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RESUMEN

Una caracteristica distintiva del genoma de Rhizobium es la presencia de
secuencias reiteradas, las cuales frecuentemente constituyen familias multigénicas.
Comunmente se asume que conversidn génica aparente entre los elementos
reiterados podria tender a variacién concertada, manteniendo un alto grado de
identidad en secuencia nucleotidica entre sus miembros. La operacién de este
mecanismo fue demostrada en este trabajo. Se emplearon diferentes construcciones
genélicas para establecer el papel de conversién génica aparente como un
mecanismo de homogenizacién entre los miembros de la familia multigénica de la
nitrogenasa (nifH) del pSim de R. etli CFN42. Los resultados muestran que una
insercion de 28 pares de bases dentro de la reiteracion nifHa, puede ser corregida
por eventos multiples de recombinacién, incluyendo conversién génica aparente, la
cual se presenta a una frecuencia acumulativa de 8 x 10-5. El proceso de correccion
requiere: 1) de la presencia funcional del gene recA ; 2) de copias adicionales del
gene nifH para su formacion y 3} tiende a un reestablecimiento preciso de la
secuencia nucleotidica silvestre. Las frecuencias de conversidn génica aparente en
cis (2.8 x 10-5) 0 en trans (4.8 x 10-5), indican que este evento ocurre frecuentemente
a través de interacé;iones intermoleculares. Ademas, la alta frecuencia observada de
entrecruzamientos multiples, sugiere que el plasmido simbidtico esta comprometido
repetidamente en eventos de recombinacion , en una situacién semejante a la

recombinacion de fagos o recombinacién entre plasmidos pequefios, de alto nimero

de copias.



ABSTRACT

A distinctive characteristic of the Rhizobium genome is the frequent finding of
reiterated sequences, wich often constitute families. Interestingly, these families
usually maintain a high degree of nucleotide sequence identity. It is commonly
assumed that apparent gene conversion between reiterated elements might lead to
concerted variation among its members. However, the operation of this mechanism
has not yet been demostrated in the Rhizobiaceae. In this work, we employed
different genetic construction to address the rc.>|e of apparent gene conversion as a
homogenizing mechanism between members of the plasmid-located nitrogenase
multigene family in Rhizobium etli. Our results show that a 28-bp insertion into one of
the nitrogenase reiterations can be corrected by multiple recombination events,
including apparent gene conversion. The correction process was dependent on the
presence of both a wild-type recA gene and wild-type copies of the nitrogenase
reiterations. Frequencies of apparent gene conversion to the wild-type nitrogenase
reiterations were the same when the insertion to be corrected was located either in cis
or in trans, indicating that this event frequently ocurrs through intermolecular
interactions. Interestingly, a high frequency of muitiple crossovers was observed,
suggesting that these large plasmid molecules are engaging repeatedly in
recombination events, in a situation akin to phage recombination or recombination

- among small, high-copy number plasmids,



INTRODUCCION
Evolucion concertada
La recombinacién génica opera para formar y reformar los genomas de todos
los organismos. Los rearreglos genéticos dentro y entre las secuencias reiteradas,
proveen por tanto una potente fuerza evolutiva que sirve tanto para promover
diversidad como para conservar la identidad genética {Lloyd y Low, 1996 ).

En los genomas nucleares, mitocondriales y de cloroplastos se han
encontrado una variedad de mecanismos de intercambios no reciprocos entre
secuencias repetidas (Dover, 1987). Estos pueden causar una ganancia o pérdida en
el numero de secuencias repetidas e influir finalmente en la expansion de una
variante reiterada a través.de una poblacién sexual (Dover,1992). La unidad de
ganancia -y pérdida- puede contener un gen completo, generando familias
multigénicas, o bien ser mucho mas pequefia, generando parches de secuencias
repetidas dentro del gen y sus secuencias control (Dover, 19392).

En plantas y animales se han descrito a las familias génicas como fluidas,
porque su npaturaleza esta continuamente cambiando, en posicién, abundancia y
composicién. Algunas familias contienen numerosas copias consistentes de
secuencias de funcién desconocida (familias no-génicas), otras son transcritos de
RNA funcional (RNA’s ribosomales y de transferencia) o de RNA mensajero que se
traducen a proteinas (globinas, histonas inmunogtobulinas, actinas y proteinas MHC)
(Dover, 1982). Estos procesos de variacion se presentan dentro de los cromosomas y
entre los cromosomas, y son potencialmente capaces de acelerar, retardar o

mantener constante el rango de diferenciacién de DNA entre poblaciones



(Dover,1987).

Una caracteristica importante de estas familias es que, sin importar su nGmero
de copias, funcién y distribucion en el genoma (tandem o interdispersas), exhiben
una inesperada homogeneidad en secuencia dentro y entre los individuos de las
especies (Dover, 1982). Asi, en una familia que esta distribuida entre varias especies,
se observa frecuentemente heterogenidad sustancial en sus elementos entre las
especies, pero una homogenidad muy alta dentro del individuo (John y Miklos, 1988).
Este patrén de variacién, se le conoce como evolucién concertada (Dover, 1986).

El mecanismo molecular que participa en las familias multigénicas para
permitir que evolucionen concertadamente se denomina “Molecular Drive” (Dover,
1982). Este involucra a los procesos por los cuales las mutaciones son capaces de
extenderse a través de una familia (homogenizacion) y a través de mecanismos de
seleccion o deriva génica fijarse en una poblacién. Dentro de ellos, se encontraron
una variedad de mecanismos de recombinacion que llevan a una transferencia no
reciproca de DNA dentro y entre los cromasomas, como son conversién génica,
entrecruzamiento desigual, transposicion, replicacion deslizada (“slippage”) e
intercambios mediados por RNA (Dover,1986).

Como mecanismo de evolucién concertada ia recombinacién por conversién
génica es importante porque : 1) mantiene el nimero de genes ; 2) puede tener
direccionalidad y 3} actia como un mecanismo de correccion (Li y Graur, 1991). La
descripcion de conversién génica se presenta en el modelo de la Fig.1. (A)
Participan los cormosomas homélogos 1 y 2. Cada DNA duplex consiste de dos

cadenas antiparalelas a y b, con los extremos 3' marcados por las flechas. Los genes



difieren en cuatro pares de bases. (B) Una ruptura en el gene 1 es alargada por una
endonucleasa. (C) El extremo 3’ de la cadena 1b invade al duplex 2, desplazando la
cadena 2a dentro de una asa que pudiera extenderse indefinidarﬁente hacia la
izquierda de la cadena 1b que esta siendo reparada. (D) La cadena 1b es
resintetizada para el extremo 3' por adicién de bases nucleotidicas complementarias
para la cadena 2b. El hueco en la cadena 1a es reparado por adicién de bases
complementarias para el asa en la cadena 2a. (E) El extremo 3' de la cadena 1b es
ligado para el extremo §' de la parte intacta de 1b. Formandose ahora dos puntos de
entrecruzamiento. (F) Para cada punto de entrecruzamiento las cadenas cruzadas
son ahora rotas y religadas como se muestran en la figura. Los sitios 2 y 3 del gene 1
han sido ahora convertidos a la secuencia del gene 2.

Una gran variedad de estudios muestran que a través de la recombinacion
homéloga puede obtenerse tanto entrecruzamiento (crossing-over) como conversion
genica. El intercambio reciproco de un linaje a dos 0 mds genes, se explica facilmente
por rompimiento y reunidn de moléculas de DNA parental. La conversion génica se
define como un reemplazamiento aparente de un gene por su alelo, y no se explica
facilmente por rompimiento y reunién. En ambos procesos de recombinacion esta
involucrada la resolucién del intermediario de Holliday. Una de los dos alternativas
para resolver esta estructura causa entrecruzamiento de los genes que bordean la
unién; en el otro camino la reparacién de los pares de bases no complementarios en
los heteroduplex causa conversidn génica (Shibata et al, 1995). Los modelos de
recombinacién caen en dos grandes categorias dependiendo de cémo ocurre el

inicio de la recombinacion y sobre quién se da la transferencia de informacion,
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En la Fig. 2, se presenta el modelo de Meselson-Radding (Stahl, 1994). La
recombinacion se inicia cuando una endonucleasa realiza la ruptura de una cadena
en el DNA duplex de la secuencia A (a). Esta cadena es desplazada del duplex de
DNA por la accion de la DNA polimerasa {b). La cadena invade al DNA duplex de fa
secuencia B y desplaza a la cadena residente en la cadena de igual polaridad (c). La
actividad de una nucleasa degrada a la cadena desplazada {d). La ligacion con la
secuencia A, forma estructuralmente una unién Holliday, que es -inicialmente-
genéticamente asimétrica, ya que sélo uno de los dos duplex tiene una regién de
DNA heteroduplex. La union puede desplazarse; esto lleva a un heteroduplex
simétrico, estos DNA heteroduplex pueden estar en ambos duplex (e). La resolucién
de la union Holliday ocurre en direccién horizontal o vertical {f). Kourilsky (1986)
reporta gue al realizarse la correccién del heteroduplex entre DNA's en los cuales el
8% de los pares de bases no son complementarios, detecta en la correccidn del
DNA heterodupiex que estdn involucrados bloques de secuencia, mas que
nucledtidos solos y algunas veces estos blogques de secuencia, generan parches de
la secuencia parental, |

El segundo modelo (Fig. 3), descrito por Szostak et al. (1983), se le ha llamado
de ruptura en doble cadena y reparacion (DSB). Un DNA duplex de la secuencia A
es cortado por una endonucleasa {a). Se presenta degradacién exonucleclitica en
direccion 5° a 3, dejando expuestos los extremos 3' (b). Los extremos 3’ invaden al
DNA duplex de la secuencia B que es homélogo a la secuencia A, e inician la
sintesis de DNA que reemplaza al DNA perdido, el resultado final es que la nueva

informacion es colocada en una posicién semejante en la secuencia A . La ligacién
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completa crea una estructura de cuatro cadenas en la cual los duplex de DNA son
mantenidos juntos por un par de uniones Holliday {c). Las uniones pueden resolverse
verticalmente u horizontalmente; si se resuelven en el mismo sentido no hay
intercambio, pero los marcadores aledafios al sitio recombinador pueden manifestar
conversién. Si se resuelven en sentidos opuestos, resulta el intercambio y hay
conversién para fos marcadores cercanos al sitio. Finalmente si se resuelven por
topoisomerasas no hay intercambios y el producto es igual & original.

Entre las familias multigénicas en hongos filamentosos (Ascobolus immersus,
Neurospora crassa, Sordana fumicola y S. bravicolis ), levaduras (Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe ) y en eucariotes superiores se han
descrito eventos de conversion génica responsables de evolucién concertada entre
secuencias repetidas arregladas en tandem o dispersas .dentro de un mismo
cromosoma o en cromosomas diferentes (Hastings, 1988 ; Dover, 1993).

Los procariotes habitutalmente poseen un bajo numero de reiteraciones.
Blatiner ef al. (1997} determinaron que un 2.5% del genoma de E. coli se encuentra
en forma de reiteraciones. Aunque la proporcién de las secuencias reiteradas sea
menor con respecto ala encontrada en eucariotes, la presencia de familias
multigénicas en algunos procariotes ha permitido detectar conversién génica entre
los genes rm de E. coli (Harvey et al., 1988), en Acinetobaceter calcoaceticus entre
los genes catlJF y pcalJF (Kowalchuk et al., 1995) y en Salmonella typhimurium
entre los genes tuf (Abdulkarim y Hughes, 1996).

En procariotes solamente se han reportado altos niveles de reiteracién en

Halobacterium (Sapienza y Doolittle, 1982), Streptomyces (Birch et al., 1980),
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Xanthomonas (Leach et al., 1990), Agrobacterium y Rhizobium (Flores et al., 1987;
Flores et al, 1988). Sin embargo, en estos organismos no se ha detectado entre las
secuencias reiteradas la participacion de alguno de los mecanismos de
homogenizacién de secuencia. Por las caracteristicas que posee Rhizobiumy la
importancia que tiene la recombinacién mediante conversién génica en la evolucién
concertada, resuita relevante estudiar este mecanismo de recombinacién en este

grupo bacteriano.

El Genoma de Rhizobium

La caracteristica biolégica predominante de Rhizobium spp. es su capacidad
para establecer simbiosis con plantas leguminosas. Debido a esa relacion, la mayoria
da los estudios se han enfocado at entendimiento de las interacciones con la planta
(Fischer, 1994; Schultze et al, 1994). Actualmente, las bacterias del género
Rhizobium son atractivas como modelo para estudiar la estructura y dindmica del
genoma, porque gran parte del genoma esta en forma de plasmidos grandes que
contienen una alta cantidad de secuencias reiteradas (dentro de los plasmidos y con
otras regiones del genoma) y la frecuente presencia de rearreglos gendmicos.

Los plasmidos en Rhizobium representan entre el 25% y 50% del genoma
(Long, 1989; Martinez et al., 1990; Sobral et al., 1991; Garcia de los Santos et al.,
1996). Estos plasmidos tienen un tamafio entre 100 -1600 kb y su numero varia entre
dos a diez plasmidos. La mayoria de las especies de Rhizobium tienen genes

involucrados en nodulacion y fijacion del nitrdgeno localizados en un plasmido
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involucrados en nodulacion y fijacion del nitrdgeno localizados en un plasmido
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grande, el plasmido simbidtico 6 pSim. A los otros plasmidos se les ha denominado
cripticos. Garcia de los Santos et al. (1996) analizaron la informacién contenida en
algunos de los llamados pldsmidos cripticos, encontrandose que pueden portar
genes relevantes para simbiosis y vida saprofitica. En algunos plasmidos “cripticos”
se han localizado genes que participan en la biosintesis de polisacéridos de
superficie (exopolisacéridos y lipopolisacéaridos) y secuencias relacionadas a
procesos maetabdlicos (citrato sintasa, transporte de &cidos dicarboxilicos y
biosintesis de tiamina). Ademds, se ha descrito que en los plasmidos cripticos
pueden encontrarse genes que participan en el catabotismo de algunos compuestos,
como aquellos exudados por la planta (trigonetina, estaquidrina, carnitina y
calistegina), utilizacién de compuestos aromaticos (acido protocatéquico, quinato y
catecol), y otros aziicares diversos (rafinosa, acetoacetato, ramnosa, sorbitol, etc.),
ademds de genes de chaperoninas (Rusanganwa y Gupta, 1993) y genes de
melanina (Cubo et al,, 1988).

