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RESUMEN 

La conversión génica, ha sido definida como la transferencia de información 

genética no reciproca entre dos secuencias de DNA, siendo por tanto uno de los 

posibles resultados de un evento de recombinación. Este mecanismo ha estado 

involucrado en diversos aspectos que promueven la homogeneidad o variabilidad 

genética, la estabilidad genómica, asl como también es causa de diversas 

enfermedades en humanos. A pesar de que conversión génica parece ser un 

evento universal en los seres vivos, en organismos procariotes ha sido difícil de 

caracterizar debido a la posibilidad de que múltiples eventos de recombinación 

podrlan mimetizar su acción. 

En el presente trabajo, hemos diseñado un sistema novedoso en el cual 

analizamos los eventos de conversión génica asociados a entrecruzamientos 

(crossovers) en la bacteria fijadora de nitrógeno Rhizobium etli. Esto evita la 

posibilidad de recuperar eventos múltiples de entrecruzamientos en lugar de 

eventos de conversión. Además, hemos analizado los tractos de conversión 

génica en una cepa de R. etli mutS, la cual carece del sistema de reparación de 

"mismatches··. Para ello, modificamos el gen nifH (que codifica para uno de los 

componentes estructurales de la nitrogenasa) mediante la introducción de sitios de 

restricción (RFLPs) aproximadamente cada 100 pares de bases (pb) a lo largo del 

gen. Este gen modificado fue transferido por conjugación en un vector suicida 

hacia una cepa receptora de R. etli que contiene sólo una copia del gen nifH. El 

evento de cointegración nos permitió recuperar convertantes que fueron 

caracterizadas por medio de PCR y análisis de restricción. Nuestros resultados 

muestran que (i) los eventos tipo "crossover" están fuertemente asociados a 

conversión génica; (ii) los tractos de conversión variaron en longitud, desde 150 pb 

hasta 800 pb;(iii) inesperadamente, los eventos de conversión génica exhibieron 

una fuerte desviación hacia la ganancia de sitios de restricción, favoreciendo la 

dirección de conversión de la secuencia entrante (nifH con RFLPs) sobre la 

receptora (nifH silvestre); (iv) la introducción de los RFLPs (1 .6% de heterología) 

8 



tuvieron un efecto sobre la frecuencia de recombinación; (v) la longitud de los 

tractos de conversión se redujo en un 40% en la cepa mulSo La anatomla de los 

tractos de conversión sugiere que nuestros resultados se explican mejor por 

eventos de conversión génica verdadera , en lugar de múltiples eventos de 

recombinación . Asf mismo, el análisis de los tractos en la cepa mulSo nos indica 

que este gen esta jugando un papel importante en la estructura de los tractos de 

conversión génica. aunque no totalmente. Es probable que otros sistemas de 

reparación de mismatches estén participando. 
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ABSTRACT 

Gene conversion is the result of a recombination event, and has been 

defined as the non-reciproca! transfer of genetic information between two DNA 

sequences. This mechanism has been involved in promoting either 

homogenization or variability of genetic information, genomic stability, as well as in 

the genesis of diverse human diseases. Gene conversion seems to be universal 

among living organisms, but unfortunately, this mechanism has been difficult to 

detect and characterize in bacteria! genomes, due to the likelihoocl to obtain 

multiple rounds of recombination that should mimic gene conversion. 

In the present work, we have designad a novel system to analyze gene 

conversion events associated with crossovers in the nitrogen-fixing bacterium 

Rhizobium etli. This system avoids the possibility to obtain multiple rounds of 

recombination instead of having true gene conversions. Besides, we have 

analyzed the gene conversion tracts in a mismatch repair deficient strain. Thus, we 

have modified the nifH gene by introducing RFLPs approximately 100 bp a long the 

sequence. This mutagenized gene was transferred by conjugation into a strain 

that contains only one copy of the wild type nifH gene. After the cointegration 

event, the convertants were subjected to PCR and restriction analysis. Our results 

show that (i) crossover events were almost invariably accompanied by a gene 

conversion event; (ii) gene conversion events ranged in size from 150 bp up to 800 

bp; (iii) gene conversion events displayed a strong bias, favoring the preservation 

of incoming sequences; (iv) even small amounts of sequence divergence had a 

strong effect on recombination frequency; (v) length of the gene conversion tracts 

were roughly reduced 40% in a mismatch repair deficient strain; (vi) as soon as the 

anatomy of the conversions was modified; (vii) finally, the MutS mismatch repair 

system plays an important role in determining the length of gene conversion 

segments. 

A detailed analysis of the anatomy of the gene conversion events suggests 

that multiple crossovers are an unlikely alternativa for its generation. Our results 
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are better explained as the product of true gene conversions, occurring under the 

double strand break repair model for recombination. Additionally, the analysis 01 

the conversion tracts in the mutS mutant suggests that this gene is contributing in 

the structure and length 01 the conversions, although not totally. It is probable that 

other mismatch repair systems are participating. 
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INTRODUCCIÓN 

DEFINICIÓN DE CONVERSIÓN GÉNICA 

La recombinación genética es una característica universal de todos los 

seres vivos. Entender este fenómeno a nivel molecular en los diversos 

organismos, desde bacterias hasta humanos, es de suma importancia para 

conocer el impacto que ha tenido en la evolución, función y estructura de sus 

genomas (Cromie, et al., 2001). La recombinación genética se puede dar a nivel 

intragenómico, ya sea entre familias de genes o secuencias de DNA que son 

totalmente idénticas, un proceso llamado recombinación homóloga. La 

recombinación también puede suceder entre genes que divergen ligeramente en 

secuencia, por lo que a este proceso se le conoce como recombinación 

homeóloga. Los eventos de recombinación entre secuencias se pueden dar de 

manera reciproca, es decir, cada molécula de DNA que interviene en el proceso 

de recombinación recibe una dotación de información genética (Figura 1). Por otra 

parte, un resultado interesante de un evento de recombinación es la conversión 

génica. La conversión génica usualmente se define como la transferencia de 

información genética de 

forma no recíproca 

entre secuencias de 

DNA. Sin embargo, la 

conversión génica 

puede estar asociada a 

eventos de 

recombinación tipo 

crossover (Szostak, et 

al., 1983), así como 

también se generarían 

eventos de conversión 

\ 

I 

Conversion 
génica 

con crossover 

I 

\ 
Conversion 

génica 
sin crossover 

Figura 1. Conversión génica asociada o no a 
eventos de tipo crossover (Modificado de Santoyo 

y Romero, 2005). 
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sin tener intercambio de marcadores aledarios (sin crossover) (Figura 1). 

HISTORIA SOBRE CONVERSiÓN GÉNICA 

De acuerdo a VVhitehouse (1962) y Liu y West (2004), el ténnino conversión 

génica fue introducido por el cientifico alemán Hans VVinkler en 1930 para describir 

el rango aberrante 3:1 en tétradas de levadura (Saccharomyces cerevisiae). 

Evidencia posterior fue obtenida por Zickler en 1934 (en VVhitehouse, 1982), 

trabajando con algunas mutantes del hongo Bombardia lunata que careclan de 

color en sus esporas. En la mayorla de sus análisis notaba una segregación en 

tétradas 2:2 respedo al color de las esporas, dos de color oscuro y otras dos sin 

color. Todo parecla respetar las leyes Mendelianas de segregación de un carácter, 

sin embargo, en ocasiones observó proporciones de 3:1 en el color de las 

esporas. Sus observaciones le llevaron a proponer de nuevo el término de 

conversión para este fenómeno (W1itehouse, 1982). 

Unos arios después, Lindegren (1953) utilizó la levadura Saccharomyces 

cerevisiae para obtener evidencia adicional de conversión génica. Análisis de las 

tétradas haploides, producto de la meiosis, encontró nuevamente una proporción 

3: 1, cuando se esperaba una proporción 2:2. Estos resultados de conversión 

génica rápidamente fueron corroborados por Mitchell (1955) en Neurospora 

crassa. Este hongo, en una sola estructura llamada ascus, produce ocho esporas 

en hilera, por lo que se pueden encontrar proporciones de 6:2 o 5:3, como 

resultado de un evento de conversión. 

Hasta ese momento sólo se habla estudiado conversión génica durante la 

meiosis. Sin embargo, utilizando a Saccharomyces cerevisiae como modelo, 

Roman en 1957 (en W1itehouse, 1962) demostró que la conversión génica 

también ocurre durante recombinación mitótica. Estudios posteriores de 

marcadores que flanqueaban la región implicada en los eventos de conversión 

demostraron que el intercambio de estos marcadores ocurrla en el 50% de las 

ocasiones, un evento que se conoció como crossing over o crossover. Datos que 

sirvieron para que Robin Holliday (1964) propusiera por primera vez un modelo 
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molecular que predecía los resultados de conversión génica asociada o no a 

crossovers. 

EL MODELO DE HOLLIDAY 

Robin Holliday propuso en 1964 el primer modelo que explicaba los eventos 

de recombinación genética (Holliday, 1964; Stahl, 1996; Liu y West; 2004), y el 

cual a su vez, predecla perfectamente la segregación de alelos de forma no 

Mendeliana en experimentos antes mencionados sobre conversión génica. 

3 

4 

1 
~ • 

2 ~ 
A / ~ B 

3· 

4· 

Figura 2. Modelo de Holliday. Los círculos negros 
indican diferencias en secuencias nucleotrdica entre las 
cadenas de DNA dúplex. Ver el texto para más detalle. 

El modelo de 

Holliday predice que la 

recombinación inicia 

con un corte de cadena 

sencilla en ambas 

cadenas dúplex 

participantes (Figura 2, 

1 ) . Posteriormente hay 

intercambio de cadenas 

sencillas, seguido por 

ligación (Figura 2, 2). 

Una vez que se tiene 

este tipo de unión de 

cadenas entrecruzadas 

(al cual se le llama hoy 

en dla la unión o 

estructura de Holliday), 

pueden darse dos tipos de resultados, dependiendo de la orientación del corte de 

las cadenas, ya sea horizontal o vertical. En el caso A (Figura 2, 3), observamos 

conversión sin crossover o intercambio de marcadores externos. Para el caso B, 

observamos conversión asociada con crossover (Figura 2, 3'). 
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Es necesario remarcar que en el modelo de Holliday, la conversión génica 

solo existe si se forman regiones heteroduplex o híbridas entre las cadenas 

participantes. De esta manera, el modelo de Holliday predice que conversión 

génica será el resultado de eventos de reparación de mismatches (Figura 2, 3· y 

4'). 

EL MODELO DE MESELSON-RADDING 

De acuerdo al modelo de Holliday, la formación de regiones híbridas entre 

las cadenas parecía ser recíproca, es decir, que los eventos de conversión 

derivados de la 

reparación 

mismatches 

de 

se 

darían en un 50% 

de los casos para 

cada una de las 

cadenas dúplex. 

