pJB3.ll () and IBT R3 ( ). 

Flgyr• 2. Bacterial eeneltlvlt)I'. to UV light lrradlatlon. Part of the petrl 

dlah wae lrradlated for the time lndlcated, and the other part waa 

protected wlth foil papee, th• Une ehowa the border between the two 

parta. 

Elgyre 3. Southern blot hybrldlzatlon done under etrlngent condltlona 

ualng aa probea plaamld pMS26 (A), plasmld pCR3 (B) and plasmld 

pSUP202 (C). Lanes correspond to total DNA restrlcted wlth Pst 1 of 

the followlng stralns: 1, IBT148: 2, IBT R2; 3, IBT R3 for panela (A) and 

(B). 1, IBT148; 2, IBT R2: 3, IBT R20; 4, IBT R3; 5, IBT R30 for panel (C). 

Elgyre 4 Photograph of cabbage leaves wlth characterlstlc lesiona 

cauaed by X. c•'"P••trl• lnfectlon. The control plant wae lnoculated 

wlth aterlle sallne (A) and the vlrulence of the followlng atralna waa 
-

determlned by lnoculatlon of lndependent planta: IBT148 (B), IBT148ch• 

(C), IBT R2che (0), IBT R2 (E), IBT150 (F), IBT R20 (G), IBT R30 (H), IBT 

1), IBT R3che (J). 
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V.- DISCUSION Y CONCLUSIONES 

El trablt,lo expeltment.a desarrollado - explica en el artículo -•do. y de tiste - deltva 
lo 8lgulanta: 

1.- En la muta~ sitio •peclllca de .. cepa IBT 148 de X111tthomon.. ~,,.PI· 
· c:ampestrla con ., gen Interrumpido MCA de Rhlzoblum etll clonado en el plúmldo pMS28. ae 

obtuvieron dos oepaa ..-umlblemente mutant .. IWCA" por un evento de doble~. 
Laa cepaa obtenidas M denominaron IBT R2 e IBT R3 (Ver tabla 1 del artículo). 

2.- En la caractertzacldn de ambas cepas - obtuvieron loa alguient .. datoa: 
a) Ambas aon ~•ibl .. a metll metano aulfonato, ya que su viabilidad - IWduce en 

.,... 6'denn de magnitud con reapecto a IBT 148, al ~ en PNM™"'ª del m~ a una 
ooncentracldn del 0.02% (Ver Flg. 1 del artículo). · 

b) /U ser expu .. tu a diferent- perfodoa de tiempo de radiaclonea de luz ultravlolela 
ae obaerva que IBT R2 e IBT R3 son mú aenalblea que la cepa ailv .. tre, ya que estas 
deapu•• de 1 O segundos o m6a de exposición, aon incapaces de cremr en el medio de cultlvo 
(Ver Flg. 2 del artfculo). 

e) Al meclr la fl9CU8ncia de 19COmbinaci6n homóloga en ambas cepas y la cepa 
allv•tre. uaando para esto el pt6amldo pBX404·7. se comprueba que lu cep- ~tienen 

Nducldo en .,.. órdenes de magnitud dicha frecuencia (Ver Tabla 2 del artrculo). 

3.- Estas tres características evaluadas en IBT R2 e IBT R3, corresponden a cepas con 
el gen lwcA no funcional, por lo que para confirmar este canlcter no funcional con la lnaerci6n del 
gen que oodlflca la resistencia a espectlnomicina/estreptomlcina, se evaluó la asociación gen6tlca 
entre amboa fenotipos. Tanto IBT R2 como· en IBT R3 se transformaran con el pl6smido pJB3JI. 
con el objeto de mobiUzar el fenotipo de Spc resistente a una tercera cepa IBT 150, las 
tranaconjugantn de ambaa se denominaron IBT R20 e IBT R30. Estas cepas tranaconjugantaa 
fueron lncepacea de crecer en presencia de MMS (0.03%), como después de ser expu .. taa a 
mu de 1 O segundos de irradiaciones de luz ultravioleta. De lo anterior podemos conduir que la 
mutacl6n en lwcA es originada por un evento de doble recombinación con el gen Interrumpido de 
rec:A contenido en el plásmldo pMS26. 

4.- En el análisis molecular por hibridación tipo Southem, se observa un fragmento 
homólogo de aproximadamente 4kb tanto con el gen l8CA de R. etll como con el de E.col/ con las 
cepas IBT 148. IBT R2 e IBT A3 (Fig. 3A y 3B del artículo). Al hibridlzar con pMS26 
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encontramos el caaette de Msiatencla a eapectlnomiclna Insertado en un fragmento de 1.8 kb en 
ambas cepas, tamafto que corresponde solo al del cassette, por lo que el fraom-ito del gen NC4 
en el que - encuentra lnaeltado al -r menor y _, detectado con loa genes l8CA de R • .,. y E. 