La disponibilidad de estas funciones adicionales, contribuye a la diversidad
metabdiica de estos organismos, y probablemente confiere en ellos una ventaja
adaptativa sobre las bacterias del suelo. Por ejemplo, en R. etli las mutaciones en los
genes de lipopolisacaridos, causan alteraciones en la superficie celular afectando
algunos aspectos de la vida libre, como la morfologia, motilidad y agregacién;
ademads en simbiosis forman nédulos inefectivos (Brom et af,, 1992)

En Rhizobium etli, Flores et al. (1987) han estimado la presencia de 700
elementos reiterados, pertenecientes a 200 familias diferentes. Niveles similares de

reiteracién de DNA fueron también observados para otros miembros de la familia
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Rhizobiaceae, como R. meliloti y Agrobacterium tumefaciens. El analisis realizado
excluye a secuencias reiteradas menores de 300 pares de bases (pb).
Recientemente, F. J. de Bruijn, (1993) detecté la presencia de secuencias
extragénicas de 38 pb llamadas REP (Repetitive extragenic palindromic) y
secuencias mayoras (124 - 127 pb) referidas como ERIC (Enterobacterial repetitive
intergenic consensus). Osteras st al, (1995) reportaron la presencia de dos
elementos intergénicos de secuencias palindromicas de 108 pb y 109 pb,
especificas para Rhizobium, denominadas RIME (Rhizobium-specific intergenic
mosaic siements).

En el genoma de diferentes especies de Rhizobium las reiteraciones incluyen
a secuencias de insercién (IS) y secuencias con alta homologia similares en
estructura estén relacionadas a 1S. Este es un componente extremadamente variado,
incluyendo diferentes tipos (Dusha et al., 1987, Hahn y Hennecke, 1987, Judd y
Sadowsky, 1993, Kaluza et al, 1985, Laberge et al, 1995, Mazurier et al., 1996,
Perret et al., 1997, Priefer of al.,, 1980, Rice et al,, 1924, Ruvkun et al,, 1982, Soto ef al.,
1992, Wheatcroft y Laberge, 1991, Wheatcroft y Watson, 1988). La importancia de las

secuencias de insercion para definir a la clase de secuencias reiteradas ha sido

puesta en relieve con la secuenciacién del plasmido simbidtico de Rhizobium spp.’

NGR234. En este replicon, aproximadamente un 18% de la secuencia corresponde a
secuencias de insercion (Freiberg of al,, 1997).

Eétas secuencias pueden bordear a genes funcionales, como en R. meliloti,
donde un ORF con similitud a IS se encuentra en el extremo 3' de nodQ1 (Schwedock

y Long, 1984), o0 en A. caulinodans, donde dos elementos repetidos diferentes
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bordean a nodD (Geelen et al, 1995). Se ha encontrado también en H.
leguminosarum bv. viciae una estructura parecida a un transposdn, el cual codifica
para un sistema de restriccién-modificacién (Rochepeau et al., 1997).

En ocasiones, [as secuencias repetidas incluyen regiones regulatorias largas,
como las relacionadas a nif y al extremo amino de la nitrogenasa (Better et alf,
1983; Watson y Schofield, 1985; Buck st al., 1986). Se ha observado similitud en
pequefios sectores entre los genes nfe involucrados en competitividad para
nodulacion (Soto et al., 1993) y los genes mos que producen rhizopinas (Murphy
et al., 1988, Murphy et al,, 1993; Saint et al., 1993),

Earl etal {1987) al estudiar el operon fixABCX (relacionado al transporte de
electrones), localizaron una duplicacién en el etremo 5' del operén, que incluye la
region regulatoria y 32 codones del gene fixA. Rostas et al. (1986) reportaron
originalmente la existencia de tres cajas nod en R. meliloti; estos datos se han
extendido con el hallazgo de ofras cinco cajas nod (Baev, 1991; Baev y Kondorosi,
1992; Plazanet ef al., 1995; Bametft et al., 1996; Balleza, 1998) involucradas en la
regulacion de genes de nodulacion.

También se han detectado reiteraciones funcionales que constituyen familias
multigénicas de genes completos y operones, involucrados en funciones esenciales
y del metabolismo (Tabla |) y genes que participan en el proceso simbiético (Tabla I1).
Estas secuencias estdn interdispersas entre los plasmidos y el cromosoma (sélo los
genes fla de R. meliloti estédn arreglados en tandem) . La distribucién no es al azar,
hay secuencias localizadas solo en plasmidos y otras son exclusivas del cromosoma.

Muchas de estas secuencias se presentan usualmente en una copia en otros

16



organismos; de hecho, solamente en Rhizobium se ha detectado reiteracion de los
genes ftsZ, groEL y rpoH (Fischer et al., 1993; Margolin y Long, 1994; Narberhaus et
al., 1997; Rusanganwa y Gupta, 1993).

Finalmente hay genes reiterados con funciones relacionadas pero no
idénticas. Schwedock y Long (1992) reportaron al par nodPQ - saa, donde nodPQ
estd involucrado en la sulfatacién de un factor de nodulacién, mientras saa participa
en el paso de sulfatacién para la biosintesis de cisteina y metionina. El par nodM -
gim$S, donde nodM sintetiza la glucosamina necesaria para la biosintesis del factor
nod, mientras g/mS elabora la glucosamina requerida por funcién celular (Marie et
al., 1992).

Presumiblemente por la presencia de secuencias reiteradas, el genoma de
algunas cepas de Rhizobium estd sujeto a frecuentes rearreglos genémicos que
constituyen una causa importante de variabilidad en la poblacidn.

En Rhizobium etli se han caracterizado rearreglos gendémicos en cuya
genaracién participan reiteraciones tanto cromosomales como plasmidicas (Flores et
al., 1988), ocasionando entre los pldsmidos eventos de cointegracién (Brom et al.,
1991) y translocacién (Martinez-Salazar, 1991); a su vez se han detectado
amplificaciones y deleciones entre secuencias especificas (Romero et al., 1991;
Romero et al., 1995).

En algunas especies de Rhizobium se han identificado amplicones (regiones
especificas de DNA que tienen ei potencial para ser amplificadas o deletadas como
una unidad) tanto en el cromosoma como en grandes plasmidos (Flores ef al., 1993;

Romero et al., 1995; Stepkowski ef al., 1993; Mavingui et al.,, 1998).
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Tabla |. Genes indispensables o del metabolismo, reiterados en Rhizobiaceae.

INUMERO DE
GENES ESPECIE REITERACIONES Y AUTORES
LOCALIZACION
Sinorhizobium meliloti, {2, ambas en el| Pleier y Schmitt, 1989;
flaAyB lcepas 1021y 10406 |cromosoma Bergmann et al., 1991
ftsZ Sinorhizobium meliloti| 2, ambas en el]|Margolin et al,1991;
1021 cromosoma Margolin y Long, 1994
Sinorhizobium meliloti{S, hay 2 en cada |Rusanganwa y Gupia,
groEL | 1021 megaplasmido y 1 en el [ 1993; Ogawa y Long,
cromosoma 1993.
groEL |Bradyrhizobium| 5, enelcromosoma Fischer ef al., 1993
japonicum 110 spc4
rpoH Bradyrhizobium 3, en el cromosoma Narberhaus et al.,
japonicum 110 spcd 1997
rpoN Bradyrhizobium 2, en el cromosoma Killik et al.,1991
faponicum 110 spc4
En varias especies de | Variable, dependiendo | Kiindig et a/, 1995
m Rhizobia de la especie (2-3) se
asumen en el
cromosoma
Rhizobium tropici| 2, una en cromosoma y | Pardo et al.,, 19924,
csA CFN299 otra en el pSim Hernéndez-lL ucaset
al, 1995

Las siglas de los genes corresponden a: fla = flagelina; fts = inicio del septo de

division celular; gro = chaperoninas; rpo = factor sigma ; rrn = ribosomales y ¢sA =

citrato sintasa
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Tabla ll. Genes simbidticos reiterados en Rhizohiaceae.

NUMERC DE
GENES ESPECIE REITERACIONES Y AUTORES
LOCALIZACION
fixk R.leguminosarum bv. |2, una en el pSim y otra | SchiGter et al., 1997.
viceas VF39 | en el pldsmido C
fixK Rhizobium etli CFN42 (2, una en el pSim y otra | Girard, comunicacion
en el plasmido F. personal
fixK Bradyrhizobium|2,en el cromosoma Anthamatten et al.,
japonicum  110spc4 1992
fixK Sinorhizobium meliloti | 2, en plasmido Sim Renalier et al., 1987
2011
nifH Rhizobiurm etli CFN42 | 3, en el plasmido Sim Quinto et al ., 1985
nifH Azorhizobium|?2, enel cromosoma Norel y Elmerich,
caufinodans ORS571 1987 |
nifH Rhizobium sp.1{2, en el plasmido Sim Badenoch-Jones ef]
NGR234 al., 1991
fixN Sinorhizobium meliloti{ 2, en el plasmido David et al ., 1987
2011
fixNOPQ | R.leguminosarum bv. |2, uno en el pSim y otro | Schiiter et af ., 1997
viceae VF39 en plasmido criptico
fixNOPQ | Rhizobium etli CFN42 |2, uno en el pSim y la { Girard, comunicacion
otra en el pf. personal
nodf} { Sinorhizobium meliloti, | 3, en el plasmido Sim Honma y Ausubel,
cepas 1021 y 41 1987
nodPQ -| Sinorhizobium meliloti | en el plasmido Sim Schwedock y Long,
saa 2011 1992
nodM -1 R.leguminosarum bv. | en el plasmido Sim Marie ot al, 1992
gimS viceas 8401

Las siglas corresponden a:fix y nif = fijacion de nitrégeno; nod = nodulacion.
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En el plasmido simbidtico de R. etfi se han detectado cuatro amplicones en la
regién que contiene los genes simbidticos. Su tamafo varia de 90 a 175 Kb (Fig. 4)
y los eventos de recombinacién gque participan son dependientes del gen recA
(Romero ef al., 1995). También ocurren a alta frecuencia eventos que translocan el
amplicén nod-nif del pSim al plasmido a {pa} y cointegraciones entre el pSim-pa y
pSim-plasmido b (Romero et al,, 1998). En R. leguminosarurm bv. trifolii también se
han detectado amplicones (Stepkowski et al., 1993). Mavingui et al. (1997) han
generado amplicones artificiales al azar {(RDA) en R. tropici y a su vez en la misma
especie ha estudiado un amplicén nod-nif (Mavingui et al., 1998). Balleza (1998}
mediante el andlisis de secuencia nuclectidica, identificé secuencias con alta
homologia (reiteraciones) y tedricamente propuso la presencia de seis amplicones

en el regulén nod-nif de R. meliloti y ocho amplicones en el pSim de R, spp

NGR234.

Planteamiento del Problema

El hecho de que en Rhizobium haya reiteraciones que participan en la
dinamica del genoma abre la posibilidad de que algunos de los mecanismos de
“molecular drive” estén actuando. Se conoce que la familia multigénica de la
nitrogenasa participa activamente en recombinacién y ademds entre sus miembros
se presenta una alta homogenidad en secuencia nucleotidica dentro de la especie y

entre los individuos de la especie, lo que parece implicar vanacién concertada para

asta famitia.
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El hecho de que en Rhizobium haya reiteraciones que participan en la
dinamica del genoma abre la posibilidad de que algunos de los mecanismos de
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entre los individuos de la especie, lo que parece implicar variacion concertada para
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nifA
nitH
nod DI
nodB,C
nifHOK
nodA
nodD2,03

Fig 4. Estructura y dinamica del plasmido simbiético de R. etli CFN42. La estructura
general de! pSim (390 Kb) esta presentada en tres circulos concéntricos; 1 Kb = 0.93¢.
La posicién de algunos genes simbidticos estd indicada por flechas en el circulo
interno. El circulo siguiente indica ia posicion de las familias reiteradas de DNA. Cada
familia esta indicada por una letra (A-K). El circulo externo indica regiones del pSim
que tienen similitud con otros replicones de la cepa: pa, pb y pf. Las estructuras
marcadas con | - IV indican los cuatro amplicones detectados en el pSim. (Tomado

de Romero et al.,1998a).
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En particular, los sitios de recombinacidén del amplicén 1 del pSim de A. etli
CFN42 (Fig. 4) son los genes de la familia multigénica de la nitrogenasa. Romero et
al. (1991) han detectado eventos de amplificacién (10-3) y delecién (10-4} entre los
operones nifHDK. La familia nifH estd compuesta de dos reiteraciones de 5Kb
localizadas en orientacién directa, las cuales comprenden a los operones nifHDK
(regiones nifH a y b} separados por 120 Kb. El tercer elemento de la familia de la
nitrogenasa es una reiteracién de 1.5Kb que esta localizada a la mitad del amplicén
(region nifHc); consiste del gen nifHD* (nifD* es un gene truncado que comprende los
primeros 70 aminoécidos de la proteina NifD). La regién nifHc esta en orientacion
invertida con respecto a los operones nifHDK. Este arreglo de los operones nifHDK
permite estudiar la dindmica recombinacional de esta familia multigénica plasmidica.