Sin embargo, 

surgieron nuevos 

datos en la 

levadura 

Saccharomyces 

cerevisiae donde 

no se observó tal 

reciprocidad de 

regiones 

heteroduplex 

(Stahl, 1994). Por 

lo tanto, Matt 

Meselson y 

Charles Radding 

1 -- ------

2 --·--~ 
--/-' ~ I e:::::? 

• 

A B 

"'---------··-
5 
--- .. -----, 

-----·---·-· ---·------, 
6 ~ 

---·------"? s· 
-------~ 

Figura 3. Modelo de recombinación Meselson-Radding. 
Los círculos negros indican las diferencias en secuencia 

nucleotrdica entre las cadenas de DNA. Resultado de 
conversión sin crossover (A) y asociado a crossover (B). 
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(1975), modificaron el modelo de Holliday para adeaJar los nuevos resultados de 

la no reciprocidad en la formación de regiones hlbridas (Figura 3) . 

En su modelo, se conserva el inicio de los eventos de recombinación por un corte 

en cadena sencilla (Figura 3, 1). Una vez que se da el corte, el extremo 3" sirve 

como iniciador para que la DNA polimerasa entre en acción y desplace la cadena, 

la aJal invadirá la región homóloga de otra cadena dúplex, formando una asa en 

D (Figura 3, 2). Este desplazamiento genera la formación de una región 

heteroduplex. Posteriormente el asa en D se degrada y las cadenas que quedan 

se unen para formar una estructura conocida como intermediario o unión de 

Holliday. Nótese que se genera una región heteroduplex no simétrica (Figura 3, 3). 

Posteriormente, la unión de Holliday migra y extiende la región heteroduplex de 

forma simétrica (Figura 3, 4). Nuevamente dependiendo de la orientación del 

corte, se dará el resultado de conversión sin Cfossover (Figura 3, A) o con 

crossover (Figura 3, B). Para que haya un evento de conversión dependerá, como 

en el modelo de Holliday, de la reparación de mismatches en las regiones 

heteroduplex (Figura 3, 4-5 Y 5"-6"). 

El modelo de Meselson-Radding es importante por que en ese momento 

resolvla el problema de la formación no reciproca de regiones heteroduplex entre 

las cadenas, además de que innovaba al agregar el nuevo elemento de la 

polimerización, el cual se conservarla para la propuesta de un nuevo modelo: el 

modelo de recombinación y reparación de cortes en doble cadena. 

EL MODELO DE RECOMBINACIÓN y REPARACiÓN DE CORTES EN DOBLE 

CADENA 

Los modelos previos de recombinación que explican eventos de conversión 

génica se iniciaban únicamente con un corte en cadena sencilla. Sin embargo, 

trabajos realizados por Hicks (1979), Orr-Weaver el al. (1981) y Orr-Weaver y 

Szostak (1983), sugirieron que los cortes en doble cadena podrlan dar inicio a 

procesos de recombinación. En 1981 , Orr-Weaver el al. construyeron un plásmido 

que contenla un -gap- (en doble cadena). Este plásmido se transformó en 
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Saccharomyces cerevisiae y posteriormente se seleccionaron aquellas cepas que 

contenían el plásmido cointegrado en el genoma de la levadura. Al cointegrarse 

este replicón se forzaba la selección para recuperar únicamente eventos tipo 

crossover. Algo interesante de estos datos es que el gap estaba siendo reparado 

por recombinación, utilizando una secuencia homóloga como templado del 

genoma de Saccharomyces. Unos años más tarde, Orr-Weaver y Szostak (1983) 

incorporaron un origen de replicación en el plásmido, de tal manera que ahora el 

replicón podría sobrevivir sin algún evento de cointegración (crossover). En 

aproximadamente el 50% de los casos recuperaron eventos crossover y el otro 

50% eran eventos de reparación del gap sin crossover. Cabe destacar que en 

ambos resultados, con o sin crossover se estaba reparando el gap por conversión 

génica. Este fue un resultado interesante ya que los modelos previos de 

recombinación postulaban que conversión génica era resultado de reparación de 

mismatches, y no de reparación de gaps o cortes en doble cadena en el DNA. Por 

lo tanto, enseguida se propuso el modelo de recombinación y reparación de cortes 

en doble cadena (Szostak, et al., 1983) (Figura 4). 

En este modelo, la recombinación inicia con un corte en doble cadena 

(Figura 4, 1), seguido de degradación que deja extremos 3· libres, las cuales 

pueden invadir una región homóloga en otra cadena dúplex. Al haber invasión del 

extremo 3' se forma una asa en O en la cadena receptora, debido al efecto de la 

polimerización. El asa en O formada, ahora puede servir como templado para que 

la cadena invasora sea polimerizada (Figura 4, 2). Después de esto se da la 

ligación de las cadenas y se forman dos uniones de Holliday, las cuales pueden 

migrar y extender la longitud de la región heteroduplex (Figura 4, 3). Finalmente, 

dependiendo de la orientación del corte de cada unión de Holliday será el 

resultado, ya sea de conversión asociada (Figura 4, 8) o no a crossover (Figura 4, 

A). Esto da la posibilidad de tener como resultado la mitad de los eventos de 

conversión sin crossover y viceversa. 

Cabe destacar que en este modelo de recombinación y reparación de cortes en 

doble cadena ya predice el dato donde conversión puede ser resultado de: 

1. Reparación de gap. 
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- - ------- - - - - ---- -

2. Formación y reparación de mismatches en regiones heteroduplex. 

3. Capacidad de la migración de los intermediarios de Holliday. 

1 

2 

3 

A B 

"'"- ------ ..... ,-------
Figura 4. Modelo de reparación de cortes en doble cadena por 

recombinación. Los círculos negros indican las diferencias en secuencia 
nucleotrdica entre las cadenas de DNA. Resultado de conversión sin 

crossover (A) y asociado a crossover (8). Ver el texto para mayor detalle. 

Es importante mencionar que este modelo mantiene aún algunos elementos de 

los modelos previos de recombinación, tales como la formación de las uniones de 

Holliday del modelo de Holliday (que ahora son dos), así como el acto de 

polimerización del modelo Meselson-Radding. 
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- - - - -- - ---- --- - - - - -

DIVERSOS PAPELES DE CONVERSIÓN GÉNICA 

REPARACIÓN DE CORTES EN DOBLE CADENA 

Los cortes en doble cadena en el DNA pueden surgir por una diversidad de 

factores, incluyendo la radiación ionizante, la exposición a químicos, por factores 

como la replicación (colapso de la horquilla de la replicación) y de manera 

programada durante la meiosis (Norbury y Hickson, 2001). Así como también por 

la acción de enzimas de restricción, transposones, bacteriófagos, algunos 

antibióticos, entre otras causas (Kobayashi, 2002). De no repararse eficientemente 

los cortes en doble cadena, se pueden provocar diversos rearreglos 

cromosomales (Khanna y Jackson, 2001). Por ejemplo, en células de humanos las 

translocaciones pueden darse por cortes en doble cadena que no fueron 

reparados debidamente, conduciendo a la generación de diversos tumores 

(Rabbitts, 1994; Richardson y Jasin, 2000). Una vía que es importante, y de hecho 

la principal por la cual se reparan cortes en doble cadena en la levadura 

Saccharomyces cerevisiae y en células de humanos (Liang et al., 1998), es a 

través de recombinación homóloga, siendo la conversión génica el evento que 

predomina en la reparación. Así, la reparación de cortes en doble cadena a través 

de conversión génica es la más eficiente, ya que evita la generación de rearreglos 

como deleciones, traslocaciones o amplificaciones. De hecho, en un trabajo 

realizado por Wiese et al. (2002) observaron que los cortes en doble cadena en 

células humanas inducen la reparación de los cortes por conversión génica, 

manteniendo así, la estabilidad genómica (Wiese et al., 2002) y evitando la 

generación de diversas enfermedades. 
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LA CONVERSiÓN GÉNICA COMO CAUSA DE ENFERMEDADES EN 

HUMANOS 

La conversión génica puede ser un affi1a de doble filo. As! como 

mencionábamos anterionnente que puede reparar cortes en doble cadena de 

manera eficiente, evitando la generación de rearreglos cromosoma les, puede a su 

vez ser el factor que cause enfermedades en humanos (Hurles, 2002). 

Cuando un gen se duplica puede acumular mutaciones en cada una de las 

copias, lo cual puede resultar en que alguna de ellas termine por ser un 

pseudogen o adoptar una nueva función. Supongamos que uno de ellos se 

convierte en pseudogen y la otra copia aún retiene su función inicial, ya que es 

indispensable para el organismo. En teorla, si ambas copias conservan una 

identidad en secuencia razonablemente alta como para recombinar entre ellas, 

puede haber eventos de conversión en ambas direcciones. El problema sucede 

cuando el pseudogen es el donador de información, ya que podrla afectar la 

función del gen esencial, lo cual deriva en el desarrollo de alguna enfermedad 

genética. Es por ello que se han detectado algunos desórdenes genéticos en 

humanos, donde el mecanismo de conversión génica de este tipo es el 

responsable de varias enfermedades (Hurles, 2002). En la tabla 1 mencionamos 

algunos ejemplos. 
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Tabla 1. Enfermedades y genes afectados por conversión génica. 

Enfennedad Gen afectado Longitud de los segmentos Ref. 
de conversion génica 

Hiperplasia adrenal 
congénita CYP21A2 De 200-500 pb 37, 76 

Atrofia espinal 
muscular 11 y 111 SMN1 5, 6, 21 

Shwachman 
Diamond SBDS 240 pb 2 

Granulomatosa 
p47-phox, 377 pb 63 

Gaucher 
GBA De 190 1193 pb 15, 75 

Riñon Poliquística PKD1 
32,66 

Catarata 
CRYBB2 De 9 a 104 pb 78 

Pancreatitis PRSS1 8 

Existen algunos otros desórdenes genéticos en humanos, donde a la 

expansión de tripletes (por ejemplo: CTG-CAG, CGG-CCG o GAA-TIC) se le ha 

asociado con más de 14 enfermedades (Jakupciak y Wells, 2000a). Un ejemplo de 

ello es la distrofia miotónica, donde se ha sugerido que eventos de conversión 

génica pueden ser los responsables de la expansión de tripletes, y estos a su vez, 

son los causales de la enfermedad (O 'Hoy, et al., 1993). En este mismo sentido, 

en la bacteria Escherichia coli se trató de elucidar el origen de la expansión de 
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tripletes (Jakupciak y Wells, 2000b). En este modelo, la conversión génica fue el 

principal mecanismo que incrementó considerablemente el número de tripletes, 

además de que otros elementos como replicación y reparación pudieran contribuir. 

De esta manera, en algunas otras enfermedades neurodegenerativas como 

Huntington, el síndrome X frágil o la ataxia de Friedreich, que sus causas son 

también la expansión excesiva de tripletes, es probable que la conversión génica 

esté jugando un papel importante en su etiología. 