COI/ no - ~MCla. 
En un an611ala posterior en el que se usó la endonucleasa EooR1 y como sondas a loa 

plúmldoa pMS28 y pCR3 en condiciones de baja severidad, se obaeiva una banda de 11.5 kb 
en la• ce~ IBT R2 e IBT R3, que corresponde a la secuencia homóloga del gen de l8CA y .. 
caaaette de eapectlnomlclna. 

De acuerdo .. .,..Isla anterior se concluye que el fenotipo RecA- en 1- cepas IBT R2, 
IBT R20 e IBT R30 - debe a que el gen t.cA en dichas cep- se encuentra Interrumpido por el 
cuaetle de -pecllnomlclnaleanptomlclna como consecuencia de un evento de doble 
NCOmblnaclón homóloga con el pl6amldo pMS26. 

AA obaeivar las figuras 3A y 38 del artículo (carril No. 3), la cepa IBT R3 contiene un 
fragmento de 4.8 kb del pSUP202, por lo que 6sta no es una doble recomblnante, sin embargo 
IBT R30 obtenida por transferencia de la resistencia a espectlnomlclna de IBT R3 a IBT 150 y 

que tiene un fenotipo t.cA·, ya no lo presenta. Esto sugiere que el gen nrc:A fue sustituido por el 
Interrumpido y 1 .. secuencias que se encontraban junto a éste y pertenecientes al plúmldo y a 

no fueron transferidas (Flg. 3C canl 4 y 5 del artículo). El fenotipo tBCA· en IBT R3 
probablemente - deba a una pequetla delación que Inactiva la proteína RecA. misma que no 
pudimos apr9Clar en el an611ala tipo Southem. 

LA CONCLUSIÓN FINAL ES QUE LA MUTACIÓN en l8CA EN Xanthomonas 
~tdslBT 148 ES DEBIDO A LA SUSTITUCIÓN DEL GEN FUNCIONAL POR EL GEN 
INTERRUMPIDO Y NO POR OTRO REARREGLO G~NICO. 

5.- AA evaluar el efecto de la mutación en el switch quimlotáctlco o sea el cambio de 
bacterias mucoldes y no qulmlot6ctlcas a no mucoides y qulmlot6ctlcas, encontramos que la 
fntCUencla de reversión o sea el cambio de bacterias no mucoidea qulmlot4ctlcas • fenotipo lnlclel 
de las derivadas de las mutantes recA y de la cepa IBT 148 se da en el mismo orden de magnitud 
por lo que se concluye que se trata de un rearreglo recA·independlente. 

6.- Con el objeto de evaluar el efecto de la mutación sobre la virulencia, se Inocularon 
hojas de col con las mutantes ll!ICA, encontrando que dicha mutación disminuye 
considerablemente la virulencia en dicha bacteria. (Trabajo realizado en el Laboratorio por el M. 
en C. Alberto Camas) 

Del trabajo anterior coneluimos que los objetivos de éste fueron cubiertos, y se cuenta 
ahora con una cepa con mejores características para ser utilizada como vector de expresión y · 
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VI.- PERSPECTIVAS 

Del preaente trabajo puedo mencionar cuatro lineas a investigar que podrían 

.. r importante•: 

En el aislamiento, estudio, caracterización y mejoramiento de 

mlcroorganiamos con vista a la producción de algun metabolito o compuesto de 

lnter•• industrial, Xanthomonas campestrls pv. campestrls representa una alternativa 

buena para la expresión y secreción de proteínas heterólogas, ya que como se ha 

descrito tiene la habilidad de aceptar y mantener plllsmidos heterólogos. En nuestro 

caao, la mutante recombinante negativa aquí construida, limitaría la pérdida o los 

rearreglos del DNA paaajero por eventos de recombinación homóloga, ayudando a 

mantener de forma estable el o los plllsmidos recomblnantes empleados en este 

microorganismo. 

Una acción futura a realizar sería: evaluar a estas cepas recA- de 

Xanthomonas campestris como sobreproductora de proteínas heterólogas y 

compararla tanto con la cepa silvestre como con E. coli, microorganismo muy utilizado 

para este fin. 

- Al ser RecA una proteína multifuncional que participa en diferentes procesos 

celulares y que astil distribuida ampliamente en procariontes. sería importante 

evaluar otros eventos o procesos de interés que presenta esta bacteria, para 

clasificarlos como recA-dependientes o independientes. Por otro lado, podría ser útil 

para realizar un anlllisls tanto genético como funcional de otros genes. 

- Con respecto a los resultados en la obtención y selección de las mutantes. 

podemos decir que la estrategia experimental nos ofrece una alternativa adecuada de 

mutagénesis locus especifica por un proceso de recombinación homóloga, utilizando 

para esto un gen de algún organismo relacionado y con un nivel adecuado de 
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homología y previamente mutado. 

- La• cepa• recomblnante• negativa• pre-ntan dlamlnulda de manera 
conalderable la viabilidad. Por lo que -rra factible •u liberación al medio ambiente 

como organlamo •oeMS", adem•• de que nueatra mutante ea menoa patógena ,:>ara 
planta• que la cepa allveatre. 

• ... _.¿;; ... .:;... -·· 
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