En R. etli CFN42, los miembros de esta familia muttigénica mantienen 100%
de identidad en secuencia para las tres reiteraciones nifH (Quinto et al., 1985).
También Azorhizobium caulinodans posee dos reiteraciones nifH idénticas en
secuencia (Norei y Elmerich, 1987) yRhizobium spp. NGR234 posee dos operones
nifHDK  idénticos en secuencia (Badenoch-Jones et al., 1989). A pesar de la
divergencia entre estas familas, al comparar los genes nifH entre R. efli y Rhizobium
spp. NGR234, la similitud es mantenida y presentan una identidad de 87 %, pero los
miembros dentro de cada especie son idénticos.

{Cémo explicar este nivel de conservacion de secuencia?

Se podria argumentar que el origen de estas reiteraciones fue reciente y que
ha ccurrido una rapida dispersién de los genes nifH entre los miembros de la

especie. Otra alternativa es que las interacciones recombinacionales (como son
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entrecruzamientos sencillos y dobles entrecruzamientos o conversién génica
aparente) entre los elementos reiterados pudieran mantener variacion concertada
entre estos miembros. Sin embargo, la operacidn de estos mecanismos no ha sido
demostrada para organismos de la familia de las Rhizobiaceas.

La caracteristica de Rhizobium al poseer un genoma dinamico, abre la
posibilidad de estudiar alguno de los mecanismos de recombinacién homéloga que
participen en la homogenizacién de una familia multigénica. Desde el punto de vista
de la evolucién concertada, la conversidn génica ofrece un mecanismo interesante
de transferencia no reciproca de DNA que permite evaluar su capacidad para
homogenizar o corregir secuencias de DNA reiterado interdisperso en el cromosoma

o plasmidos. Debido a lo anterior, nos enfocaremos de manera particular a:

1. Establecer si el proceso de conversién génica opera entre las
secuencias reiteradas nifH localizadas en el plasmido simbiético de R.

elli CFN42.

Los resultados con respecto al objetivo anterior se encuentran en el articule
“Multiple recombination events maintain sequence identity among members of the
nitrogenase multigene family in Rhizobium etli", que se presenta a continuacién y en
la parte correspondiente a resultados adicionales se presenta un analisis tedrico
para encontrar evidencia de la presencia del mecanismo de conversién génica en
otra familia multigénica en Rhizobium.

Otro aspecto interesante en recombinacién, es el incremento de
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recombinacion homdtoga mediante rupturas en doble cadena. Asi, al introducir un
sitio de restriccion especifico en un miembro de la familia nifH, la recombinacion
iniciaria en ese sitio y consecuentemente ocurriria la reparacion de esta zona
mediante conversion génica. Estas dos caracteristicas, son un punto interesante de

evaluar, por estas razones se va a:

2.Explorar el efecto de ruptura en doble cadena sobre la dindmica

de conversién génica para la familia multigénica nifH,

Los avances con respecto al segundo objetive se presentan en la pane de

resultados adicionales.

24



7

Loprigi 6 LU by the Ureticn Saaricey il Avscrica

TH13

6 enc ‘/1'(..‘)
Torne. 67

Multiple Recombination Events Maintain Sequence Identity Among Members

of the Nitrogenase Multigene Family in Rhizobium etli

César Rodriguez and David Romero

Departamento de Cendtica Molecular, Centro dr Investigneidn solee Fijacidn de Nitrogena, Univensidad Nacional
Auldnowa de México, Cueravact, Morrios, Mixico
Manuseript received Deeember 3, 1997
Accepied For publication March 2, 1998

ABSTRACT

A distinctive characteristic of the Rhizobium genome is the frequent Endling of reiterated yequences,
which often conytitute mulligene families. Interestingly, these families usually mainwin a high degrec of
nutleotide seg: ¢ identity. Tuis c y d that apparent gene conversion between reiteratcd
clements might Icad to concerted variation suong its membiers, lowever, the opcration of this wechanism
bas nol yet been denonstrated in the Rbizobiaceac, In this work, we euploped different genetic construc-
tions to address the role of apparent gene conversion a3 a hownogenizing mechanism between members
ofthe ptasmid-ocated nitrogenase inultigene familyin Rhrolium etli, Our results show that a 28-hp insertion
inte one of the nilrogenase reiterations can be corrccted by multiple recombination events, including
apparcnt gene conversion. The correction process was dependent on the presence of both a wild-ype
rred gene and wild-4ype copics of the nitrogenase reiterations. Frequencies of apparent gene conversion
10 the wild-type nitrogenase reiterations were the same when the insertion 10 be corrected was Jocated
cither in s or in {rans. indicating that this event frequently occurs through intermsolecular interactions.
Interestingly, a high frequency of muhiple erossorers was observed, suggesting that these large plasmid

lecules are engaging rep y in recomnbination events, in 2 situation akin to phage recombination
or recombination among small, high-copy number plasmids.

ENE duplication, leading to the formation of
multigene familics in cukaryotes, has been widely
recognized as a mechanism for the generation of new
functions (OuNo 1970; Jonn and MikLos 1988). Inter.
estingly, members of multigene families tend to vary in
a concerted way, keeping a high similarity betweea their
members (JoHN and MikLos 1988; Dovex 1993), Con-
certed evolution between members of tandemlby-ar-
ranged multigenc familics in eukaryotes has been amply
documented. Counsenvation in a nucleotide sequence
is thought to occur predominantly through [requent
unequal exchanges between its members (Petes 1980;
5205TAR and Wu 1980; WiLLiams and Stroszck 1985).

.A conscquence of this mechanism is the [requentexpan-

sion and contraction of the tandem array. However,
receut determinadons show that an alicrnate mecha-
nism, gene conversion, plays a major role in achieving
homogenization in tandem multigene families {Gan-
GLOFF ef al. 1996). Gene conversion has been defined
as the non-reciprocal uansfer of sequence information
belween homologous or homeslogous DNA sequences.
Frequent events of gene conversion are also responsible
for concerted evolution between members of dispersed
gene families (Jackson and Fink 1981; Kiervand PETES
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19B1). Unecqual exchanges are less adequate to achieve
homegenization in these cascs, due to the high likeli-
hood of rearrangement of singlecopy DRA flanked by
disperscd members.

Swudics about the oceurrence of similar processes in
prokaryotcs have been hindered by the paucity of reiter-
ated elements in enterobacterial genomes. A recent de-
termination, based on the sequeuce of the whole Esche-
vichia coli genome (BLATTNER ¢t al. 1997). shows that
reiterated clements coostituie about 2.5% of the ge
nome. The most conspicuous families of long reiterated
clements in £ coli and Salmonella typhimurium are the
i opecons, fiuf genes, and diffecent types of inserdon
sequences (BACHELLIER o al 1996. Deonier 1996;
BLATTNER # al. 1997), which arc commouly arranged
asdispersed retterations. Typically, a bigh level of nucle-
otide sequence identity is observed among members of
cach family. Scveral reports indicate that homogeniza-
tion between the reiterated rmr operons in £. coli (Hag-
vey and Hio 1990), duplicaced flageliin genes {Oka-
1Akl o al 1993) or the tufreiterations in S. fphimurium
(AnpuLkariM and HUCHES 1996) may be achieved
through apparent gene conversios,

Extensive DNA reiteration is found in the genomes
of bacteria belonging to the symbiotic nitregen-fixing
genus Rhizobium (reviewed by ROMERO et al 1997).
These genomes may carry as much as 700 representa-
tives of loag, reiterated clements, belonging 1o 200 dif
fecent familics (Fromes # ol 1987). This high lcvel of
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reiterttion has been observed both in the chromosune
and in the large plasmids that are typical of this genus
(FLORES o al 1987; GiranD e al 1991). lu facl, an
analysis of the sequence ol the whole symbiotic plasmid
(pSym, 536.1 kb) of fhizabiwm sp. NGRZM reveals that
reiterated elements constitute about 18% of the plasmid
genome (FREIDERG o ol 1997).

Besides transposable elements, multigenic familics
have been observed for several housckeeping genes,
such as the fla (BERGMAN o al 1991), fuZ (MarcOLIN
and LoNG 1994), grofL (FiscHER el al. 1993), rpoN (KOn-
oI1C ef al 1993) and citrate synthasc genes (PARDO et
al 1994; HERNANDEZ-LUCAS ef al 1995). Scveral genes
involved solely in the symbiotic process are also rciter-
ated, such as nifHDK (BADENOCH-[ONES ef al 1989;
Noger and EtMericit 1987; Quinto o al, 1985), fix¥
{DAvID ef al. 1987, SCHLOTER ef ol 1997) and the nedD
genes (SCHyULTZE of al 1994). The ceiteration mode
is usually dispersed; only the fla gene reiterations arc
arranged in tandem (BeRGMAN of al 199]).

High levels of nucleotide identity are common be-
wween these reiterations. A counsiderable fracton of
the reiterated class (about 70%) in the pSym of Rhize-
bium sp. NGR234 is comprised of ideatical reiterations
(FREINERG ¢t al. 1997). Other mulligenic Gamilics, such
as fla (BERGMAN et al. 1991), niffiDK (BADENOCII-JONES
ef al. 1989; Norew and Ermerici 1987; QuINTO et al
1985} and the citrate synthase genes (Parpo of al. 1994;
HERNANDEZ-LUCAS et al 1995) also cxhibit high ident-
Lies {over 95%) in nuclcotide sequence. A trivial expla-
uation for the occurrcnce of such high levels of iden-
tity would be a relatvely recent evolutionary origin.
This explanation seems unlikely, because (i) in some
cascs, such as the nifHDK family of Rhizobium etli, the
sequences are ancient enough lo be present in every
member of the species (SEGOvia o al 1993}, and (ii)
although high levels of nucleotide sequence identity are
seen between reiterations within a species, a lower level
is scen between species themselves. These data have led
to the suggestion that some homogenizing mechanism,
conceivably gene conversion, is operating between seit-
crated sequences in Rhizobium.

So far, no studics have been published about the oc-
currence of gene conversion-dike events between reitcra-
tions iu Rhizobium. The only data conceruing this phe-
nomenon were obtained during a study of phage crosscs
in Rhizobium mufiloti, where appareut gene conversion
is claimed to occur at a low frequency (Orosz e al
1980), close to the oue for spontaneous mutation. If the
low frequency obscrved also applies to recombinational
interactions betwecn reiterations, apparent gene con-
version would be an inefficient homogenizing mecha-
nism in Rhizobium.

In this work, we address the role of apparent gene
conversion as an homogenizing mechanism between
members of the nitrogenase multigene family in R el
Our results indicate that multiple recombination events,
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including appacent gene Cotiversion, play an impor(;ml
rolc in maintaining sequence identity among members
ol this family.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and media: The bacterial strains
and plasmids employed are listed in Table 1. £ coli sirains
were grown at 37° in LB medium (Micaxxk 1972}, and R erli
strains were grown at 30° in PY inedium {Noks, et af. 1984).
Antibiotics were added at the following concenirations: kana-
wycin (Kin), 30 pg ml™ (E. coli} or at variable concentrations
depending on the purpose (R. eth, sce below): nalidixic acid
(Nal), 20 pg m1™ (R etl); spectinomiycin (5p). 100 ug wml™'
[£. colior R etli); and tetracycline (Tc). 510 10 ugml™* (R eili)
or 10 pg ml™* (E. rolf).

Fhasmid construction: All DNA tnanipulations were carried
out under standard protocols {Samnrouk o al 1989) using
resiriclion enzynes, bacierial alkaline phosphatase and
T4 polynucleotide ligase from Amersham Corp, (Arlinglon
Heights, IL). To construcy a hybrid Km'/Sp’ cassette, 2 1074
bp fragment, containing the Sp* gene from pHP45-015p (Table
1} was obiained through PCR anplification employing oligo-
nuclcotides 04 and o5 (Table 2} these oligonuclcotides con-
tain Betll sites. This PCR product was digested with Sgfll and
ligated inlo Bastil-restricted pSUP301 | {2 plasmid containing
Tn5-mob, Simon 1934). replacing the 1.6Lb mob fragunent
The resulting plastniel, which carrics a Tn ¥ Kin/5p. was catled
pPCRSL. From pCRSI, digestion of the Sgfll sites atready ex-
isting in the 15503 ked o the release of a 3814+bp Bgill frag.
mcnl, containing 3 promoteriess K gene and the Sp' gene
with its own promoter.

To facilitate fitrther subcloning sieps of this fragment, the
polylinker<conwaining vector pIC20H (MarsH of af, 1984} was
digested with Sad and religated. renvoving 2 segment carrying
Xhef, Blll, Xbal, EcoRV, Cial and EcoRI sites from (he polv-
linker; this piasmid was called pCRSZ. The 3814-bp Bgiil frag-
mgent from pCRS1 was ligated into she unique BamHl site
of pCRS2. gencrating pCRS3, From pCRS3. the promoteriess
Em* gene and the 5p’ gene with is own promoter were excised
as a 386+bp HindlIl fragmment, through digestion of two
Himdil} sitcs on the polylinker.

To generale 3 lrangcriptional fsion between this fragment
and the nifD gene from R ali plasmid pEMLS (MogeTT of
al, 1988} wis used, This plasmid iy a derivative of pSUP205
(Swion et el 1983), containing onc of the afIDK aperons
of A etli as an E¢eRl fragment (aif{DK region a). Ligation of
the 3864 bp Himdlll fragment from pCRSS ino one of the
Hindlll sites present in pEMIS provokes an interruption of
the uifD coding sequence (codon 139) creating, in the prop-
er oricntation, 3 transeriptional fusion berween nifD and
the promaderless Kmt' geac, The rewlting plasmid was called
pCR34.