VARIACIÓN ANTIGÉNICA 

El éxito de muchos patógenos bacterianos para infectar a sus huéspedes se 

debe, entre varios aspectos, a que pueden escapar del sistema de inmune del 

huésped. El mecanismo conocido como variación antigénica, es el responsable 

por el cual diversas bacterias patógenas pueden evitar el sistema inmune de sus 

huéspedes (Deitsch, et al., 1997). De esta manera, utilizan varios mecanismos 

genéticos para tener diversas combinaciones en sus proteínas de membrana 

(antígenos). Algunos de ellos pueden ser la regulación a nivel transcripcional, 

generación de rearreglos, altas tasas de mutación puntual y conversión génica 

(Deitsch, et al., 1997). Respecto a este último, la conversión ha sido reconocida 

como uno de los mecanismos más usados por diversos patógenos. De hecho, a 

través de conversión génica en algunas bacterias se pueden generar millones de 

variantes en las proteínas de membrana, lo cual hace que este repertorio le 

antígenos le permita iescapar del sistema inmunológico del huésped (Serkin y 

Seifert, 1998). 

Por lo general, los sistemas de variación antigénica en bacterias patógenas 

se caracterizan por tener un gen funcional y varios pseudogenes. Cada uno de 

estos pseudogenes es un donador potencial de información genética a través de 

conversión génica hacia el gen funcional (Figura 5). Además de ello, los eventos 

22 



de conversión o donación de información, pueden ser por segmentos génicos, lo 

que significa que un solo pseudogene podría generar varias combinaciones 

antigénicas (Zhang y Norris, 1998). 

Pseudogen con 
segmentos variables p 

Pseudogene con 
segmentos sin cambio 

1. ... f : tmí~~· 

1 . r !HJ@IM;: ! 1 
~ Conversión 

* génica 

1!!; : r lH ::=1 

: 
GenA 

p Alelo C 

is... :: f • {:¡:j¡~,N 
Alelo O 

Figura 5. Mecanismo de variación antigénica por medio de conversión 
génica (Modificado de Santoyo y Romero, 2005). 

] 

Uno de los sistemas más estudiados ha sido la bacteria Neisseria 

gonorrhoeae, agente causal de la gonorrea, una enfermedad de transmisión 

sexual en humanos (Haas y Meyer, 1986; Haas, et al., 1992). En esta bacteria se 

ha reportado que su genoma contiene un gen funcional pi/E y hasta 19 

pseudogenes pi/S, dependiendo de la cepa. El gen pi/S codifica para el pilus de la 

bacteria y se ha visto que está involucrado en la capacidad para infectar a su 

huésped. En diversos trabajos se han detectado eventos de conversión entre las 

secuencias pi/S y el gen pi/E, así como eventos segmentales donde se podrían 

generar hasta 47 millones de variantes de la proteína que compone el pili (Serkin y 

Seifert, 1998). Otros han reportado que entre estos mismos elementos genéticos, 

pi/S y pi/E, las frecuencias de conversión son de las más altas comparadas con 
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otros sistemas de recombinación, ya que por medio de RT-PCR se detectaron 

eventos de conversión génica de 3.3 X 10-2 (Ser1<in y Seitert, 1998). 

Otro ejemplo interesante de variación antigénica en patógenos se reportó 

en la bacteria Treponema paJ/idum, el agente etiológico de la slfilis en humanos 

(Centurión-Lara, el al. , 2004). En esta bacteria , el gen IprK es el responsable de 

generar variaciones antigénicas, además de otros 47 pseudogenes que actúan 

como donadores de información genética. Adicionalmente, dentro de cada 

secuencia de los pseudogenes se reconocen hasta siete regiones variables, lo 

cual hace que se puedan generar hasta 420,000 variantes. Aún cuando no se 

reportaron las frecuencias de conversión entre el gen IprK y los pseudogenes, el 

tener este número de variantes le permite al patógeno tener una gran flexibilidad 

para poder evitar y escapar al sistema inmune del huésped. Algunos otros 

ejemplos de variaciÓn antigénica y conversión se han reportado en patógenos 

como Campylobacler jejuni (Harrington, el al., 1997), Borrelia burgdorferi (Zhang y 

Norris, 1998), Borrelia hermsii (Restrepo y Barbour, 1994), Anaplasma marginafe 

(Brayton, el al. , 2002), entre otros. 

Los ejemplos anteriores nos muestran que la conversión génica puede ser 

un aliado muy importante para patógenos como Neisseria gonorrhoeae y 

Treponema pallidum, entre otros, ya que de ello depende en gran parte el éxito 

que tengan durante la infección al huésped, además de que representan un grave 

probable de salud en humanos. 

EVOLUCiÓN CONCERTADA 

La duplicación de genes conduce a la generación de familias multigénicas, 

generando de dos a varias copias del mismo gen (Ohno, 1970). Cada copia 

puede adquirir mutaciones puntuales a través del tiempo y adquirir nuevas 

funciones. En algunos casos más drásticos pueden derivar en pseudogenes, sin 

tener alguna funciÓn aparente. Por otra parte, comúnmente se le ha asociado a 

mecanismos de conversión génica con la homogenización de familias 

multigénicas, un proceso llamado evolución concertada (Dover, 1992). 
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Un ejemplo de evolución concertada en bacterias y arqueo bacterias lo 

representan la familia de genes ribosomales (rRNA), los cuales se encuentran 

repetidos de dos a siete copias dependiendo de la especie (Liao, 2000). En este 

trabajo se realizaron análisis filogenéticos de los genes ribosomales de 19 

genomas completos de bacterias y arqueobacterias. Los resultados mostraron que 

las diversas repeticiones son muy similares a nivel de especie, pero muy 

diferentes si se comparan con otros géneros, Esto sugiere que un mecanismo 

como conversión génica podrfa estar jugando un papel importante en la evolución 

de los genes ribosomales, manteniendo su arta identidad a través de procesos de 

recombinación no reciproca (Liao, 2000). 

Otro dato interesante de evolución concertada, derivado de análisis 

filogenéticos, se da en los genes tuf (que codifican para factores de elongación), 

en bacterias como Escharichia eoli, Haemophi/us influenzae, Vibrio chalarae, 

Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis y Sa/monella typhimurium (Lathe 

JII y Bork, 2001). Derivado de este trabajo se reportó que la secuencia nucleotfdica 

de los genes tuf es más similar a nivel comparativo de especie que entre géneros. 

Utilizando la bacteria patógena Salmonalla typhimurium se detectaron 

diversos eventos de conversión génica entre repeticiones de los genes tuf, las 

cuales se encuentran en orientación inversa en el cromosoma y separadas por 

700 kilobases. Las tasas de conversión entre estos elementos genéticos fueron 

dependientes de genes para recombinaci6n como recA y recS. La orientación 

inversa de los genes fuf podrla dar lugar a inversiones, por lo que Hughes (2000) 

en un estudio adicional demostró que la conversión puede estar asociada a 

eventos crossover, tal y como sucede con las inversiones de aproximadamente 

700 kilobases dentro del cromosoma de Sa/monalla typhimurium. 

Respecto a ejemplos de evolución concertada en organismos eucariotes, en 

un trabajo reciente Orouin (2002) detectó eventos de conversión génica en el 

genoma completo de la levadura Saccharomyees cerevisiae. Varias familias 

multigénicas mostraron eventos de conversión entre sus miembros, 

encontrándose además que ex;stla una preferencia por la región 3' para participar 

en conversión. Este resultado sugirió que un mecanismo de conversión mediado 
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por moléculas de cONA incompletas podría estar dando esta preferencia por 

convertir la región 3" de las familias génicas. Esto podrla ser posible ya que datos 

publicados por Derr y Strathem (1993), demostraron que conversión génica puede 

estar mediada por transcriptos reversos en la levadura Saccharomyces csnJvisiae. 

El desarrollo de la genómica, junto con algunas pruebas estadlsticas 

(Sawyer, 1986) han permitido investigar eventos de conversión en familias 

multigénicas de genomas completos, ya sean procariotes o eucariotes. Es por elfo 

que conforme se vayan descifrando más genomas, además de secuenciar varias 

cepas de una misma especie, sin duda que ayudará a detectar nuevos eventos de 

conversión en diversos organismos, además de tener un mejor conocimiento de 

este mecanismo y su impacto en la evolución y estructura de los genomas. 

EL GENOMA DE Rhizobium eUi 

Rhizobium etli es una bacteria que pertenece a la familia de las 

Rhizobiaceae, demás de que tiene la capacidad de reducir el nitrógeno 

atmosférico a amonio, una actividad conocida como la fijación biológica de 

nitrógeno. Para realizar la fijación de nitrógeno, R. etli es capaz de infectar las 

ralces de plantas de frijol, formando unas estructuras globulares llamadas nódulos. 

En los nódulos es donde R. elli fija el nitrógeno y lo dona a la planta en forma de 

amonio para poderlo asimilar, lo cual mejora considerablemente su desarrollo 

(Segovia, el al., 1993: Dávifa, el al., 2000). 

De esta manera, Rhizobium etli es un modelo importante de estudio desde 

el punto de vista agronómico, ya que por su capacidad de fijar nitrógeno puede 

mejorar considerablemente el crecimiento de plantas de frijol. En algunos estudios 

recientes su g800ma ha sido modificado genéticamente para incrementar la 

fijación de nitrógeno en experimentos de invernadero y de campo, obteniendo 

resultados favorables sobre un inaemento en la fijación de nitrógeno y el 

contenido de nitrógeno de las semillas (Peralta, el al. , 2003). 

Por otra parte, los genes involuaados en el proceso de nodulación y fijación 

de nitrógeno en R. etli, as! como en la mayorla de las rhizobia, se encuentran 
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localizados en plásmidos llamados simbióticos o pSim (Brom y Romero, 2004). 

Recientemente, se publicó la secuencia del plásmido simbiótico (pSim) de 

Rhizobium elli, el cual tiene un tamano de 371,255 pb (González, el al., 2003). 

Respecto al resto de su genoma, desde hace tiempo se sabe que se encuentra 

dividido en varios replicones, un cromosoma y seis plásmidos (González, el al. , 

resultados no publicados). El cromosoma tiene un tamano de 4,381,611 pb, 

mientras que los plásmidos son considerados de gran tamano, varlan desde los 

184,338 pb (p42b) hasta los 642,334 pb (p42f) (González, el al., resultados no 

publicados). 

SECUENCIAS REPETIDAS Y REARREGLOS GENÓMICOS 

La determinación de la secuencia del plásmido simbiótico mostró diversos 

aspectos sobre su origen evolutivo. Uno de ellos, es que su estructura compleja ha 

sido parte de una dinámica genética que involucra eventos de transposición, 

transferencia horizontal y recombinaci6n (González, el al., 2003). Respecto a este 

último, para llevar a cabo eventos de recombinación se requiere la presencia de 

secuencias repetidas como parte de la arquitectura de este replicón. Previamente 

se hablan desaito algunas familias multigénicas en el pSim (Quinto, el al., 1982; 

Flores, el al. , 1987; Girard, et aL, 1991). Actualmente, con la secuencia completa 

del plásmido simbiótico se conocen en total 12 familias multigénicas, las cuales 

tienen de dos a tres miembros cada una. Para determinar cada una de estas 

familias se requirió que mantuvieran al menos 300 pb de identidad continua entre 

las diversas copias (González, et al., 2003). 

Las secuencias reiteradas o las familias multigénicas representan material 

disponible para recombinar, lo cual puede generar rearreglos genómicos. En un 

trabajo realizado por Romero el 8l. (1991) se determinó que la familia multigénica 

de nifH, la cual codifica para uno de los componentes de la nitrogenasa, puede 

llevar a cabo eventos de amplificación y deleción de una zona de 

aproximadamente 120 kb de el pSim, plásmido donde residen las tres copias de 

n;(H. En un trabajo posterior se observó que algunas otras regiones repetidas del 
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pSim eran al igual susceptibles de recombinar y generar diferentes rearreglos 

(Romero, el al., 1995). As! mismo, algunos otros eventos naturales como rondas 

adicionales de replicaci6n, pueden incrementar la frecuencia de recombinaci6n 

entre las copias de nifH del plásmido simbi6tico (Valencia-Morales y Romero, 

2000). 

Con el avance de la gen6mica y el conocimiento de la secuencia completa 

de los genomas de diversos organismos, hoy en dla existe la posibilidad de 

predecir rearreglos gen6micos de diversos replicones, todo ello previo a 

observarlos experimentalmente. Flores y colaboradores (2000) publicaron un 

trabajo donde basados en el disef\o de 0ligonucte6tidos para PCR; bordeando las 

regiones repetidas, pudieron predecir diversos rearreglos, incluyendo delaciones o 

amplificaciones en el plásrnido simbi6tico de la cepa de Rhizobium NGR234. 

En este mismo sentido, la presencia de secuencias repetidas también 

pennite la recombinaci6n interplasrnldica o plásmidica-cromosomal, tal y como lo 

demuestran Mavingui el 81. (2002) Y Guo el 81. (2003). En tales trabajos, se 

obtienen nuevas estructuras gen6micas Que involucran eventos de recombinaci6n 

entre secuencias repetidas, obteniéndose la cointegraci6n de plásmidos y 

cromosomas como un solo replicón. Por lo tanto, la presencia de secuencias 

repetidas ha pennitido generar nuevas arquitecturas gen6micas como parte de un 

nuevo diserio gen6mico natural (Guo, el al., 2003). 

CONVERSiÓN GÉNICA EN Rhlzoblum .Ui 

La recombinaci6n entre elementos genéticos repetidos que generan 

rearreglos gen6micos representan eventos de intercambio reciproco de 

informaci6n o tipo crossover. En el caso de Rhizobium efli, la presencia de familias 

multigénicas en sus diferentes replicones representa también la posibilidad de 

llevar a cabo eventos de conversi6n entre sus miembros, y que estos a su vez 

evolucionen de manera concertada. Tal es el caso de la familia nifH, en la cual 

Sepúlveda y Romero (resultados no publicados) aislaron cada una de las copias 

de nifH de 11 cepas de R. elli Que tienen diversos orlgenes geográficos, como 
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Brasil, Belice, E. U. A. , Colombia, Hawai y México. Una vez que se conoció la 

secuencia completa de cada una de sus copias, se alinearon y por un análisis 

filogenético se buscó un patrón que mostrara rastros de evolución concertada. En 

sus resultados, aún cuando fueron pocas las diferencias nucleotidicas 

encontradas entre los miembros de la familia nifH, se pudo observar que en 

algunas cepas las reiteraciones eran más similares a nivel intracepa que 

intercepa. Esto sugiere que existe evolución concertada entre las copias de nifH 

de varias cepas de Rhizobium. Adicionalmente, este trabajo revela que las tres 

copias que forman parte de la familia multigénica nifH, es muy improbable que se 

hayan originado recientemente, ya que se encontró la triplicación de sus miembros 

en las mayoría de las 11 cepas de R. etli (Sepúlveda y Romero, manuscrito en 

preparación). 

Tratando de encontrar evidencia experimental de que mecanismos como 

conversión génica podrían estar homogenizando las copias de la familia 

multigénica nifH, Rodríguez y Romero (1998) describieron diversos eventos de 

recombinación entre sus tres copias, incluyendo conversión génica. En dicho 

trabajo, los eventos de conversión representaron el 14% de las recombinantes 

analizadas, con una frecuencia de 8 X 10-5. Tal frecuencia fue mayor que la 

mutación espontánea. Algunos de los eventos de conversión pudieron ser parte de 

un evento de recombinación reciproca, pero que no pudieron ser detectados, por 

lo que se le llamó conversión génica aparente. Sin embargo, los eventos de 

recombinación, incluyendo conversión aparente, necesitaron de la función del gen 

recA, asi como de la presencia de más de una copia del gen nifH, además de la 

corrección precisa de la mutación que se insertó en una de las copias. Todo ello 

sugiere que los eventos de conversión aparente, junto con otros eventos de 

recombinación, podrían estar siendo parte del mecanismo que impera en la 

evolución concertada de la familia nifH de Rhizobium etli. 

Durante la realización de este proyecto de doctorado, se profundizó más 

allá del trabajo experimental sobre el tema de conversión génica y evolución 

concertada en organismos bacterianos, por lo que se escribió una revisión que fue 

aceptada para su publicación en la revista FEMS Microbio/ogy Reviews. La 
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referencia es la siguiente: Santoyo, G. and D. Romero. 2005. Gene conversion 

and concerted evolution in bacterial genomes. FEMS Microbio/. Rev. 29, 169-183. 

Dicha revisión se incluye en esta tesis. (Articulo 1). 

En el presente proyecto de investigación, se trató de obtener un mejor 

conocimiento sobre el impacto de conversión génica en la evolución concertada de 

la familia multigénica nifH de Rhizobium etli. Para ello, uno de los objetivos fue 

analizar la longitud de los tractos de conversión entre los genes nifH, además de 

tratar de evitar tener eventos aparentes de conversiÓn génica, o al menos, que su 

contribución fuera m!nima. Para tal fin, se diseñó un nuevo sistema para analizar 

los eventos de conversión génica asociados a crossovers. As! mismo, como parte 

de los resultados adicionales de este proyecto, se investigó el efecto de una 

mutación en el gen mutS de Rhizobium etli y cómo podrla participar en la 

formación de los tractos de conversión, además de analizar si se modifica su 

anatomla. Los resultados de este proyecto se presentan en el articulo aceptado 

para su publicación en la revista Jouma/ of Bacterio/ogy. La referencia es la 

siguiente: Santoyo, G., Martlnez-Salazar, J. M., Rodrlguez, C. and D. Romero. 

2005. Gene conversion tracts associated with crossovers in Rhizobium elli. J. 

Bacteria'. Aceptado para su publicación. (Articulo 11) . 
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Ítcqll<nlCYClll in blCICria (1-JJ MC>l'OOYCt, ~· 
r=mbinatlon betW<ICD rcsident repcal«I •cquenttS 
(cither bclwcco inocrtioo •cqueooo< or ,..;tb membm 

OUl""'4S4:!2M GO lllCW Fodoalloa of E_. l.lao~ Sod.ld- Po1>6oloool .., [!.,.;,, a.\'_ AJ .-bu ,_...,¡_ 
do< IO.tou.!.httaJO<M.10.GN 
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of multip:ue r-ilica) ai.o ""'-'11' witb a hijl> Cl'ClqUCDcy. 
MultJaeoe tamilles •• an inbcrenl pal'l of cuk•yotic. 
archcal and prolcaryolic ~ (4-6). C-JllOll!y. 
mcmbcrs of tbeoe familia sbarc hijl> a:qucnoe similar
ily, tbcrcby tbcy could be potenlial 1arge1.1 fot exchan., 
of gcnctic material by bomoloaou• rceQO>binolion. Be
álb exclw>F of \-atiant pomic illformation, otbcr 
poaible outoomm of intrapomic rooombinatloo a>uld 
be pomic rcarranpnm~ sucb '"' lnlnllocaliono. 
doletions, duplicallons and in\\Orsioas with di- bio
logical implicatiom [7-9). AnOlbcr result of a rccombi
natioo .....,t Is tbc noo-<eciprocal t.ramfcr oC p<tic 
inrotmllion bet.....,... two or more .,ne oopieo, a pro.
Cllled ~ ooo"""ion. 

s-r-1 studies h""" sbown that F"' con...,,.lioo may 
play an important role in tbe .,..,lution oC multipc 
r-w... Fct cxamplc. "°""' bactniaJ patbogem ba\Oe 
tbe capacity to )X'OClllCIC a bijl> di\\Orllily oC lnllsmcm
brue prol<:im, wbich be1p lo lWoid tbc bool im...._ 
~ Tbe COOltnaa !heme la tbis ""'º is that v•iant 
pe ""!"Olees are tronsfcrrcd o-- UllC:tprcosed aeiies 
(termcd pscudogencs «,.ne cusettes) into ., expres...I 
""l"CllllC, tbtou¡li sene CODlltnÍOO. ThÍS proasl bu tbc 
cooscq......,. lhal dift'crc:nt exprcosed ,..- •• now p
erated, P'OYOl<il:lc llllllpic diwrsl\Y (10). Tbe dope or 
v.-labiliiy adlic'llod il caaditlooed by tbc numbcr of 
11DC1prcuod casseues md tbcir scqucnce dilefllÍty. Tbe 
conccrltd evolution ofmultiF>C families (i.e. the tpread 
of idcntical mutatiom bel....,,, iu membelll) is motbcr 
ec>m<qUCüOC oC probeblc gcoc a>DYcrsioo ev...U 
(11- 13). Furtbermorc, mutations tbal coofcr a -1< bio
logical ~ wbca prcsc:nt in a single mcmbcr, can 
be tralld'erred by .,..e ooo"'1'sion to aD the copies oftbc 
r-uy. tbus lllAllÜlilil!ilg 1bcir e&c1 "" o~ (MJ. 

Al sbowa in Fig. 1, gene coovmioo Is UIO<iated, 
balf or tbe lime, witb Clld>ance or Jlanking markrn. 
Wben tlús .,.,.,...... a sector of a ""!l'm<r is tramli!rrcd 
inlo its bomolops mne. NOle that in tbis case lhere 

is ~ of ftallldng "'""'""' (Fig. l(a)). This ldJld 
o( r<combinatioo ""'!' afti:ct tbe ~· .. bility. pro
volcing geoomic ~u. On tbe otbcr band. if 
f"'C coowtSion occurs "'itbout IUllOcialcd acbangcs. 