To generate a polar insertion in nifff, a 28bp double-
siranded oligonuclegtide (I-Scel, Table 2) with overhanging.
compatible Bgili cnds, was ligated into the unigue Bell site
of pCRSA, thus interrupting the rifff coding sequense (¢codon
147}; this plasmid was named as pCR55. Finally. to generate
plasmid derivatives able to replicate in R «tfi, plasmids pCRS4
and pCRS5 were digened with EcoRl and the resulting [rag-
ment were ligated sepasately onto the unique Ecofl site of the
broad-host range plasmid pRK7813 {Joxts and GUTTERSON
1987); the resulting plasmids were called pCRS6 and pCRS?,
respectively.

Construction of Rhirobium #th strains ¢arrying the nifH:]-
Scel and wifD::Kem/Sp alleles: Introduction of the nifff:fSced
and =ifD:Km/Sp alteles into R etli was carricd out by an i
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TABLE 1
Baclerial strains and plasmids uscd in this study

Strain or plasmid

Relevant propertics

Source or reference

Rhizobivm ellf

CFN4Y Wiltkaype strain QU FO of al, [1957)
CE3 Sim" derivative from CFN42 Nok, o al. (1984)
CFNXH) CES decivative bwking the plijpan Buonn of ol (1LHR2)
CFNX236 CE3 derivative carrying a »if::Kin/3p allcle on the pSym This study
CFNX237 CE3 derivative carrying the wiff 1=/ Scel and nifD:Km/Sp allelic
combination on the pSym This study
CFNX238 CE3 derivative taerying plasinid pCRS5 This study
CFNX239 CE3 derivative carrying plasinid pCRS? This smd;'
CENX240 CFNX89 derivitive carrping plasmid pCRSG This sudy
CENXZ241 CFNX89 derivative carrping plasmid pCRS7 This study
CFNX242 A reeAzA1Cm derivative from strain CENX237 This study
Escherichia coli
HBI101 Howt for recombinant plasinids Bover and ROULIAND-
Dussenx (1969)
517-1 CGO0:RP4-2 (Tc:Mu) (Km:Tn7) Suiton (1934)
Plasimids .
pEMIS A pSUP205 derivative carrying nifHDK region a from R etli CFN42 MOKETT ot af. (1988)
pHP50Sp Source of the [15p cassette PurNThl and KitiscH
. (1984
plC2oH lolylinker-containing vectar MAaRSH lfﬂf- (1934)
pMCT1A Plasmid carrying a constitutive nifA gene from Kebsislls pneumonine, Cin’ BUGHAKAN-WOLIASTON
« al (1981)
phis22 Suicide vecior carrying the recA:fICm allele from R aiti Jo MARTENEZ-DALAZAK,
unpublished resulls
pRK2Z01t3 Conjugation helper Fiuumskl and HeLinsxi
(1979)
pRK7813 Broad-host range plasmid, Tc Jones and GUTTERSON
(1987}
pSUD205 Suicide vector, Cny, Tc! 9.c StatoN o al (1983)
pSUPS01L A pSUPZ05 derivative carrying RJ5-saob sieon (1088 = Je
pCRSI Intermediate plasmid carrying 3 hybrid TnS Km/Sp This study
pCRS2 Derivative from pIC20H with a deletion in the pollinker This study
pCRS3 Derivative from pCRS2 containing a prowoterless Km” gene and the
Sp' gene with ils own promoice This study
pCRS4 Derivative from pEM LS carrying the nifD:Km/Sp allcle This study
pCRS3 Derivative from pCRS4 carrying the nifH:ulSal and nifD:Kn/Sp
aflelic combination This study
pCRSG Derivative from pRK7813 carrying the uifD:Hm/Sp allele This study
pPCRS? Derivative from pRK7813 carrying the nifff:l-Seef and mifD::Km/Sp
allelic combination This study

vivo gene replaccment procedure (SN ef of, 1983). To that
end, plasmid pCItSd was intreduced by ransformation into
E. coli SI7-1 and the transformana were mated with R ali
CES as a recipient. Doublc recombinants were selected as
Nal Sp* Tc' ransconjugants. To verily that the desired gene
replaccment has oteurred, double recombinants were ana-
lyzed by Southern blot hybridization against the appropriate
nifand {15p probes. This procedure yiclded strain CFNX238,
which carrics the =ifD:Km/Sp allele in nifregion a. Introduc-
tion of the nifff::LScel and nifD:Km/$p allelic combination
was carried out in the same way, but employing pCRS5 as
the donor. To ensure coinheritance of both markers, double
recombinants were analyzéd by PCR amplification using oligo-
nucleotides 02 and o3 {see Table 2 and Figure 1); this primer
pair only yielded 2 PCR product upon integraiion of the
nifH::FSeel allele. A strain containing both the aifH::/Seef and
ni/D::Km/Sp alfelic combination in nif region a was called

CFNX237. A recA:A10m desivative from strain CRNN237 was
gencrated by a homogenatization procedure developed in
our laboratory {MarTIxE-SaLAZAR f al 1991; ROMERO el al
1995}, wing pMS22 as the souree of the ned allele. This pro-
cedure gave strain CFNX242.

Ta generate R etli dervatives carrying these allclic eombi-
nations onto seall, seif-replicating plasenids, £ eoli 517-1 de-
rivatives carrying pCRSG or pCRS7 were mated with either R
etli CES (pSym*) or R. «tli CFNX89 (pSym~) as recipicnts.
Transconjugants were selected by their resistance to both nali-
dixic acid and speciinomycin. These crosses produced strains
CFNX238 10 CFNX241 (see Table L).

PCR amplification and nucleotide sequencing: PCR ampli-
fications were carried out using AmpliTaq DNA polymcrase
in 2 DNA Thermal Cycler 480 (Perkin-Elmer, Inc., Norwalk,
CT. PCR conditions consisted of 30 cycles of 927 for 1 min,
56" for | min, and 72* for 1 min, exccpt for amplifications
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TADBLE?2

Oligonucicotides used in this study

Source: complenentary

Name Sequence nucleotides Accession no.
ol 5-GAGGACCTCCTCAAGGCCGCCTACS! nifH: 423446 M10587

o2 5" -CGCTAGGGATAACAGCGTAATATA-Y 1-Scel: 124 See below

ol 5-CATCTTCCIGAGCICGGCGIGCIC-3' uiff4 BI8H55 }1 @ 0587 ¢
o4 5 -CAAGATCTCCTGATAGTTTGGCTGTCAG S Q5p: 17841756 MGO473

o5 5 -TAAGATCTCACTCCCCCT LT ICATCGCE- 3 {1Sp: 712-740 MO60473

I-5cel T A ATAACAGG TA- ¥

3 .CCCATCCCTATTGTCCCATTATATCTAG.S”

Not applicable

Not applicable®

seepvt wpy

zh&*‘jﬁ fo

see ovl
cory

Nuctcoticles coreesponding to the glil site in od and o8 are underlined.

* Commercial oligonucleotide (Bochtinger-Mannheim, Cermany).

cmploying primer pairs ol—o4 and 02-o4. that were done by
30 eycles of 95° for | min, 55° for | min, and 72° for 2 min.
PCR products for nuclcotide sequencing were purificd using
CentriSep spin columns (Princeton Separations Inc., Adch
phia, NJ). Nucleotide sequencing was performied with an Ap-
plied Biosysterns Inc. model 373A automated DNA sequencer
and a Taq DyeDcoxy Termi eycle ing kit 23 speci-
?;c\d by the manufacturer (Applicd Biosystems Inc., Foster City,

J.
Filter blot hybridization and determination of plasmid pro-
files: Genoinie DNA was digeed with BamHI, cleciropho-
resed in 1% agarose gels, blotied onto nitroccliulose (Hybond
N+), and hybridized under stringent canditions using Asmer
sham’s Rapid-hyb bulfer as specified by the manufacturer {Am-
crsham Corp.). Plasnid profilcs were obtained by an in-gel
lysis method {Eckraknt 1978), bloued onto nitrocelinlose
and hybeidized siemilarly. Hybridizations with oligonucteotide
probes were done in a sodium ehloridesodiun citrate solution
wsing standard procedures (Aususks. cial 1987}, Most probes
were linearized and labelled with *P-a-CTP by a random prii-
ing procedure (Frmunexc and Vocristew 1983) using a
Rediprime DNA Labelling system {(Amersham Corp.). Oligo-
nucleotide probes were Labelled with ®P-y-ATP using T4 poly-
nucleotide kinase.

Molbecular characterization of Km* derivatives: To ascertain
the molecular events teading to the foruation of cacls Ki'
derivative, singlc-colony isolates were initially sereencd for the
presence and location of the nifff::1Seef aliele. To that cnd.
genomic DNA of each isolate was subjected to PCR einploying
cither the 0203 primer pair or the o1-03 pair (Figure 1).
Primer 02 has 2 sequence that matches the nifl::f Sl atlcle,
while primers ol and o} bind to specific points in the uifff
sequence (Table 2), Thus, reactions with the 02-03 pair gave
an amplificd product only il te wiff £2:£-Seedf allele wos sl
present, while those with pair ol -03 served as a positive control
for the PCR. To determine the location of the rifff::/Scef
allete in the Km" derivatives that stilt carried this allele, further
PCR amplifications were miade with prinier pairs 02-04 and
2). The first pair of pritmers gave
S e i Serd et writl
# allele, wlide Ui sceund ot ot
vided a positive control for these reactions. .

Kin' derivatives were also characterized by detcrmining
pSym size in Eckhardt-ype gela This analysis allows us 10
distinguish wildtype plasmids (390 kb) from ampiaﬁcd_ {519
kb) or deleted (270 kb) derivatives, as described previously
(RoaEkG of ol 1991; Rosrko e al 1995}, Additionally, geno-
mic DNA of each derivative was digested with SamtHl, blotted,
and probed against 3 niffapecific probe. Under these condi-

tions, strain CFNX237 shows three hybridizing bands of 13
kb (uif region 3 harboring the wifff::1-Scef and nifD: K /Sp
allelic combination), 5.6 kh (nif region b) and 4.5 kb {nif
region c). Derivatives harbaring a tandeny amplification pre-
serve the samc three bands, but show an additiona! 8.8kb
band. representing (he join point: stvichiomewry of these
bands is also typical, where the band corresponding to nif
region c is more abundant than the rest, Band pattern is also
ahered in the dervative carrying an inversion, showing three
bands of 10.4. 6.5 and 5.6 kb; the first two bands arc join
peints for this ccarrangeanent, while the last corresponds o
uif region b. The derivative carrying a deletion show a single,
uifHpositive band of 13.6 kb; this band is the join point,
Location of the nifff::/Scel and nifD:Km/Sp alicies was veri-
fied through hybridization with allele-specifie probes.

RESULTS

Experimenta! design: The main objective of this work
was to study the relative rele of recombination vs. appar-
ent gene comversion in the maintenance of sequence
identity in a reiterated multigene funily, To that end.
we chose the nitrogeuase multigence family of /L efti as
a modcl. All members of this family ave located in a
single 390-kb plasmid. the symbiotic plasmid {pSym).
This family is composcd of two identicat direct reilera-
lions of about 3 kb (nif regions a and b), which are
rif{DK operons; these operons are 120 kb apart on the
pSym. The third element of this family (nif region ) is
located in the middic of this zonc, and consists of an
identical reiteration, 1.5 kb long. harboring a complew
nift{ gene and a wuncated niD genc in an inverted
orientation vis a vis nif regions a and b. Homolagous
recotbinaztion botween wif regions a and b leads w0
frequent genomic rearrangements, such as deletions

ER BT RN, VIR
1W5) Thia patticular aiianges 3 ey,
the recombinational dmamics of a plasmidic muldgene
family.

Since expression of these rif regions undcer ex plania
conditions does nol confer any scorable phenotype, we
mwodified nif region a by inscriing a promoterless Km'
cassetie into the aifD gene, as described in MATERIALS

TRTT R Ty
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A Phenotype
Km/p Sp
-+ + :: — Kmf Sp¥
p niftH nifD
——
B
ot ol od
—— - - b
o2
- Km/p Sp
+ I : :: : K3 Spf
p RiH nito

————

Ficure. [.—Experimental design. Both parts of the fgure
represent nif region a. Syinbols are as follows: the wifM pro-
moter (p); the nif:Hm/Sp allele (triangle symbol); and the
nifFf2f3eef allcle (stick and ball symbol). Arrows beneath the
figures indicaie the expecied ranscripts in each case. {a) [n
this case, cells become Knv' due to uanscription of the Km*
gene from the nifH promoter. (b) Intraduction of the rif?f::f-
Scef allele lcads to a K phenotype, due to the introduction
of additianal werinination codons. Small arrows in this figure
indicate the location of specific oligonucleotides {ol-ot) used
for characterization.

AND METHODS. This cassette also carries a Sp' gene with
its own promoter. As shown in Figure a, expression of
the’'Km" gene in this nifD::Km/5p allele should be under
the coutrol of the nifff promoter, This consuruct was
then modified by the inseriion of a 28-bp oligonucleo-
tide into the nifH gene (the nifF:f-Scel allele, sce MaTe-
RIALS AND MET1iODS). This nifff:t-Scef allcle leads to
alterations it the transtational reading of the aiff geuce,
because in-frame reading of this insertion causes mis-
reading of two termination codons {UAG and UAA)
present in the oligonuclcotide. Additionally, since this
insertion provokes a +1 framceshift, two addivional stop
codoens are uncovered (UAA and UGA} at positions
matching codons 185-186 and 214-215 of Lhe wild-type
nifld sequence, respectively. As shown in Figure 1b, the
nifti::}Seel aliele should block, by polasity, the cxpres-
sioir of the nifD:Km/5p allele, thus Icading 0 a Km®
phenotype. Sclection for Km' derivatives give us a posi-
tive sysiem to identify events that lead 10 the loss or
relocation of the 28-bp inscrtion, conceivably viarecom-
bination with the other members of this muligene
Tamily.