(a) (b) -' /' -- " ~- -e:....- Gol-.-··- ...... ctOllDWr 

FW. l . MNdl,_ NlMmc:tO*MWeaMll.gMt"COOWIHÍM. .M11i.... 
•1a¡,_........_.,..,,.~. i..roru.......,.., .,,_., 

otlliltter'au.tila~ Fot ti..t•tofl!t.cae&, a.e.:u.\llllioia 
OIXWI witlliolla UIOCiado. witi. OOMOY«I {b). 

only a -- i• tramfcrrcd (Fig. l(b)). Tui< opcm l.be 
paoslbilily Cor COllCUltd CYC>iutioo of a mulu,enc family 
witbout alb:tlng the pome •chil<X:wrc. In tbii re
view, we will 1nal)'7.C U.e currcnt experimental and pby
ioF'Ctic evidcnoc for tbc occurrcncc of .,..e a>nwrsioo 
in bacteria (•a: Table 1 ~ Tui< analysis abo indudes a 
•tudy of antipc variatioo mcdia!Oll by g<ne convcr
sion. Otbcr speciali1zd instm""" of gene con...,..<io1i. 
1och as introo bomiog md marl<tt e>d .. ioo in pbap 
(15-17). ••out of thc """""of this ...,.;ew. Elcellent 
texll on bomolops rttca1bioatioo are available 
(IB.19). 

2. MoloaoJor -- *•• np .. ,_.,..llm ...... _ ..... 

Thc flr<I molecular modei that etplained geoc conver-
1ion _. ini tially propooed by Holliday in 1964 Q2q. Cor 
a bistorical ACOOlllll see PID. His pi<llleeti"C proposal 
(bucd solcly in experimen ts wiU. lowcr flmsi) lead& lo 
tbe modd tbat bears bia J\IJ1IC (Fig. 2i In this .-!el, 
rca>mbio.UOO inititiatcs wilb a ling"'-"trand nicl< mado 
in botb oC tbc DNA participaling molccul<s. followed 
byunindi"C md strmd excbln,e. Tbell, a four-<:trllld 
structurc is formed (Holliday junctioa). wlbcb (811 be re
solved lo j!j\'C two dill:rcnt rcmlu: crosi"C º"" or sene 
conYOtSÍOn. Of course. if thc DNA moleculcs are nor 
idmticai in IOQUcncc. samc mismal<:bcs will •ilc in tbc 
beleroduplet DNA. and so. tbe rq>air system will rccog
niz and p-oblbly COITO<.'!. tbem. DcpeodiDf oCtbc rcpair 
preferenco, tberc will be sene C<XJVmioo « only rccipro. 
calcsd>ange. Thclen&Jh ofthe F'JC COIWcr<ionttact wiD 
dcpend .., both tbc mi¡r11ion of lb< Holliday structure 
and tbe capacity to rcpair tbe nlismalehcs befare rcptica
tloo. Finally. orientation of Lhccut.s ncedod to r<Wol"' Lhc 
Holliday junctioa will ullima!cly dclcrmine tbc cod rc
•ult. beUlg pe coowcn>on ewnts. crouover even~ « 
bOlb. Thcrcforc. in tbe Hoiliday modcl, .,ne a>nvcrsion 
will be ...ooaJJy a consequeucc of DNA hetcroduplex 
fctmatioo and tbc role oC thc rcpair sy.wn. 

The fl'Clll llC'Xibilily and rich"""' of thc Holliday pro. 
p-1. coupled Lo its beuristic and prediclive pawcr. 
made Ibis modcl to stay wtcbal knllOd li>r a docade. 
Howevcr. Mcscbon and Radding (22) (Fi¡. 2) proi-<d 
somc imp«tant modiftcalion< to the Holliday model, 
Uyiog to ftt. in somc new dat.:a iu Sot:charamyca c~rni
siai!; in Lbil .,..,...ilm litlle orno reciprocal bderoduplex 
DNA could be dcttoctcd [21.23). a feotlll'C tbat dep•a 
Crom tbc ex~tivcs of thc Hoi liday model. In tbc 
Mcselfon-ltadding model, 01>C 1ing!o-strand cut is madc 
in one oC tbe chlÍlll. whicll is lhen displaald by tbc ao
tioo of a DNA polymer•e. Thc displaced cbain invwlcs 
tbc bomolog ""'!- ligatioo oí tbc oewly synt.hesiml 
otrand witb a otrood of thc wne polarity in tbc otbcr 
bomolouenc:rates lhe Holliday jW>Cti.., (Fig. 2} hso-
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lutioa ofthis lntttmodlate occuro in !he 1ame fOl'lll •In 
thc Holliday modcl. In this modd. lhc invadiJlc ..,_ 
qucnce can give origin to a non-reclpmcal DNA bcttft>. 
duplex. lhll latc< oo bcconxs a reciproca! hdcRHl>plet 
n:gioa. upon migratioo oC thc Hollidayjunction; iepair 
in my oC U- hcleroduplc:lles -y geomote gene 
((MWttlion. 

A more recmt model that haa pinod wide MlCO!plallCe 
is thc doublc>ctrand brc:alc iepair modcl (D.SllR) ptt>
pooed by S-tak et al. (24) (Yig. 2). Thil DSBR modd 
emerged 11 thc canonical modcl bcca111e of the hu&c 
-ount of ,,...,1ic O\'idcnce in l\mgi that illdicale lhat 
doublectrmd brean (rathcr !han sinllM!rand bnoakl} 
can a<t as initialDn; of roccmbination ps,u;¡. In Ibis 
modcl, recombinati<>n initiatel with a double-átand 
break, coDlinucd by "'teasivc •ingle chaiu dcgradaüon 
in tbc 5' ID l' dircclion. th111 generating a pp with es. 
pooed l' O\'erbaop. One of lhese l' olahmp Clll in
_., tbo llDCUl bomoloJ, !.hui diiplacins a O-loop lbol. 
am pair wilh thc ranoining l ' ov<rilq; the pairod O. 
loop can actas a templare ll>r DNA aylllhesis, primed 
by thc l' OYCl'hana· or coursc. !he othcr illYa.ing l' 
end 1bouLt be also a primer for a DNA polymcraac. 
Th<sc CYents oí DNA ayntbesis rcpair the aap fotmed 
during iniUllion with infocmatioo fr- lhe llllCUl 
bomolot. U pon llrand liptioo, two Holliday jundioo1 
ore ctCll<d, wbich are able ID miaJ"ate md caend tbe 
hctcroduplex oegmcnl As in thc prcvio111 modds, oricn
latiao oí rutting oí thc Holliday junctioo< will nsult in 

croaro-. ~ coaYtt&ion or both. Ao.lording to thc 
OOBR modcl, acgmcnts of gene conversion can be gcn
erated in two dilb"cnt -Jll. Onc allernative is lhrou¡I> 
rcpair, by DNA aynlheiis, of u,., gap produc<d during 
initiat.ion. Tbe othcr 1s throuah mian111d1 iepair or bel· 
erodupla DNA. Tbus, !""" conversioo ocgmcnt ieni!l-h 
wiU dcpmd on lhc CXICDl OÍ lhc gap, liJlc of lbe b<tcr<>· 
duplc:ll regioo and thc miptioo <apadty of tbe Holfi. 
day slnlelurea. 

A apecl6c pr«lictlol> of ali th.,.. modcls is tbat pe 
co111enion il aaocilted, half ofthc time, with cto-. 
Ho-.•-ltb ofdata from yeast, both from maotic 
(ll-2'! u ...i1 as mitDlic (30-32) reoombination, shows 
thlt gene COl>Yttlion may O<llllr al signiHcant propor
tiom wilbout &Jl u.t0cialed aooaovtt. A r=t 
modi11catioa oftbe DSBR mod<!, tttmed thc syuthesis
dcpmdcnl stnnd annealing modcl (SDSA. Fig. 2) (llJ, 
deals oicely with this nsul L In this modcl. a dou bko. 
llnDd cut is u.de in onc DNA duplcx; this doublo
árand 1rNk is thm pn>CftlScd by depdalioo ID 
ccnerau prouudfni 3' cnds. Onc of tbcle 3' ends i 1lllades 
a bomoio&Olts regioo and 1ta1U DNA aynthcsis using • 
template lhehomolollOll• árand. So, a O-loop is IO..-i 
as a <ons<qucnce of atrand di.pacing and DNA synthe
lia. Tbe modcl then JlO'bllatea that tbc D<Wiy syntbcliz.cd 
llraDd may dislodac from thc invadcd dupla (coucciv
ably by !he .:tioa of ~ ~ making it available ID 
poir wilh !he othcr l' cnd in its origioal dupla. A fuU 
duplex il tben reslDrcd by limikd DNA synthaú. Gene 
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(dooolo.......i lftd npirjud SOS4 (">"'""~·-.. ~-- ... ,;.e..N....-.. ..... wi.. __ _ 
- - .. "'• ............... ....w. I>Atmt ...... 
-· .., • .......,..,. i..ma1op, ...... lllftlWllotwl-s ""° 
l ' mdfa< --º""'.,........ _., --
•1i11::1: ma -4 ~ p:uiltm ~ eq~c ~ ~-- tic...... ,,.. 
cm....;,,n may arile in tbis modlll tbrciu¡h DNA 11)'1>
tlmis or tbro.ii mismatch repair; h.,..mrr, in both 
c .. a, pm CClll......W:.. il llOI asociatod with .,.._, __ 

Support fortb- mal.U, 11p«:ially tbe DSBRmadel, 
loa .. hHll obtú>ed 111ro.ii dotailed maljllis of mli
otic reccm timtion In u:cmyaote llnigi, whore ""'"""Y 
of all the products ora lllCDJllbi:nalim ...... in a .... 
oelecti .. "ay is poail:U. Molecular analysis d th• 
systoim, pha tho lindin1 cf en:zymu lhol p11>mote dou
blo-clraDd hreal<s on rocombiaalion hotJPOU, ..Uat1 
tbl -ral applicabiity ofthe DSBR modlll in eubry
om 125-29,34,35]. n ..... ...,., tho IJSBR madet is abo a 
•aoful fmmowork to oxpWn reccmbination aad ,,.... 
coa-n in P'Obryollll. In W:I, man ofthe protéH 
thal play -lllial roles in recombination, m:h a for 

annaab1 and atralld adlup (RecA), Dlijp'ation and 
.-Jution of tbo Holliday )n.:lion (RuvA, RuvB, 
RuvC, and RecG), to mmlian but a r.w, ,...,.. fi,.. dit
cowmd iD &dwldW co/J.136]. 