Initial tests of the functionality of this system were
dorte in £ coli. To that end, we introduced plasmids
pCRS4 (carrying the nif::Km/Sp allcle; Table 1) and

AUTHOR: Please answer
query O

pCRSS (cavrying the nifH-:0-Sef and nifD:Km /Sp allelic
combination; Table 1} into E colf HBIG. [n this system,
expression direcied by the nifff promoler depends on
o™ and the NifA activator protein (VALDERRAMA o al
1996). As expeeted, £ eoli struins harboring either
PCRS54 or pCRS5 were scusitive to kanamycin (60 pg
ml™). Upon introduction of a second, compatible plas-
mid carrying the constitutively-activated Alebsielln preus
waoniae nifd gene (pMCTLA) into the strain harboring
PCRSA, cells became resistant to kanamycin, In conras,
cells carrying both pCRS5 znd pMC7 1A remained seusi-
tive o kavnamycin, Thus, these vesults indicate that ex-
pression of the Km' gene in the #ifD:Km/Sp allele is
depeudenton the wifff prownoter and that the introduc-
tion of the #ifH::f-Seef allcle blocks duit expression.

Construction of £ erli strains containing on the pSym
cither the wifzRKan/Sp allele (suain CENX236, Table 1)
or the wiffH:f-Srel and #ifD::Kan/Sp allelic combination
(strain CFNX287, Table 1) was done by allelic replace-
ment (see MATERIALS AND METHODS}. It this host, maxi-
mal expression from the uifff promoter is achieved uis-
der microacrobic conditions (VaLDERRAMA ef af. 1996).
However, basal transcription from this promoter under
acrobic conditons was eilough to confer to simin
CFNX236 a low-level resistance 1o kanamycin (3 pg ml™').
As expected. strain CFNX237, carryiug the nifH:/l-Scel
and nif::Km/Sp allelic combination was sensitive 10
kanamycin, Thus, loss or relocation of the nifff::f-Seel
allele can be detected in straiu CFINX287 by scoring the
frequency of Km® derivatives,

Theoretically, recombinational repair of the niff::f-
Seef allele to yield a Km' derivative can arise either by
sistec-strand exchanges or through intramolecular ex-
changes. As shown in Figure 2, a sister-strand crossover
between nif regions a and b leads to the formation of
alarge wndem duplication, where the join point carrics
the nifD:Km/5Sp allele but lacks the nifH::/-Scef allele.
Aleenatively, removal of the nifH::/Scel allcle by sister-
strand exchanges can come about from cither double
recombination or gene conversion. Both processes gen-
erate a non-rearvanged pSym, lacking the nifH::/-Scef
allcle but maintaining the nifD::Km/5p atlele {Figure
2). This kiud of product was callcd apparcal gene con-
version, since a formal distinclion of which process is
parﬁcipalillg {double recombination or gene conver-
sion) is not possible when the recombining sequences
arc in direct odentation (SEcaLL and RoTu 1994).

[ntramolccular exchanges might also be responsible
for the generation of selecable Km' derivatives, As
shown tn Figure 3 {feft part}, an intramolecutar cross-
ovce geHerales a Lrue gene couversion recombinant.
However, this event cannot be distinguished from the
non-rearranged class generated by sisterstrand ex-
changes {sce above); therefore, afl these are also scored
as apparent geue convertants. Intramolecular exchange
between nifregions a and c generates an inversion (Fig-
ure 8, center). This recombinant has a Km' phenotype
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a ¢ Swia ¢
Tandem Duplcation

Apparerd gena
CONVersIon

Ficuke 2.—Formation of Km* derivatives by sisterstrand
exchanges. nifregions a, band ¢ are shown as rectangles with
white, stippled or black shading. respectively, the wifHzl-Seel
allele as a stick and ball symboi and the »ifD::Km/5p allele
as a triangle symbol. {Left part) Recombination between aif
regions a and b leads to the formation of a large tandem
duplication, where the join point {indicated as a rectangle
with mixed shading) carrics the #ifD:Km/Sp allcle but lacks
the riffi::FSeef allele, {Right part) Both double recombination
Of gEne CONVErsion can generale a non~earranged pSym, fack-
ing the nifH:l-5ef alicle but maintaining the ni/D:Km/Sp
aliele. This kind of product was called apparcnt gene conver-
sion, since making & fonmal distinction bewween which process
{double recombination or gene conversion) is participaring
is ot possible when the recombining sequences are in dircct
orientation. Only the selecable producits are shown,

due to the relocation of the nyD::Km/Sp allele, which
is now fused o the nifff region ¢ promoter. Fiaally,
intramalecular deuble recombinaton may also produce
a Km' recombinant, due to a relocation of the niffi::f-
Scel allele {Figure 3, right).

Correction of a small insertion in the rif multigene
family is achicved by muliiple recombination events: To
cvaluate the frequency of carrection in this multigene
family, strain CFNX237, carrying the nifff./-Scef and
nifD::Km/Sp allclic combination on the pSym, was
grown overnight in rich media and plated in media
contdining a low concenwmation of kanamycin (3 pg
wil™"Y. Km' derivatives were found at a high frequeucy
(344 X 107%). To identily the molccular events responsi-
ble for the goucration of Kny' derivatives, 51 colonies
were randomly chosen from seven independent selec-
tion experimenis and purilied as singiccolony isolates.
These derivatives were characterized by a combination
of PCR, sizing of the resulting pSym and Southern blot
hybridization against specific probes and then assigned
to specific classes according lo the criteria described in
MATERIALS AND METHODS.

As shown in Figure 4, derivatives belonging to class
1 {tandem duplication) were the most abundant, com-
prising 74% of the observed products. This class may
have resulted from a sister-strand exchange (Figure 2,

a € b SaTc Tasc b a [ b
Gena irwarsion Double
COnvarsion recombination

Ficuur. 3.—Intamolccular exchanges might also be respon-
sible for the generation of sclectable K’ derivatives. All sn-
bolsare as in Figure 2. (Left part} An intramotecular crossover
gencrates a true gene conversion recontbinant. However, thiy
cvenl cannot be distinguished from the non-rearranged class
generated by sisterstrand exchanges (sec Figure 2); therclore,
all these arc also scored as apparent genc convertanis, (Center
part} An intramolecular exchange between nifregions a and
€ generates an inversion. This recombinant has 2 Km' pheno-
type duc to the relocation of the nifD::Km/Sp allcle. which
is now fused to the nifff region ¢ prowoter. (Right part)
Intramolecular double recombination may also produce a2 Ky
recomnbinant, due to a relocation of the nifH::fSeelallele. Qaly
the sclectable products are shown.

lefy). Class It derivatives (apparent genc conversions)
constitute 14% of the ol isolates analyzed. As ex-
plained before, these may originate cither through iu-
teractions involving sister strands (double crossover or
gene conversion, Figure 2, right) or from intramolecu-
lar exchanges (true genc conversion, Figure 3, lelt).
[uversions {class I, Figure 4) were very scarce int this
sample, being represenicd by a single derivative (ca
2%}. This class is readily explained by assuming a recip-
rocal intramolecular exchange (Figure 3, ceuter: sce
NISCUSSION).

The remzining 10% of the derivatves are divided into
three additional classes (TV o V1, Figurc 4). These were
generated most likely through a combination of appar-
cut gene conversion plus additioual recombination
cvents. For instance, class IV is a tandem duplication
sianilar buy vt ideatical 1o class 1, Unlike class [, class
IV derivatives have additionally fost the aifH::IScefallele,
thus being also a case of apparent gene couversion.
Class Vis similar 10 the simple class I derivatives (appar-
ent gene conversion), but it harbors an addidonal
nifD:Km /Sp allele in nifregion b. Class VI is au appar-
ciil gene conversion that carries a lacge deletion of
the pSym; deletions similar to this have been observed
previousiy (ROMERQ el al 1991). No derivatives attribut-
able o intramolecular double recombination (Figure 3.
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Original Constructlon

lg—n——m

a < b

Frequency of aach
derivative {x 10-6)

| lg?—-—mg—-—m 257 (38)

Km' Derivatives

a c ShJ¥a ¢ b
it é—-.—ﬂ!ﬂ 47.3 (7)
a [ b

i e 6.7 (1)

W :g—l-—--cr_vh—-u-———cm 20.2 (3)

a ¢ Sbhiya ¢ b
\ t:g—-—c:g 6.7 (1)
a c b

Vi r_.—_vu 6.7 (1)

TOTAL 3446 (51)

Fitukt: 4.—Molecular events leading 10 the correction of
a small insertion in the nif multigene family. Roman numerals
indicatc spetific classes. Numbcers in bold denote the fre-
quency of clones in cach class, while numbers in parentheses
are the number of Km' clones represented in the correspond-
ing class. All syinbols are as in Figure 2.

right) were found, despite the finding of other complex,
double-exchange events. Postible reasons for the ab-
sence of this class are presented in the DISCUSSION.

Thus, these resulisindicate that: (i} avariety of recom-
bination events are participating in the correcion of a
small insertion in a member of this multigene family;
{ii) randem duplication is 2 major coutributor [or the
observed correction, followed significantly by apparcnt
gene conversion; and (i) multiple recombination eveuts
were frequendy found.

Role of the recA gene in recombinational correction:
The participation of the recA gene in the processes lead-
ing to correction of the nifH=:1Seel allele was cvalu-
ated by introducing the recA:(1Cm allcle into strain
CFNX257 as described in MATERIALS AND METIIODS.
Introduction of the recA:0ICm allcle provokes a 50-fold
reduction in the frequency of isolation of Km' deriva-
tives (from 344 X 107 in strain GFNX237 10 6 % 107
in strain CFNX242). Characterization of twenty Km' iso-
lates obtained from strain CFNX242 did not roveal any
Joss or relocation of the nifH::f-Scef allcle. Although niot

Doutste Exchangs Gena convarsion

Ficuae. 5.—Formation of K derivatives by intermolecular
exchanges. Intennolecular exchianges can fonn selectable Kan'
derivatives cither by a double excliange {center part} or by a
true gene canversion event (right pan). The producs shonn
at the teft part (single exchange) is not sclectable, becausc it
confers anly a low-level resistancy: 10 kanamyrin.

characterized further, these derivatives are more likely
due to spontaneous matations that restore transcription
of the K’ gene. Thus, the et gene participates in the
formation of tndem duplications and apparent gene
COUNTISICHES,

Recombinational correction in the nif multigene fam-
ily oceurs frequently by intermolecular exchanges: A
particular limitation of the systcm cmployed 30 far is
that correction of the nifff::[-Scef allele might be gener-
ated either by intermolccular exchanges (sistersuand
cveuts), by intramelecular recombination or througl
combination of both processes. However, a clear distine-
tiony of the role of intermolecular exchanges can be
achieved through the incorporation of the allele whose
correction is to be scored into a separate plasmid. As
shown in Figure 5, correction in this system occurs ouly
by intermolecular exchanges. This process has threc
separate oulcomes. Single exchanges provoke the incor-
poration of the small plasmid intw the pSym (Figure 5.
Icft). The other two alternatives {double exchange or
gene conversion) mainin the small plasmid and the
pSym as separate cntities, but the small plasmid now
lacks the nifH:{-Seef alicle (Figure 5, center and right).
Although the cxpected products for double exchauge
or gene conversion events are different, itis not frasible
Lo achieve a distinction between these aliernatives, due
1o the possibility of coscgregation between the small
plasmid (generated by a double exchange) and a sce-
ond, uninvolved copy of the pSym.

To cvaluate the rele of intermolecular exchanges in
the observed recombinational correction, small, broad
host-rauge plasmids conaining either the nifD:: K/ Sp
atlele {pCRS6, Table 1) or the niftd::-Sceland nifD:Km/
Sp allelic combination {(pCRS7, Table 1} were con-
suructed as described in MATERIALS AND METHODS. Con-
jugative transfer of each plasmid into 2 wild-type L etli
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strain (CE3) generated strains CFNX238 and CFNX 230
(Table §). Strain CFNX238 (harboring ptasmid pCRSG)
showed a high-devel resistance to kanamycin (70 pg
mi~'). while strain CFNX239 {carrying pCRS?} re-
mained Km*, Km' derivatives [rom strain CFNX239 were
obuained at a frequency of 28 X 1075 A total of 21
separate isolates (obtained (rom four independent sc-
lection experiments) were classified under the criteria
described in MATERIALS AND METHODS. All these deriva-
tives showed a structure compatible with apparent
gene conversion (Figure 5, right). The absence of the
single-exchange class was expected, duc to the low resis-
tance to kanamycin obscrved when the wifH::-Scel and
nifD:Km/Sp ailelic combination was integrated on the
pSym. Similar to the previous system, the double-
exchange class was abscnt from this sample {see piscus-
SION).

The frequency of the appareut gene conversiou class
in this system (28 X 107%) is similar to the ouc estimated
belore (48 X 107%). Thesc results suggest that this class
is frequently gencrated through intermolecular ex-
changes.

This system allows us o determince il the formation
of apparent gene convertants depends on the preseuce
of addilional copics of the nif regiou. To that end, plas-
mid pCRS7 was introduced into strain CFNX89, general-
ing strain CFNX241; since this strain is devoid of the
pSym, additional copies of the nif cegion arc abscnt.
The frequency of Km* derivatives is reduced threefold
{to 7.1 X 107%); these derivatives did 1ot show the cor-
rection of the nifFi::/Scel allele. Thus, these results, cou-
plcd 1o the recA dependency data, indicate that apparent
gene couversions are formed through a recombina-
tional process, and not due to a rel-dependent. exci-
sion fepair process.

Correction in the nif multigene family leads to a pre-
cise restoration in nucleotide sequence: To be useful as
a process leading to concerted variation between the
nif regions, apparcat gene conversion must restore Lhe
niffi::{-Scef allele to an otherwise wild-type sequence. To
ascertain if this was the case, three independent class
1, Kmv' derivatives and one class V] derivative (Figure
4) were subjecied to PCR amplifications employing oli-
gouucleolides ol and o4 (Figure 1) as primers. This
particular primer pair yiclded products of the region
encompassing the site where the nififiEScel allele was
lnocated. These PCR products were scquenced, using
oligonucleotide ol as a primer. ln cvery case, nucleotide
sequence was fully restored to wild type. These data
were extended by isolating pCRS7 from four indepen-
dent Km' derivatives obained as explained in the previ-
ous section; these plasmids were then transformed into
E. eoli. Nucleotide sequence from these derivatives also
yiclded a region identical to the wild-lype scquence
(data not shown). Thus, apparcut gene conversions lead
10 a precise restoration of the wildtype nucleotide sc-
qul:nCc.

C. Rodriguer and . Romncro

DISCUSSION

[n this study we show that multiple recombination
cveny, including tandem duplication, apparent gene
comversion and inversion, Icad o the correcton of a
small inserton in the nif multigene family. Tandem
duplications appoared at a frequency of 2.8 X 107" and
were formed through recombination between nifregion
a and nif region b. The abundance of this class (75%
of the observed events) was expecied, since any cross-
over in the 1-kb region separating the nifH::/-Scef and
nifD:Km/Sp alleles must preduce a Km' derivative.
Thus, the frequency at which this class is generated
reflects the frequency ol recombination per kb of avail-
able homology in this organisin. This estimate agrees
well with previous evaluations in an intenal of equiva-
leut size {ROMERO ef al. 1995).

Apparent gene cotversion eveats in the i multigene
family were readily detected. The recombinadonal ori
gin of thesc events is supported by (i) the strict require-
meut for a funciional weed gene, (ii) the dependency
on additional copics of the nif region for their forma-
tion, and (iii} a precise restoration of the wild-ype nu-
cleotide sequence. Apparent gene conversions com-
prised 24% of the observed eveuts, appearing at a
cumulatve frequency of 8 X 10°% This estimate is rve-
marckably similar to the observed frequencies of appar-
cnl gene conversion in both £, coli (HARVEY and Hizw
1990) and 5. gphimurium {SecawL and RotH 1994).
I'revigus estimates obtained in R welifoti, based on daa
from phage crosses, suggested that the cllicicncy of ap-
parent gene conversion was lower in this organism than
iu E coli {OROSZ & al 1980). Our results clearly show
that this is not the case, at least for recombinatonal
iuteractions among members of a multigene family,

It is important to remark that this frequency refers
to interactions with a particular outcome, namely, the
correction of a specific 28bp inscrdon. Wheo all the
possible corrections alongside the 5-kb nif regions are
considered, the fraction of cells in a population with
some change caused by apparent gene conversion in
the nif regions should become substantial. Qur results
show that transfer of genelc information through
npp;\rcul sEIIC CONVETSion occurs at a l’rcqucncy that
exceeds the frequency of sponlancous mutation,
Therefore, this mechanism must contribute signifi-
candy to maintain the genctic homogeneity obsened
among members of the #if multigene family in Rhizo-
bium, resulting in concerted evolution. We suggest that
apparcit genc conversion should zlso be relevant to
explain other instances of maiatenance of sequence
idendty in Rhizobium, as seen in a variety of multigeae
families,

Besides demonstraung the occurrence of appareut
gene conversion, our work also allows us to draw some
uselu! infercuces about the recombination process in
Rhizobium. Compared 1o tandem duplication and ap-
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parcnt gene conversion, inversions are minor contribu-
tors ta correction of the elfects of @ small insertion. Culy
asingle inversion, formed by recombination between nif
region a and nif region © was isolated, at a [requency
of 6 X 107% Although the ocurrence of an inversion
allows us to classify this interval 25 permissive (according
te the werminology of Secact and Roru 1994), the
scarcity of this class is intriguing. Possible deleterious
cffects of this rearrangemcnt on stridn viability can he
ruled out, because the straiu harboring an tuversion

grows as well as the parcntal strain (data not shown).
The infrequent occurrence of inversions canuot be ex-
plained by restriction in the size ofa homologous region
available for recombination. The intervat used to gener-
ate auw inversion is similar in location and size (750 bp)

to the one used Lo gencrate a tandem duplication {1

Lb). Despile this similarity, inversions occur 100-fold

less frequently than tandem duplications.

Rarity of the inversion class can be explained by
assuming, as has been proposed previously, that recom-
bination in bacieria frequently entails the use of the
socalled halfcrossing over (MauaN and RoTn 1989;
Kovavasit 1992; SEGaLL and RoTir 1994; Rowit ef al.
1996; YAMAMOTO e al 1996). Following this proposal,
a half<rossover between wo recombining scquences
wouttld gencraie a recombinant molecule and two bro-
ken DNA ends, Tandem duplications and apparent
gene conversions can be readily gencrated by this mech-
anism; in coutrast, formation of an inversion would re-
quire wo coincidental halfcrossovers to produce a via-
ble recombinant, explaining the low frequency of this
class. The occurrence of half-crossovers would also ex-
plain two additional aspects of this work, namcly the
preference of intermolecular exchanges for generation
ofapparent gene couverlants and the absence of deriva-
lives attributable o intramelecular double recombina-
tion (Figure 3, right). These (catures might be 2 conse-
quence of the fact that a single intramolceular halt-
crossover generates 2 lincar molecule, thus precluding
the isofation of a viable recombinant.

Considering the arguments given above, the occur-
rence of classes atiributable to complex, doubleexchange
events {classes IV 10 VI, Figurc 4) might scom paradoxi-
cal. However, we believe that thesc classes arc formed
by successive, rather than coiucidental, halfcrossover
events. Common to these classes is that they appear to
be composites of two dilfercit recombination eveuts,
where Ui product of cach event is sclectable. For in-
stance, class IV was apparcully generated by two sc-
feciable events, one a andem duplication and the other
an apparent gene conversion. 1L is conceivable that re-
combinants belonging 1o this class may have formed as
successive recombination events during colony develop-
ment, in a situation akin to phage recombination or
recombination amoung small, high-copy number plas-
mids (YAMAMOTO ¢f al 1988).
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RESULTADOS ADICIONALES

Evidencia tedrica de la presencia del mecanismo de conversién
génica en otra familia multigénica en Rhizobium.

Al detectar fa presencia de conversién génica aparente entre los miembros de
la familia multigénica de los genes nifH en el pSim de A. etlf CFN42, realizamos un
analisis tedrico considerando fa posibilidad de encontrar evidencia de que este
mecanismo ocurra en otras familias multigénicas. Para este fin, se realizdé una
basqueda de secuencias reiteradas con alta identidad, que estuvieran presentes en
dos cepas de Rhizobium . Solamente encontramos un ejemplo representativo, el cual

presentamos a continuacion.

Genes flaAy flaB

La flagelina aporta el 5% de la proteina de una bacteria y los genes
responsables tal vez se expresan a niveles elevados. Los genes estructurales flaAdy
flaB codifican dos subunidades estrechamente relacionadas del complejo filamentoso
flagelar de R. meliloti. (Pleier y Schmitt, 1989). Estos genes en la cepa R. meliloti
1021 estan constituidos por 1188 (fflad) y 1191 (flaB) pares de bases y en la cepa R.
meliloti RU10406 los dos genes miden 1185 pares de bases. Los genes de flagelina
se transcriben de manera independiente y estan arreglados en tandem con una

separacion entre ellos de 345 pares de bases {Fig. 5).
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Fig. 5. Mapa de los genes flaA y flaB de R. meliloti 1021. Los genes de flagelina
estan representados con las flechas grandes. Los nimeros indican la posicién en la
secuencia nucleotidica. Los sitios de restriccidn estdn indicados como: C {Clal), E47
(EcodTllf), N (Ncol), S (Smal) y X (Xhol). La comparacién porcentual de la identidad
de secuencia para la region flaA-flaB de la cepa de R. meliloti RU10406 esta
sefialada en cada regi6n analizada . El inicio de la transcripcién de cada gene esta
indicado por las flechas pequefias (479 y 2028). Un sitio de terminacién de la
transcripcién esta sefialado como un cuadrado (1860) y es una secuencia repetida

invertida seguida por residuos de timina {Tomado de Bergman et al, 1991).
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En la cepa R. meliloti RU10406 los genes flaA y flaB tienen entre ellos una
identidad del 93% y en la cepa R. meliloti 1021 los mismos genes presentan una
identidad del 85% (Bergman et al., 1991). La identidad se mantiene en las regiones
centrales y los cambios que se presentan se localizan en las regiones amino y
carboxilo terminal. Al realizar un andlisis de secuencia y comparar a los genes de
flagelina intercepas 1021 vs RU10406, la identidad entre estos genes baja al 50%.
Ademas, existe en su regién intema una divergencia de la secuencia codificadora,
pero esta diferencia no se presenta entre los dos genes de flagelina de cada cepa.

Estos datos sugieren que la conversién génica se presenta entre las copias de
los genes flaAy flaB, permitiendo la evolucidn concertada de los genes de flagelina.

La mayoria de la informacién con respecto a otras reiteraciones, se tiene por
evidencia de hibridizacién y solamente en algunos casos se reporta la secuencia
nucleotidica de los genes repetidos. Hasta el momento la evidencia de la existencia
del mecanismo de conversién génica mediante la conservacién de identidad de
secuencia nucleotidica dentro de las Rhizobiaceae, se restringe a cinco genes
completos (reiterados) que presentan una alta identidad entre ellos que va del 94%
al 100% (Tabla 1il).

Estos genes son blancos suceptibles para disediar en ellos sistemas genéticos,
que permitan comprobar experimentalmente conversién génica. De resultar positivos
los ensayos con esas secuencias reiteradas este mecanismo de homogenizacién
como un proceso determinante en la dindmica del genoma de Rhizobium, se verd

apoyado
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Tabla lll. Genes reiterados con alta identidad en Rhizobiaceae

bv. viceae VF39

CEPAS GENES | IDENTIDAD | BASES | CARACTERISTICAS
Sinorhizobium| fixK 100% 636 | 2 copias en el plasmido Sim.
melifoti 2011 Renalier of al,, 1987
Sinorhizobium| groEL 97% 1638 | 2 copias en al plasmido Sim.
meliloti 1021 Rusanganwa y Gupta, 1993;

Ogawa y Long, 1993,
Rhizobium tropici| csA 96% 1213 | una copia en cromosoma y
CFN299 otra en pSim. Pardo et al,
1994; Hernandez-Lucas et al.,
1985
Rhizobium. Una copia en el plasmido ¢ y
feguminosarum/| fixN 94% 1623 | otra en el pldsmido d.

Schliter et al, 1997

Explorar el efecto de ruptura en doble cadena sobre la dinamica

de conversién génica para la familia multigénica nifH.

La recombinacién homéloga puede dar inicio mediante ruptura en cadena-

sencilla ¢ ruptura en doble cadena. Si la recombinacion se da por ruptura en cadena

sencilla, hay asimilacién de una cadena y la migracién subsecuente de esta cadena.

Alternativamente, si ocurre ruptura en doble cadena, es seguida por un mecanismo

de reparacién que usa una secuencia homdéloga sin rupturas como templado.
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Szostak et al. {1983) reportaron en S. cerevisiae, que un plasmido de E.
coli que potta una secuencia homoéloga al DNA de levadura, al realizar in vivo
tuptura en doble cadena en la secuencia de levadura, el pladsmido se integré en el
locus cromosomal homdélogo y la recombinacion se incrementé 3 000 veces. Asi, el
avaluar el efecto in vivo de ruptura en doble cadena sn los sistemas intramolecular e
intermolecular en el pSim de R. etfi CFN42, ofrece una manera interesante para
profundizar en la dindmica de recombinacién y en particular de conversion génica.
De presentarse un efecto similar, habrd una mayor proporcién de los productes de
recombinacion obtenidos a baja frecuencia como son las inversiones y creemos que
se podran deteclar eventos de conversion génica asociada a recombinacién.

El sistema considerado para detectar el efecto de ruptura en doble cadena
sobre la dindmica de conversion génica emplea también a la familia multigénica de
los nifH. La estrategia disefiada consiste en introducir una secuencia artificial
especifica {megalinker) dentro de una de las reitaraciones nifH ; esta secuencia sera
el blanco para una enzima de restriccién cuyo sitio de corte sea Unico en el genoma.
El segundo paso consiste en clonar el gene para la enzima de restriccién que actue
sobre este sitio, en un vector controlable y compatible con Rhizobium e introducirlo
en las cepas de Rhizobium para evaluar recombinacién intramolecular e
intermolecular. Si la recombinacién homéloga procede preferencialmente bajo el
modelo de ruptura en doble cadena y reparacidn, este sitio, al ser cortado in vivo,
funcionard como recombinador en el gene nifH.

La construccién de la region nifH con el megalinker esta descrita en el

articulo mostrado en esta tesis. El megalinker 7-Scel contiene las 18 pares de bases
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necesarias para ser reconocido como sitio Gnico de restriccidn de la endonucleasa
1-Scel del intrén mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae (Colleaux st al.,1988).
Cabe sefialar que la presencia natural de este sitio solo se ha detectado, ademas de
en S. cerevisiae, en el fago T7 (Thierry et al, 1991). Colleaux et al. (1986)
deteminaron que la presencia al azar de un sitio de 18 pares de bases ocurriria
estadisticamente en una cantidad de DNA equivalente a uno en cada 20 genomas
humanos. Esto hace sumamente improbable el encontrar otro sitio similar en el
genoma de Rhizobium .