Momowr, tbero is ample ovidODOll of tbo role of do u
bio-CU.Ud Jreakl in ir-Qlin¡ re<:01Dbinatioa ia pn>
hzycn&, incblin¡ pbaj¡o ~· 135,37) and 1-terial 
cllrolDDIODm ..... 11 ps,~J]. Tham dollhlHUUd 
broakl are tbo.iit to be pnorated by J'l'tll!NaÍOD á 
tllo roplicatioa fcrk o.., regio• oa tbe template taat 
llarbor DNA ai:b • a p-oduct á DNA damqt (4~ 

O.. pu1icular ca-t in workia¡ witb gens cm-
licn in prohryotel il tbat, in ...,....i, il il dillicult to 
o MU• tho "°""""'Y of tbo two prcducts á a recm>bina· 
tion -L Tbil il an import.,.. Jimilatial, beaum a 
poaible pm co1M1Jlrim ....,m .. y oi:W-t• oilhor 
fmm PJ1C1 oo.nwusion « fram two c:n:ismw:r neats 
llanltila tbe •m .... rtod" nigion. Tbis lut ewat is posoi
blo io oa:ur ... ria¡ replianion . Double ero_.., eYents 
oa:irring bono- llilt8r strand• -Y e••• a rsoduct 
IÍlllÜlr to pns CODftBim. R>r tbis ,.._, 9laJlf pbu
libJe pm cmvmáoa e..m1 ha .. bien ..,bbed u 
"apparat 11• mawmoa ...ats" 143). ID faot, tho mly 
¡roup of orpnialll in wbicb ro<XMryof tbt prcduoll ú 
a 1iDSJ. rocombinatim ....,t it poaibJe il thl o:ximy
cm fungi (such u yeost, N_...,,,..,, or Sardorla), ail ... 
all tho pJD41uct• of a li,.i. moiosil .. om:lo..i in an .. 
cm. la th-, 11:oring I" reccmbiiation ClCCllll iD a reci
procll or aon~i¡rocal -y, as ...U u an e.almtiaa 
of tbo DllDM of .,...,....,.. .... 1111 ÍI poaible. CiiwD 

tho abtieace á 11a<:h a nial l:iolq¡ical lrick u w ucus 
in - orpnisms, ,.,. hove to R!IDrl to indUct stnn• 
giel to makl Ji<oly taat tbe two pradUDll of a 111CDml:i
aatica ewa ar• •oowred. 

O.. cf tbs-. u.i freqmutly for aaljllis of -
ccn...mon in prokaryoto1, is h•d on tbe - or 1J111cial 
ou\strato1 tbat 1D1dlqo intrapmcmi; •coml:iaalim. 
Mollaalt1 aarborill¡ ilaftrted repsall (tilhtr in .....U 
plumilla cr in thl cbR>room-) are pndiured for thil 
p~ beco- it il asic to uaortaia I" a JSoduct 
arim throu¡b gene cmwnim ...i ill assoaatim witb 
c,_rl43J. Tbe common tlteme und.- tbil approach 
il tbat IJlllcilic 11111Utiom is-t in m1Jy one repsat ,.;u 
appear ia tbo two oopim 1'ilenewrr a pne cm...xin 
ovent hu oca.ned; if tlús eYODI il asmciated wilb a re
ciproca! aotSOwr, tbis would Jead to tbs pmeralion ar 
u invonioa ú tbt in-ing •pllllt. Note tbat mdlr 
thl oomario of reciproaol reoombilatim, tht fiading á 
u invonrion malla• mare Jikoly tbs recowry ú tbo l•'O 
pI'Qduoll of a "'°""'hin~ ... 111 . Ewn ia tlli• C2$1, 

tbs ÍSUI á pne COD-.ion in bo<:tmiaJ pllHllDB ft f .. 
fmm oetlled. As "",.;u•• in tbil review, t.las• are SIN· 
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combinatoria! gene OOIMlrlÍOD (Fig. 4). In JDO!l of llae 
.... ., tbe• is a silglo 8111• tbat encodes an ouler 1111m
brana anlij!ID (tho apr..t -.¡uonoe~ variation n llae 
kind of antipn uira-1 i .. clNwd tlirough the unidi
TfCtiona] tmnsfcr af inf'cnnatioD (i.e.., pae CX>llWmion) 
fmm a larp •rils of V2rianl, uimp.- pne c:as•Ua 
Íltlo tlie c¡n•d aite. U• of canhinatarial pne 0011-

.. lllÍoD alo10"1 a llllCOOSlfu! balanciDS bit,._ tlie -d 
of Ylri.ation and tbo -d of _.;... m Jl&IlS m 
thl pne inanant. iD mi• llD ¡><mlllt props tiologi;al 
fundion. 

PiliD variatioD iD tho -liales, llK:h U N. -
r~ and N. mm1Jt61114, wu me of tbl fitst sy.
for antipnio Ylri.atian ds:ribed <-1141 fu: a reriew) . 
Fu: N. ,.,,.,,,.,,_,.,,. a functianal JÜll ¡ntán il 011-

coded by the p/JE locus; tltis o.¡n•d lo•a• occ:un iD 
ono or two eopim dopondiag of !be suain [85-37). Tiio 
plJE Jocuo bu a S' region lhat Is a>D!lant &DIOlll iso
lates; in contnut, lht ca1ral pan il •mivulablll, "11ie 
tbe 3' regían il ~ble ~- llelidos lhe o.
pJW:Old Jo:~ N. ,_,.,,_,.,,,,_bu aniptr10inaf 16-19 li
l•U piliD aoqueom c:alllld plJS c..un; tllo• Joci baw 
a oompln structure, eadl iac~g six -inriable or 
hypervariable rtgÍOlll, ttrmed ..... a-• . Antpnic 
variali<m occurs by - co.......W. from tho JDini<u. 
Ul1'1SÍD lheplJS kci into 1111 pi/E Jocus; lliDoo antjpaic 
varialion ..,.. resistan! l<l DNue in the aakure medium, 
al1'1maliw mW¡>relatioM suda as illlerooll reccmbino
t.ion mediated by tnuuiormation..., esd1dod fl9,IS) . 
ln1'1re!lingly, lince oach lllÍDio,,_11'1 loat1 can putici
pam in up to lis ..,. conwnion owa.r, lhe number 
o( potenlial an1;,en variana is tnorJDOIB (111' or 
roughly 47 nUlliaa varianu) IUJ. 

Although not ali of thos! ..uiants may rei--nt 
functional p"Oteim, the polelltiality m lhis ccmbiato-
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Pif. '· Cr:abinlluri&J ~ oaJMn• ,.,.... .. ia ..,..e 
\uia.tioa. .A. , ... m,._. may ... ft ewnJ wud" CUllda. ftfft
~ br....,.. _ d_ lip..,"l! p--.~ ... b• 
traalf'ttnd llrFtm11191DI Dou csprsrd~ ODPJ(ll). Aa:B 
wil.h dift:tomt codi.U-. ol wrid~ OUldc!I &re s:acraaod 
dqumdm, • lk ..-. b.ms.i.. ,....i.,.... ..,..,.pd 11*-

riaJ -llY is vu. In facl, durillg otucieo d uperimen

tal lmman infectioa •il N. --· 11 novel 
anti11111io ""1iam1 """' doteclld aa 1arly as two days 
afler iDfeclion 1117). In moa m tli- c .. 1, lhe plJE ... 
quenees rerir-nte<I cbilMl"llS of immc:a-ttes deriwd 
fmm .., to tlnl cm .... 1.p1s loci 117). Tiio ra.t Wliabil
ity oi..r..d ispoaíblo dueto lhe ltisJa fnquen::yaf pno 
conwrsion own .. nin1 in ntm cmdilions, whicb 
la.. hlft dolmlliDed, by qt11DIÍta1ÍW RT-PCR. at 
3.3 X 10-2 1111). AJthoup 1 dear tn"*'°JllllODlaJ coetrol 
of antipnio varittim bu bmn dilicult to dolDOD~1'1 .• 
tite plll -wraiOll frequ-y is 2-fdd Jaigbtr UJIOD 

tD1Daitioa illlo lt.tt log/aatimary pba$1 IS81 and is 011-

bancod 10.foki llJIClll growth ÍD iron4epleted media 
1891, hy ..,moa11 mec:lla.n-. 

Ge•• partici .. tinl in bomologous recombination 
plly u imporlant role iD IJ>Jll>COCCal aatipn Ylri.atím . 
Mutatiau al"c:ting uand m:hanp (either ia ""'" or iD 
la modtalltm:, ,...,x, ¡90,91D, invuion tltrough thl a.:F 
patliway(rocT, llUO, r.,.Qor N<R 184,92,93]). or brancb 

nsralio• (nai.t or ""'ª· (M]) ali ntd11ee tho fnquoncy 
of IJllWlllic variatim . EMuo--.iD antipn.i: YBJia
tioa ... i-ci.tcted, ror N. ~ UJIOD muta
tioD m ud11941 or in wr6 (i:or N. ""Úff/JJJMl 19S)). 
Altliough the lut findinp baw betm dil&:ult to repm
duco !ML tliem dala are conlille• •"ill1 anlipnic: Wlia
tion oa:urring thmugll lho llcP pallnray m 
r.:ODtbiat.ioD, uie thl Rec:BCD .. tbway may be 
removilig ...,...111 lUCd for antiPc varittion 1141. 

Ho-lopu rccmbinalion tbrough lhe llcP .. tb
ny, 11__., d- aol ~ to espla.in tho pbencme
aology d ..... varialim ill tbe DIÍlllCial8l. n.o 
bigh fmi-cy m uliamíc varialioa, a>upled with lhe 
fact. tltat ....., mnwnion ownts _,. l1al1 wilb u few 
u 11 bp of fully ba..1-• m¡uances, augpm thot 
tllere may be s¡wáabod ~· -sible for initia
tion. So litr, t1- IJOl!lllS 1aa.., resis1'1d dotailed 
cbaract.erizalioa. 