El ORF1-Sce/ del intrén mitocondrial de levadura (modificado al equivalente
del cédigo universal), esta clonado en el plasmido pSCM525 bajo el control de un
promotor de E.coli y produce una proteina idéntica a la transposasa mitocondrial
{Colleaux et al., 1986). Para verificar que este ORF es capaz de sintetizar la enzima
de restriccidn correspondiente, se transfirié por conjugacién el plasmido pCRS5.1 {la
orientacién del megalinker esta invertida) a la cepa de E.cofi que tiene el pSCM525.
Después de la conjugacion, se confirmé la coexistencia de los plasmidos mediante
marcadores y patrén de restriccion. Al realizar la cinética de induccion con IPTG de la
enzima 1-Scel, se detectd al inicio del experimento (tiempo cero) tanto en los cultivos
con-y-sin inductor que el plasmido pCRS5.1 habia desaparecido. Este resultado es
similar al reportado por Yap y Schiestl (1995) quienes al introducir sitios de corte en
doble cadena en secuencias de plasmidos que no tenfan homologia con secuencias
del genoma, el plasmido digerido no se reestablecia por religacion y siempre se

perdia.

Debido a que e! plasmido pSCM525 no se replica en Rhizobium, se obtuvo
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mediante amplificacion por PCR el ORF 1-Scel. Fue necesario diseiar un sitio de
restriccion EcoRl en el oligonucledtido comespondiente a ia regién 5' para utilizarlo
en la clonacién y a su vez mantener la secuencia de Shine-Dalgarno; para el
oligonucleétido de la regién 3’ se usaron los sitios de restriccién Sall 6 Psti propios de
la secuencia, que estan fuera de la region codificadora (Fig. 6a). El producto de PCR
fue digerido posteriormente con las enzimas EcoRl-Sall 6 EcoRI-Psfl y clonado en el
plasmido pSK+ {Fig.6b), para subclonarse posteriormente en dos vectores capaces
de replicarse en Rhizobium.

Los plasmidos seleccionados contienen el replicén RSF1010, tienen bajo
numero de copias por célula (12 -13), son de amplio rango de huésped y poseen una
buena eficiencia de movilizacién. Poseen como marcador cloramfenicol, directamente
después del promotor pTacLacUV5 (pMMB206) o pTac (pMMB277), tienen los sitios
de restriccién del polilinker del fage M13mp18 e incorporan un fragmento de facZ.
Ademas tienen el gen laclq que reprime la expresion de estos promotores,
asegurando la estabilidad del producto clonado y son inducibles por IPTG ( Morales
et al., 1991).

El producto de PCR del ORF 1-Scel, flanqueado por sitios de restriccion
EcoRI-Sall 6 EcoRI-Pstl fue clonado en los plasmidos pMMB206 y pMMB277.
Morales et al. (1991) reportaron que en E. coli el pTac fue cinco veces mejor en
actividad transcripcional que el pTacLacUV5, por lo que decidimos tener las dos
alternativas para la induccién de la endonucleasa. Los plasmidos resultantes (fig. 6&),
se denominaron pCRS8 (pMMBZﬁ6+ORF 1-Sce 1) y pCRSS {pMMB277+0RF 1-Scel).

Una vez realizadas las construcciones, se introdujeron por conjugacién los
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plasmidos pCRS8 y pCRS9 de manera independiente a las cepas de Rhizobium
construidas previamente (CFNX236 a CFNX239, ver articulo). Estas construcciones
se verificaron por marcadores y mediante la técnica de Eckhardt se visualizé el perfil
de plasmidos. Con el pCRS8 se generaron las cepas CFNX243 a CFNX246 y con el
pCRSY se obtuvieron las cepas CFNX291 a CFNX294 (Tabla IV).

Tabla |V. Cepas de Rhizobium construidas con los plasmidos pCRS8 y pCRS9.

CEPAS CARACTERISTICAS
CFNX 243 Derivada de la CFNX2386, con el plasmido pCRS8
CFNX 244 Derivada de la CFNX237, con e! plasmido pCRS8
CFNX 245 Derivada de la CE3 , con los plasmidos pCRS6 y pCRS8
CFNX 246 Derivada de la CE3, con los plasmidos pCRS7 y pCRS8
CFNX 291 Derivada de la CFNX236, con el plasmido pCRS9
CFNX 292 Derivada de ia CFNX237, con el plasmido pCRS9
CFNX 293 Derivada de la CE3 , con los plasmidos pCRS6 y pCRS9
CFNX 294 Derivada de la CE3, con los plasmidos pCRS7 y pCRS9

Para realizar las cinéticas de induccion de fa endonucleasa 7-Scel, primero se
pusieron cultivos independientes de las cepas CFNX243 a CFNX246 y de CFNX291
a CFNX294. Al dia siguiente, en matraces con 50 ml de medio de cultivo PY, se
inocularon cultivos a la misma densidad celular y se dejaron crecer durante tres

horas. A partir de este momento los cultivos se dividieron . A una serie de cultivos se
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tes afadié el inductor IPTG (40 pg/mi) y la otra serie se crecié sin inductor. Se

tomaron muestras de las dos condiciones experimentales a diferentes tiempos (0, 3,
6, 18 y 24 horas). Para evaluar la frecuencia de las cepas resultantes de las cinéticas

de induccién, la Gltima muestra de cada condicién fue plateada por dilucién. Los

controles se platearon en PYSp 100 pg/ml y la condicién de seleccién para los
eventos intramoleculares fué PYKm 4 ug/m! vy los eventos intermoleculares fueron

seleccionados en PYKm 70 pg/ml. Finalmente, se realizé la extraccién de DNA total

de las muestras (con induccién y sin induccién), para posteriormente hibridizarlas
con el detector de nifH .

Las frecuencias obtenidas en las cinéticas con inducién y sin induccion para
los eventos intramoleculares, indican que los controles seleccionados en Kmé se
obtuvieron a las frecuencias esperadas de 0.72 para la cepa CFNX243 y de 0.36
para la cepa CFNX291. En contraste, para las cepas que llevan el sitio 7-Sce/
(seleccionadas en Km¢) se esperaba una frecuencia menor que la de los controles
y se obtuvieron a alta frecuencia 0.97 (CFNX244) y 0.53 (CFNX292). Debido a las
frecuencias detectadas en las cepas experimentales, creemos que en las cepas ya
habia ocurrido reparacién de! sitio 7-Scel, antes de iniciar la cinética de induccién.

Para corroborar lo anterior, mediante PCR's se comprobé que la cepas
parentales habian perdido el sitio de restricién 1-Sce/. Asimismo, la hibridizacién con
el detector nifH de los DNA procedentes de la cinética de induccién, no revelaron
las bandas esperadas de 7.8Kb y 5.2Kb producidas por el corte del sitio 7-Scel. en la

region nifHa. Todas las muestras presentaron el patrén de restriccién de los genes
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Fig. 6. Plasmidos utilizados para la construccién de los pladsmidos pCRS8 y pCRS9.
(a) Plasmido pSCM525 (Colleaux et al., 1986), se us6é como templado para obtener
mediante PCR el ORF 1-Sce! . (b) Plasmido pSK+. tiene clonado el producte de PCR
del ORF 1-Scel, generando el plasmido pCRS10. (¢) Plasmidos pCRS8 {(pPMMB206) y
PCRS9 (pMMB277), lievan clonado el fragmento del ORF 1-Scef del pCRS10. Los
sitios de restriccion son Pstl (P), EcoRI (E), Safl (S), BamHI (B). Los marcadores de
resistencia son cloramfenicol (Cm), ampicilina (Ap). Las regiones promotoras son
pTac y pTacLacUVS. Los genes del represor de lactosa (/aclg), un fragmento del

operon Lac (lacZ), el gene del intrén mitocondrial (7-Scel).
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nifH de la cepa parental (nifHa con cassette 13kb, nifHb 5.6 kb y nifHc 4.6kb). Los
resultados analizades hasta el momento para los eventos intermoleculares de la
cinética de conte, indican que se ha perdido el sitio 1-Scel, ain antes de realizar las
cinéticas.

Con los resultados obtenidos en los eventos intra-e-inter moleculares,
podemos establecer que se presento el fenédmeno de induccién cigética en
Rhizobium . El control de regulacidn de! promotor de la enzima 7-Scel no se esta
dando en los plasmidos (pCRS8 y pCRSY) al momento de la conjugacién, y por lo
tanto se produjo actividad de la enzima 1-Scel. Debide a lo anterior, no podemos
establecer el origen recombinacional de las bandas que se generaron vy el efecto
real sobre conversién génica en esos experimentos.

Podemos considerar estos datos positivos en la medida que dan indicio de
que el sistema generado funciona en Rhizobium y el efecto de ruptura en doble
cadena esta dirigido entre las regiones nifH. Las altemativas ahora estan dirigidas
a controlar la expresién de la enzima 7-Scel para evaluar el efecto de ruptura en
dable cadena.

Una opcién para el sistema intramolecular, es utilizar la cepa de R. atfi
CFN2001 (carece de pSim y pa) como receptora e introducir por conjugacion el
plasmido pCRS8 y el pCRSS de manera independiente, generando las cepas
CFNX295 y CFNX296 respectivamente. Posteriormente transfeririamos por
conjugacién a cada una de las nuevas cepas, el pSim y el pa de las cepas
CFNX236 y CFNX237 . Finalmente se generarian las cepas CFNX243 y CFNX244

que tienen el pCRS8B y las cepas CFNX291 y CFNX292 que llevan el pCRSS.
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Para el sistema intermolecutar (plasmidos chicos), se usaria a la cepa de
Rhizobium etli CFN42 como receptora y por conjugacién se introducirdn
independientemente los plasmidos pCRS8 y pCRS9. Una vez caracterizadas estas
 construcciones, nuevamente por conjugabién introduciriamos de manera
independiente los plasmidos pCRS6 y pCRS7 an cada una de las 'cepas. El
resultado final de las construcciones son las cepas CFNX245 y CFNX246 (que llevan
el pCRS8) y las cepas CFNX293 y CFNX294 { que llevan el pCRS9).

Otra estrategia considerada es la clonacién del represor laclg, en algunos
plasmidos de A etli. A partir del plasmido pMMB206 que lleva el gene laclq se
disenarian oligonucledtidos con sitios de restriccion y mediante PCR , se obtendria el
genelaclq. Posteriormente en un vector suicida que tenga homologia con alguno de
los plasmidos de la cepa CFN42, se clonaria el producto de PCR del gene laclg.
Despues por conjugacion y mediante recombinacién sencilla se integraria este
pidsmido al fondo gendtico de A etfi. Una vez caracterizada la cepa, se introducirian

los plasmidos para generar las cepas necesarias para el estudio de la cinética de

induccién 1-Scel,
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Recombinacién en Rhizobium etli

El arreglo particular de los genes nifH en R. efli permitié detectar
amplificaciones y deleciones de manera natural (Brom et al., 1981) y Romero et al.
(1991) demostraron que la region nod-nif de 120kb de! pSim flanqueada por los
operones nifH era la region iinvolucrada en recombinacién. En las amplificaciones
en tandem, se podrian realizar intercambios desiguales entre otros genes que estén
contenidos dentro de la regién nod-nif | sin alterar la estructura de la zona,
permitiendo homogenizacién de los genes contenidos en la regién nod-nif. Los
productos de delecidn, tienen dos alternativas, una es que se pierdan y la otra es que
se reintegren en las zonas repetidas o en la regi6n de donde se originaron. Los
eventos de integracion e intercambios desiguales para otras zonas dentro de la
regién niod-nif no se han evaluado.

La recombinacién homéloga en el pSim de Rhizobium etfi genera un estado
dinamico de estructura molecular, produciendo a alta frecuencia rearreglos
genomicos que contribuyen en diferente proporcion a la variabilidad estructural del
pSim como son los eventos de amplificacién (10-3), delecién (10-4) (Romero et af.,
1991); translocacion (10-4), amplificacién y cointegracion son reversibles (10-2-10 -3)
(Romero et al., 199Ba), conversién génica (10:5) e inversiones (10-6) (véase el
articulo). En procariotes, eventos similares de recombinacién y a alta frecuencia
solamente se han reportade para la familia multigénica de fos rm en E. coli los

cuales incluyen conversién génica (Harvey ef al, 1988; Harvey y Hill, 1390),
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transposicién y delecién (Hill y Harish, 1982), duplicacién (Hill y Combriato, 1973),
intercambio desigual (Lehner y Hill, 1985) e inversién (Hill y Hamish, 1981; Hill y
Gray, 1988).

La duplicacion de los operones nifHDK en R. atli CFN42 es la estrategia que
le permite a esta cepa incrementar la fijacién de nitrégeno (Romero et al., 1988) y la
amplificacién del amplicén Tipo | promueve la capacidad de fijar nitrégeno en ciertos
fondos geneticos {Romero et al., 1997). De entre los productos de recombinacién
detectados, las inversiones pueden relocalizar genes bajo otros promotores. En R.
etli CFN42 los promotores de las regiones nifHa y nifHb son débiles con respecto al
promotor de la regién nifHc que se expresa mas fuerte. Al ocurrir un evento de
inversion entre cualquiera de las regiones nifHa o nifHb con la regién nifHc, el
operdn quedaria ahora bajo el promotor de la regién nifHc y esta seria otra
alternativa para sobreexpresar los operones nifHDK en R. efli. Posiblemente este
rearregic cause un aumento en la fijacién de nitrégeno, si no es afectado el arreglo
de genes involucrados en simbiosis. Con la finalidad de detectar si se produce este
tipo de inversién de manera natural, serfa interesante caracterizar cepas
provenientes de nédulo y checar el patrén de reiteracion nifH .

La participacién de rondas miiltiples de recombinacion contribuyen de manera
significativa en la homogenizacién de secuencia de las reiteracic;nes nifH mediante
conversion génica aparente (véase el articulo). En E.coli este fenémeno sélo ha sido
detectado en recombinaciéon de plasmidos pequefios con el gene de kan/neo.
(Yamamoto et al., 1988} y en el gene de tet (Doherty et al., 1983).

El haber detectado conversién génica aparente, nos llevé a considerar otras
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posibilidades para este mecanismo que no han sido exploradas en este organismo y
por lo tanto, los estudios de conversion génica se podrian extender a distintos
aspeclos de este proceso como son: tarmnanio de la regidn que puede ser convertida
en la misma zona, conversidn génica asociada a recombinacién, direccionatidad,
polaridad, conversion mediada por transcritos de RANA y regiones funcionales cortas

que puedan ser convertidas.

¢ Cual es el tamaito de la regiéon que puede ser suceptible de
conversién génica, considerando inserciones o deleciones ?

En eucariotes se ha determinado que la regién de conversién puede ser desde
20 pares de bases (pb) hasta 2 kilobases (kb) (Dover, 1987). Para procariotes se ha
establecido en plasmidos pequefios (pBR) regiones de conversién desde 10 pb
hasta 283 pb (Doherty et al,, 1983; Fishel et al., 1986; Fishe! y Kolodner, 1989;
Rubnitz y Subramani, 1996; Yamamoto et al., 1988). En el cromosoma, las zonas
convertidas entre reiteraciones naturales son de 90 pb a 270 pb para rmen E, coli y
Salmonella (Harvey y Hill, 1990; Mattatall y Sanderson, 1996; Mattatall et al., 1996),
mayores a 400 pb entre los espacios de rn en Neisseria (Zhang et al., 1992). La
recombinasa especifica del cambio de fase de los genes de flagelina convierte un
minimo de 565 pb hasta 1013 pb en Salmonelfa (Okazaki et al., 1993). Kowalchuk et
al. (1995) reportaron en Acinetobacter calcoaceticus la conversion de una region de
1598 pb entre los genes cat F y pca IJF.

Debido a la extension de homologia entre los genes nifH y posiblemente del

operon nifHDK, podriamos especular que en este organismo la conversién podria
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abarcar una regién de una kb o mayor. La estrategia inicial para detectar el tamafio
que puede ser convertido, es eliminar zonas de DNA entre el sitio del megalinker 1-
Scel y el cassette. Las deleciones se harian en la zona de 700 bp comprendida
entre los marcadores utilizados (megalinker y cassette). Se realizarian pequefias
deleciones, las cuales se incrementarian mediante intervalos hasta cubrir la zona.
Para evaluar el efecto de las inserciones en conversién génica , se usaria la misma
region. Después del megalinker 7-Scef queda un sitio de Bgf Il el cual puede usarse
para ir afadiendo oligonucledtidos ¢ regiones de DNA de diferente tamafo e

incrementar 1a heterologia en la secuencia.

¢ Ocurre conversion génica asociada a recombinacién?

En el sistema disefiado, la conversién génica asociada a recombinacion
puede detectarse en el sistema intramolecular, entre las secuencias reiteradas que
estan en orientacion inversa en las regiones nifHa y nifHc (véase el articulo, Fig. 3).
Al producirse recombinacién entre la region nifHa y nifHc pueden ser recuperados
dos productos posibles. La inversién genera dos bandas recombinantes, una banda
seria la recombinante 5'c y la regién 3'a con el cassette y el producto reciproco
mantendria el linker en la posicién original regién 5'a y la regién 3'c; pero si en el
evento de inversién ocurre conversién génica la presencia del linker no serfa
detectada. Debido a que las inversiones ocurren a una frecuencia de 106 la
limitante de este evento es incrementar et nimero de células en las cuales se
pueda detectar la inversién para posteriormente identificar la presencia ¢ ausencia

del megalinker. De manera similar se puade evaluar la participacién de conversién
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génica asociada a recombinacién entre la region nifHc y nif Hb (véase el parrafo

abajo).

LExiste direccionalidad en este sistema para conversién génica?

Seguramente distintas regiones del genoma recombinan a diferentes
frecuencias y algunos eventos de recombinacion tienen sitios preferenciales de inicio
o de término. El sistema disenado para evaluar conversién génica fue insertado en
Ia region nifHa (véase el articulo); el arreglo particular de los genes de la nitrogenasa
en el pSim , permite ahora insertar el sistema en la region nifHb. Una manera similar
de svaluar la contribucién de la regién nifHa y nifHc sobre conversién génica , es
caracterizar los productos posibles de recombinacion y la proporcién en que se
presenten con respecto a la insercion en nifHa, para determinar si hay
direccionalidad.

En este caso los productos de delecién serian mayoritarios, ya que la
recombinacion entre la region 5'a y 3'b con cassette, son seleccionados , el producto
reciproco que seria una amplificacién, la cual no es seleccionable a menos que
primero ocurra conversion génica y posteriormente se amplifique (rondas mditiples de
recombinacién). La otra opcidn es la inversién entre la region nifHc y nifHb , en donde
se producirian dos bandas recombinantes 5'c y 3'b con el cassette y la banda
reciproca seria 5'b con el megalinker y 3'c, a la vez podria ocurrir conversion génica
asociada a recombinacion. Ademas, de los productos mencionados se presentaria
conversion génica y rondas multiples de recombinacion.

Una estrategia para evaluar la contribucién de la regién nifHc a cada una de
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las regiones nifHa y nifHb, consiste en introducir el sistema disefiado en las dos
regiones. En este sistema todos los productos posibles de recombinacidén
intramolecular son recuperados, de tal manera que sélo por inversiones, conversién
genica y conversion génica asociada a recombinacion se obtendrian clonas
kanamicina resistentes y se podria evaluar la contribucién especifica de cada uno de

ellos a la dindmica recombinacional de la familia de los nifH.

i Existe polaridad en este sistema para conversién génica ?

Los estudios de conversién génica en honges han establecido que es comin
que se establezea co-conversién en alelos adyacentes, lo cual implica que el proceso
involucra la presencia de un gradiente de conversion a través de la secuencia mas
que en un punto en el DNA.

La construccién del sistema disefiado para evaluar conversién génica, no tiene
marcadores a los lados del megalinker y del cassette que permitan evaluar la
existencia de polaridad en esta zona: Para determinar la presencia de polaridad
necesitamos insertar marcadores, los cuales podrian ser los disefiados para las
inserciones y ademds se tendrian que disefiar oligonucleotidos antes del megalinker
(que no madifiquen la funcionalidad de los codones de paro ya establecidos), asi

con la presencia o ausencia de estos marcadores podriamos determinar si hay

polaridad.
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¢{ La conversién génica puede ocurrir mediante RNA ?

La recombinacidn entre un transcrito reverso (cDNA) y su homélogo
cromosomal ha sido propuesta en eucariotes como un mecanismo que esta
involucrado en la excisién de intrones del DNA y también participa en conversion
génica entre secuencias reiteradas dispersas . Sin embargo, hay que considerar que
el evento de conversion génica no esté asociado con el intercambio de marcadores
externos, para que el donador de la informacién genética pueda ser un cDNA.

Derr y Strathem (1993) en Saccharomyces cerevisiae , disefiaron un sistema
de recombinacién que consiste en un plasmide donador del DNA complementario,
que es homélogo at gene cromosomal utilizado como blanco (Fig. 7} y demostraron
que la recombinacion entre un transcrito reverso y su homélogo cromosomal
participan en conversién génica. Este tipo de recombinacién requiere de la expresion
de la transcriptasa reversa para la formacion de pseudogenes. Asi, cualquier
estructura que afecte al transcrito, su abundancia y su capacidad para servir como
sustrato para transcriptasa reversa necesariamente influye en el rango de
recombinacion mediada por RNA.

En una coleccién de 63 cepas de Rhizobia se identificaron retrones, los
cuales codifican a la transcriptasa reversa, estos elementos genéticos fueron
localizados en las siguientes especies; Bradyrhizobium spp (5), R. trifofii (2) R. loti (2)
y R. sp (1) (Rice et al., 1993). Seis retrones producidos por las cepas de Rhizobia son
Gnicos, presentan heterogenidad en secuencia nucleotidica y muestran poca similitud

con los retrones de E. coli y myxobacterias (Rice et al., 1993).
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Fig. 7. Recombinacién mediada por RNA en Saccharomyces cerevisiae. a) El
plasmido GAL1-his3-A1 actGia como donador de HIS3 cDNA. El gene de levadura
his3 esta interrumpido por un intrén artificial insertado en el sitio dnico Mscl en la
orientacién no empaimable al promotor de HIS3, pero en orientacidon empalmable con
el promotor GAL1. Los transcritos son lineas onduladas y el intrén es una linea
gruesa. SD = donador de empalme; SA = aceptor de empaime. La formacién de
HIS3 cDNA requiere la transcripcién reversa del transcrito antisentido his3
empalmado. Este cDNA estd involucrado en un evento subsecuente de
recornbinac.ién. b} La conversion génica mediada por RNA de la secuencia his3-A1l

del plasmido, resuita en su conversidon a HIS3 (Tomado de Derr y Strathem ,1993).
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El hallazgo de los retrones en Rhizobium, ofrece la posibilidad de detectar y
disefiar un mecanismo para evaluar la contribuciéon de la transcriptasa reversa en
conversion génica. La propuesta, puede ser factible si detectamos primeramente la
presencia de msDNA (multicopy single-stranded DNA) en R. alli y disefiamos en los
genes nifH (no-retroelemento) un sistema de recombinacién mediada por RNA, o
cual ofrece una via distinta para conversidén génica entre los miembros de la familia
multigénica de la nitrogenasa.

Esta expectativa se ve apoyada por los estudios de Derr y Strathemn (1993),
con respecto a que conversién génica ocurre en un rango apreciable, entre un
transcrito reverso de un no-retroelemento y su alelo cromosomal en S. cerevisiae .
Ademas, los estudios de la actividad transcripcional de los genes simbiéticos en
condiciones microaerdbicas, indican que los transcritos de los genesnifH estan
presentes (Girard et al., 1996), de manera que los RNA de interés podrian ser los

templados para la actividad de transcriptasa reversa y producir los cDNA.

é¢Se podrian extender los estudios de conversién génica en

regiones funcionales cortas en extensién ?

Un caso interesante en Rhizobium es la presencia de secuencias de
aproximadamente 400 bp presentes en diferentes genes simbiéticos donde las
regiones regulatorias estan conservadas y los primeros 24 aminodcidos de la region
amino terminal de nifH son similares (Better et al., 1983; Watson y Schofield, 1985).

Las secuencias serian un mecanismo de control de genes que se expresan en
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bacteroide y que estdn coordinadamente regulados con los genes de fijacién.

Para los genes nfe su expresion resulta en un incremento en la capacidad
competitiva y eficiencia en nodulacién, 1a cual pude iniciarse antes del disparo de los
genes de fijacién (Soto ef al., 1993). Los genes mos se expresan sélo cuando los
genes simbidticos estan funcionando, y estan involucrados en la sintesis de
rhizopinas (Murphy et al, 1988; Murphy et al, 1993; Saint ef al, 1993). Estas
funciones auxiliares que promueven la interaccién simbibdtica, aseguran la
sobrevivencia de la bacteria al proveer un sustrato selectivo de crecimiento, en el
inicio de los procesos simbidticos.

Este punto es interesante en {a medida que a través de duplicaciones se
generarian secuencias de regulacién para el control de zonas importantes en la
relacion simbidtica. Por la funcién que desempeiian algunos de estos genes, resulta
de interés evaluar si el mecanismo de conversién génica se presenta en estas
regiones reguladoras de genes importantes en el establecimiento de la relacidn
simbidtica y asi preservar la organizacién estructural de genes presentes en el
nodulo,

Los estudios de conversi6n génica en Rhizobium se pueden exiender a
diferentes aspectos de la vida libre y de la relacién simbidtica. Por el momento, he
abordado los puntos principales en los cuales el avance de los trabajos permite
realizar estudios relacionados con este mecanismo. Finalmente, el resolver parte o
algunos de los temas sugeridos anteriormente, permitiria comprender los procesos
de a mecdnica recombinacional de los genes niff y en el contexto evolutivo

conllevaria al entendimiento de la dindmica de las familias multigénicas.
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CONCLUSIONES

1. Los eventos de conversion génica aparente constituyeron el 14% de los productos
de recombinacién que participaron en la correccién de una insercién de 28 pares de

bases, localizada en un miembro de la familia multigénica de la nitrogensa.

2. Una variedad de eventos multiples de recombinacién (que incluyen conversion

génica aparente), se presentaron en una proporcion del 10%.

3. Las duplicaciones en tandem fueron los eventos de recombinacién que

contribuyeron en mayor proporcién {74%) para la correccién observada.

4. Las inversiones se presentaron a baja frecuencia y en una proporcién menor (2%).

5. La participacién de recombinaci6n en el origen de conversién génica aparente en
la familia multigénica nifH es apoyado por (a) El requerimiento estricto del gene
funcional recA; (b) la dependencia de copias adicionales silvestres de la regién nifH

para su formacion y (¢) el restablecimiento preciso de la secuencia nucleotidica

silvestre.

6. La proporcién en que se presentaron los eventos de recombinacién pueden ser

explicados por el modelo de recombinacién de entrecruzamiento a la mitad.
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