Tbo delailed -.ltaaism of - cxnVllf"lion is aJso 
anothtr pottmlial avmw for .-u:IL lt has boa ,. 
porltd that Na>llllliD•ion betwten repaled ¡#.IS ... 
quenees may 11no111te círatlllr atructu•• lhat harbar a 
bybrid ,as locios ( 13). T1- dn:Im may promote tnms
f • • - a>JWl'mioD into ti. plE 1oa11. Howewr~ as 
aoted bofen IMI. thl fmiwncy m <ircle fonnalion ;, 
rath• Ja.· oompored to tite f•quacy of antigeni<:: ...;. 
ation (lo-• n. 10~, llllkiJ>a crdts uDlikely in1er1111di
at• f« lhil pro.-. Mo,_r, lhe ant"8Dic .,.riation 
system ia lh• nm.rialm libo,.. • clear biu t-.rdo 
pDI canwrsion, as oppo•d to pne oo....,..;on wilh 
• .....,..,_ lbil bias hu plWÍously bom 01-ved f« 
olhor nsluc9 m 11ne conW111im through tho llcF 
palhuy I~ AJO aoted previously, this bias may be o.
plained by altmnaliw !llodsll, IUdl as thl balf-crcming 
o-model or 111• SDSA modol flli Prelllll ly, a dillino
tion about which modo! is opmiling is llil lacking. 
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Gene coannlan bu beea dtftned • dio Mandpnaol tna- at lalormotloa betwwea -.1...,. ... 
qmac:a.lleoplleh•broadlalerntror..-....iullan,lboooc111naceoflbllmedtanlmtlat.ct.rlobubem 
dallc:ult to ucatala doe to tbe posllble ocmrnan of malttple cro .. oftl' enat1 tbat would mlmlc •ae 
comw&oa. ID thil wort, w• 1mploJ' • llDftl IJ'Slllllt bued oa colntecrate formatloo, to t.ala• aea• am•WIJon 
nmll 01llOC:loi.d wltb ..,,. .. ...,, la lbo a1.._.-, bedorium llltl:Pbltun "'1. In Ibis .,.._..., Mlodloa 11 
opplled anly llll' colateante l'orm11lcn, wltb •"" a111ftnlan1 belaa detocted •• an1elecled nmts. 11111 
mlalmiJies tbe llbllbood at muldple auaoY.._ To tnck lbo - ud ordtltKture of 11"'• ...,...,loas, 
neaiJ' ~ nndeotlde di- '"" m"* ID ... at lbo a~- llructural ..,.., (llfH>, latrodac:lq 
1111lqut 11Rs r.r dllllRat nltrlcdoa elllianud•-. ODr nsult1 ·- tbot (IJ ...,..,..,. ...,Dll _,, ol
bl\'orllblJ -pulid by ................. - OC<lll!'lqanrby¡ (U) .. DO COllftnlOD ... ato ranaed la .... 
,,_ 150 bp lo IOO bp; (lll) pae collftnloa - • .....,... a 1tno1 bias, ftnorf• tbe ~atln of 
lacomlaa .... mou; (i.J • ..,. ....U •-'" at --dl•qeaao b•d • •tro• dort cm ,._btmllan 
lm¡-cr. ud (•) tbo MutS mis-di repolr 11•18•piaJI oalmpn'lantrolala dotormlalnatbe lea¡tb of
co.._.ioa -ts. A doblllod oml,Jllll at lbe ordll-.0 of lbo COllftnlaa ... 111a •-11 tbol muldple 
en__.. oro oo aallkolJ 1111-atln &ir lltolr _..llM. Our """'ho oro llott• aplolned .. tbo proda<t of 
true Fue ma.....iom occurrfas uader -~· ,_Ir model for recomblnatlao. 

tll"' Gene dupHcation í1 the main mechanian that 
geae famili .. in both euUIJ'OIÍC aad probryotíc 
One axnmon ~tíon ÍI that mcmben m • 
family tend lo maintain 1 hi¡her dcg.rce ol seque 
valion at thc inlraspc:cific lcvel than that 11CCn in 
COll'lporiso111. Thi< ÍI a cleu iadicatioa that me 
muJliaene family are cvotvín¡ in a conccrtcd way. 
called c:ona:nod ....,lutioa (5). üincznod ew>lu1i 
gene f.amilics ocasn nol only in cukal)'otic orp.nº 
pralr.oryotes as well (39). Evidence for iu oa:urrc 
rcpor1cd for the rRNA gene5 (16S rRNA) in 
Arcbaeo (17). lho 23S rRNA inteivening sequeoon ia S.,,_. 
MUa numca liefOVU Typhirnurium and S"'1noML ftllClt"iN 
&eroVarTyphi (21, 22), tbe gen11 <Odin¡¡ far lhe tnmla1ioafao-
1or EF. Tu (tu/) in bacteria ( L, 16). tbe ftaaellia geo .. ¡p.) ia 
e~ .. (23), !he family of º""'' nx:mbranc protcins 
(bob) in H<licolNtct<r pylari (30), and lhe genes aldia¡ fer lhc 
aitrogenue enzymc (nl/H) in RJiirobillln ali (34; E. Sep6Mdl 
and D. Romero, unpublishcd dato). Allhoush 1......i molec
ular procelSel may participate in concertad eW>tution of pae 
famif.es., it .. 1encrally thought that gene convcraiou amona 
rcpeatcd ,gcna; i1 rc:qx>nsiblc for thi1 cvolutionuy trend. Spc
cializcd .ystcms Cor ¡ene convcnion also part¡Qpatc in tbe 
generation of urigenic variation in sevenl pathopoic:bac:teria 
(revi.....i in reference 39). 

Gene COOYersion is oae o( tbe possible outcomcs al a re
combiaatioa evcnt and hu beca dcfincd • dac nonrcc;Ípnx:al 
tramf'er of gcnctic infonnation from onc DNA duplei: to an--

• Oinespanding autllor. Mailing addreu: Progruna de IJIFl!ictla 
Genómlca, Cesnro de Geocias Genómkas-Univmidad N..:iooal A•· t- de Mfli<D. Apanado Postal 56S-A. 62210 Cucroevaa. Mor .• 
Mfli<D. Pboac: 52 (TTI) 3175867. Fu: 52 (lT1) 317.1581. E-a11il: 
drcmt..-ro@ccg.un1m.mx. 

· i1 procesa wu initialty demon,trated in ascomycete 
), aad !he ,., .. 1 Sacc/iaromyct!s ~ is still the 
orgaaism for ils study duo to tbc: ability to re<:OYOr ali 
cU of a mcioti1; rccombinaaion r:w:nL Thi1: ability 
tbc dcmomtntion oC aoarcc:iprocal tranácr cvcnl5. 
lo undentand acnc: cuovcnion ud ill UIOciarioo 

ra wu the main motivatioa Cor thc dcvdopmcnl 
Uiday modcl fo< n=rnbination ( 18); lhe pouibility 

convcnion bu: beca n:taincd in sua:ellÍvic modcls of 
otion, iocluding lbe doubte..trand bn:olt repair mod
• 44). 

Gene coavenion lw been more dilicult to lludy in other 
orpniuns, includiog bacteria. The main problc:m is lho~ since 
lhe """""'Y of ali tbc products oí a rerombination ovent is not 
posible, thc charaderi&tic nonreciprociQ' o{ gene c:onwrsion 
C'Vl:DU cannot be cmurcd lo fact. it has bccn araucd that 
le'lentl po151Dle mampla of gene COllYcrsion iii bacteria may 
be duc to 1election for ran: doublc CTCCllOYCrs nlhcr than to 
gene: comc.rsion (40). Dapirc tbis limitation, sorne g.roup• 
havc pnwidod convincin¡ evidcncc for gene c:onvcrsion in bac
leria, including fudrmcJúa coli (13, 45) and SalmoNll. m . 
l<Jica "'""ar Typhimurium (1. 3, 11), usiog aulnlrolOI bubor
io¡ repeated tequeDCCI in an invertcd ocicntation. ]n thesc 
n:ports. 1clcction il applied for gene a>nwnion cvents occur
ring betwoca imened repeals, afterwards exploring lheir reta· 
tion with crouovcr. Jn at least onc case. thcre is c:onvincing 
albeit indirect evidcoc:c for thc noareclprocal ori1in of these 
°""ª"(3). 

Our group hu bceo studying RJúzobiwn ~rli, an a.-protcobac-
11erium that is ablc to fonn nitrogcn-6xing symbiotic associa~ 
tions wilh bean plants. Be.idos ill oymbiotíc capabilities, R. ttü 
is alm interesti113 bccaUIC of thc prcscncc of rcitcratcd gene 
elements (8), which can play importanl roles in shaping geno-
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SAllITOYO ET AL J. IJN.."IT:R!OI-

TAllLE J. PCR primer.11nc:d lo 1bbwork' 

Hiodu 
Bambu 
Apalll 
Narl 
Mlal 
llcU 
Xbal 
1 
2 
3 
4 

•iflla, (-)11-13 
rúflla, 115-132 
,,¡p¡,,, 344-361 
"'fl"'. 564-Sl7 
•/flM, 701-6&3 
o/Jlf,,, 131-311 
o/flltl,912~1 
,,¡p¡,,, (-)ili-{-)119 
plCllJR, 3llS-369 
llTc, 2543'-2"9 
olflla, 1033-1017 

Gcun.nt Ken10i ao. 

Mlll587 
Mlll587 
MI0587 
MI0587 
Mlll587 
Mlll587 
Mlll587 
Mlll587 
LD8'113 
U3'13' 
Ullll28 

•AD h:olpauclca:idcs are Jhown iD tlac 5' lo 3' diJICdioo. 
• Nuck.ukb Lbll werc modllcd to 15Cacraac tbe CDrfCIPOadÍlll t'CllricGo.a shc (undc1t:incd) ate 1llom in boldft.oc. 
" l'Oliúna1 mmipCDI 1a lile .. n ~oa oí lh: iiacfaltd 1eq1crn CIW/'•) ar tD !he inicial ouclcotidc ia lhc reponed Plue11ce (plC2Cll ud file:). 

mic Atruc:torc. One important muhigenc family is the nifH fam
ily (cncoding onc eomponcnt of thc n.itrogeauc enzymc), coro
prised of thrce identic:al memben (31, 32) located in a luJe 
plumid (371 kb) callc:d the l)'!Tlbiotie plosmid or ~Jl'll (9, 35). 
Homolot""" ,.combination amona the memborw of Ibis fanuly 
prometes dülicreat gcnomic rcanaqcmcoll in pSym. baviaa 
importan! l)'lllbiotic <Xllltequenca (36, 37, 47). PhyJorcnetic 
emence iadicaie1 lbe existence o! coaoerled ovolutioo amoa¡ 
mcmbcn ol this &mily (E. Sepúlvcda and D. R 
lisbed data), perhapa pnenozd through gene 
A prcviow evaluatioo of the oocunna: of JeM 
R. «h relied oo tbe introduction ola 2S-bp inten' 
ol lhe nifll ropica, íollowcd by its elimioatioo by 
tional üatr:raaiom with cithcr cf thc other two 
(34). Ahhough products oonsisteot witb 1he occwre 
.:onvenion were liolated, it is fonnaJJy pcmible 
llOllle of lbesc atOllC írom rcpcalcd rc:ciprocaJ ex 
than lrUe aene C01MOnion (34). 

lo tbit work, wc cmploy a """1:1 approocb lo 
convenion, UJiQ& a genctic l)'llem b111cd oo the 
betwuo teqUencc:s harborin¡¡ planoed tcqU<nce ali .. 
ratricrion &apeol lcnatb polymorphism (RFLl'o). In thio 
approodi, 1elc:crioa is ooly appliod for a>inteption; any poac 
convenion uúca • an u111electc:d evcnt. This noid1 wcak
ncuim praent in previow approaches. where diroa seloaioa 
far ¡ene alUYertants raisa thc pogibility o{ multiplc aou
OV'a'I to explain iu pncration. Characterization o( lhc gene 
ooovertanu obtaincd throuah thio approacb allowed 111 IO ova~ 
uatc thc imociation o! rccombination with FDC amvcraion, 
tho lcngth ol coovenod lnctl, and thc role of llC<JUC:na: hcterol
ogy. Our ,.,u)U show that (i) """"º''" cYCnlS are úcqueatly 
a=mpanied (989') by a gene <Xl<IYenÍon event occ:urrina 
ncarby; (ii) gene oonvcnton evcntl frcquently encoms-- more 
than halí ol the length ol thio ¡ene; (iii) Ff1C convenion ""'"'" 
display a stroas polarity, favorins tbe pr91iCrvation ol incomiaa 
aequcnca; (w) °""" amaD arnounu (IHK.) ol 1CQUena: di>er
¡enoe bne 1 llrnq efea on reoombioatioo úequcncy; aod (v) 
thc MutS mimlatch rcpair syslcm play. an importan! role in 
dctenniniaa tite &engtb ar gene comocnion scgmcnli. 

MA'rBIUALI Al'fD Mf.1'9005 

.....,..._ ... malla.f' ... riudiaoolislnimlJ'Cf'CgraninUfmcdium 
(25) ll J7"C. AIU:obiw" ~ti IUUK werc JlDl'D ia PY mcdiaun C27) al .xrc. 
Aatibia..ia wett ldded to t.bc media wtl4't ncedcd at lbc Cotbriq: coocc1tn-

Uoai (ta miaupam1 p:r millilit&.-r): t.:arb:ttiálin. Jl'.XJ', c;bkmm¡ftzliml 15:: 
bmlll)dn. 15: müdilicacid, l~ !iplCtiaolll)Qn Kit. •d tehqCliK, IO (E. d) 
cr l (R. nli). For wk."ttDI ~ cboú:w Qperimcnb. 5-lromo-+Oloiu-3-iad~~ 
p.o.pia'*"'ao (X.OSI) wu ald..'<i ID UI plala 11.lO ...S mi-'. 

c-.11 DMA ............. ulll. ----· .i U. ll#JJ ame. Al DNA 
m.ipitlaücn1 ftf't doae .u.g ..man.! prnoedua (31) . Mott oI !be~ 
tnmlonutbn cmpqed~coi DHS• as aholl (10}. rc::RI wewedoE 
marea.,.,.~•""1PlaWoom"'9H;p.FilclilyDNA~ 
(111\'ilf'CIFD.) lor •otapw:ii• and °'~ationlJ T.q DNA polyn:nc kir nalyl
. • • P<r liloUtn, T4 polynodeobde ligaoc (Amo.._, Bio. 

Rlllrictian CIU)GDWUC pudualiCd from dinnc C!OlllpmCt 
• k> tbe ,...,...od1uiom d llN •"Wfier: auaam olipm

. d at the Un del de Sfmms de Otigoaadcótidos (mi
Ullionnidal Nacina.J AD16aoa de ~ Ml!Uoo). 

d. tpOCiAc rc:mGbJ. lita iuo .. •tll "" ... done by • 
. .., PCltmu ....... """""""' (>11~ llpeGllool;pmdoo-

MX" Tat* 1) malaiaing me a nwc modiled ndeotida &o TI 
· · • at llm Umc o( po~ ...ie doiipd. Olt~ 

(dlhn trm'15ilio•ar ~o•)~ •red. ..O~U.: 
*3pot<Ómrilc nn codtm1. Toinuallloemll&llÍOlll.IWo PC'R 

ttnerued. mq ebhat llhJ Hhu:k~rl princtcoabinKioli (fWOd-
bp) "'""' Apolo/Xbol .... bio ..... , ... S57bp~ ............ . 

frora ll flli O'N42. Botl1 ¡ndllcn wni: pi pmrilkd. .... • 

Dkil (Bo 101~ 'Tllo puri8od PClt ~""'- l""dna. 
bl mia),and IODClk:d(116lJ°Cfa1 allln), t.U.,.drl.NFof 

1 lDO-bp aw:r~p 1Jclwcc1 batb ptccb:ts. A mi:mn cí di.e km~ 
dnidCI U wtl U l"llúaum T., DNA ~mlC 11111 .tckd to tJc ._., 
mil•u~ •d i9Clilblud at 7Z"C J0r 6 Da ID..,_ IU ~o( 1 ~ 
.tfll....-.An.erall.il, lhe Hind• llf1d xi.tctlip~WICH ..w kl 
tMrni:Wn .t.ubjr~ aoPCR (3Dcyd1:1withdcmi111*iooat9TC'lor1 a., 
._.,llWCbl ..U..1tdat.cmian117Z"Cforlmill). 11iePCRpraducu 
_. dmod ÍllO pUCIO (") ami aulyad IO ..,;{y llle ..,_ <Í llle 
l'CIU'Í:tiOll as Íll lle..,,, mpcru. n.o ruD .. ir.cd ""'' dom::s wcre d:u.im:d. 
onc coeun.,lhe Hiallll,Apall. and X\el rauicli>a •itn •J thc: acta wíb 
U.: HiadlD. Nwl, aad XbtJ 1ita. 

ne ... proc:eeWH tepeatcd qdical)J IOUIUodUOI .... D1U11Í<*. llÍIJ 
• lnlP*' tM s-octuca el the pt*ltding •cp nd P'imcr pM9 ~ (k> 
iaarodlloe aM~J iD t.llcS' cnd el h FJe)ot ltitdll/Mkalam lfindWBdl (la .. .,-lbs 1· cm d •'11) na pnx::mm pxma l9U dODC1i. onir baJtiari4a 
lile llllllHI ..! ApaU liia in thc 5' e.t oí lfi/11 aal notbcr wü b Mari, 
Ulul, _, lldl aán in thc 3' cnd; lnh dooa lbare a Datioiie B,W aiu ..t a 
O..bd ti,- Hindlll ..tXbll8tn.1h: an1atimawcrccombi.cdiaalia¡Epac 
bJd..,..clllehckn: wúb ,....111 .. dlfllu ..i t11<......im 11C1Daod 
xt..1 mi .-. thc deli:rcd rnpents ioltJ pUCl!il. lotll:ldo:lioa á ~ 
.. ~ .. wriklt t,mmU,..equtadq; bolh 1ci:aa oltb• •odiied,,,;p1 
Ffltbrthc Smpdidecsycbala 1CnftÍ111Lioamclltocl,•lia11 ~ 
qdc .cp::ra.,kú (Aftnhm ttimcimi:a). Oligon•d«xide1wcrc 9bdcd by 
kiaai• wdh f..,...Sp}'tp ad T4 DNA ti•K" (AmcnbMa li~). Se· 
cpaici1g ladi;nJ wn: d~cwd in"" pdya"!ymnide.-3 Mara •is. 
llaidcs IJic plaDacd nitalKJm, 3J>OllWK:Om KfP:DCC m..c:a. pcrimps aar
riag ~ lbc mctn1iw: PCR IU:pl. Focn&cd • aow:I ww:ru ••. A..,, of 
t.iKl tckvanl restrictian 1iU?t ín the ttifH JICDC is lllOllll in F'lf. L F1 
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G-+C 
C:-.T 
G-oT G-+C 

-5 ... 
-3 

H 

1 

120 

B 

A-+GT-+C 

1 1 
278349 

M A 

G-+C C....G 
T-.C C-.TC-+G G-T 

560 

N 

1 1 
692 825 905 

828 809 

MI Be X 

FIG. l. Locadoas oC abe nudccxldc sub<lilulilos lnaodua:d oa dio 
•ifll ¡coc. Numbers bcloor dio llorizoaw U.e llldkal< lllc pooilioa oC 
lhebue.-l1Uliool(sbowdob...,tllcliac)wilhrespocl10tbc...,-

~=~::.:~.:==J::".:;:"!:=: 
oodc (H, Hlndlll; B, llutHI; M, Matlll;A, Apoll; N, liarl; MI, Mlal; 
Be, lkll; X. Xbal} 

a.mwaan .,1-.Wlhlt ....-- Fa cmarucóoa oiimrsnMTOCldl. 
pl'CZOR (20) •• inaliHal by imLrtdaa.ion d m RD onT llC[OUCll (29, 46). 
1M .. dca< bJ ICll oolptifaóoo 1ro1o pEYMI (47). .... moan-...X 
~ tll11 muodtail:c a Xilol IÍLC. ne PCJt. pmcb:t.,.. dom:I iruo 
ti.e .. Xliot •u: io plC20R. nis ... aul •• ftQ.Dr ror iDllDIUU:m. by 

Hindm.Xbat ....... and lipOOo. d lh< - ·l)p< ol{H --· "" ,,,,,, 
1ea.c batniag tk eP, Rf1.rJ (fÍI. 1). •d c:l.IEr """"-. ad • '* bnilJ 
lhc llWlaloM Hindo1. BUltn, waem. IDd ApaU • üc 1• nd of,.;pt arJ die 
mbcr with ltw Nlfl, MJuI. BcU. aod X1*I 1D111.aáom ia thc .5' mm. Fí•lly, a 
1.a.tb ftiodllJ..Him!lll actntydimc ~ mDCIU& Can 
Wroduad il&c> cada ol lhc.: ~ JM• rile '° pMCD. 
ud pMC63. rcspactft;. 

To lirnptify camq,.11: lldecdo. il h -IS t.dlpotmd. 1 
11n1 dcl'inliw.l &mi pMC1 J w. cau;tniood t,. •MitutJm d 
ltindmwtrar;ydi1e~ai~•.alha2l.kbl·líndllJ.J 
raiHancl' camca.1:1 ítom pHPtS0.-1'.a (7). rils r9t IO pJOUJ&. 

,......, dwacatalMI ti ........... ~ 
JWJ./f2 lci-J °"""J WIU1 .,E# m:AIJ. dirua---1 
(ic:-Mu. Km..4"17]) tra bCd • 1 b• fm mo;..r.c 
pl...nids (42). To l1D1 ud. ••itmaual IUldp 'nn wt 
betMXD &lrnclM mli 517-1 h.atboriq lb:: de1ftd pi-id 
~p..n....,.(47); .................... -byib 
aalidiü: ..id •d tetm:ydme . .. m• QUU, R.. ni o:NX5S (J6 

lMJC dclcliOA bi. le'DJll'CI lWO of die tmu""' pDlll il )dyll) 
recipinl. To ewmte lhe i9drpc8duc:e r:I lile oblawd 
coajupld apcrimcms ~set ap, recainiq 1a1 ~ lb• lw 
ilobtn from ea apnimeaL Teta! ~ wu itol.tal iom ea lnnDlju.. 
pit. aod ••\'n:d t, PCR widi lpCCific ¡rimm (kfi PCR wida pian 1 ...t 2. 
n,1>1 rcRwi<h "'"""'mi~ ffc. 2) 10..p;fJ...,_,4fpalucb.Alldiu 
PCRp ....... ..,.pw;todl>J .... C...ikp .... -(A¡>plial....,.. 
ten)~°"" diarJtioo•i.tb raUKú:ri eazr-, ~ of~ 
ÍNQix:&'Y win l'fptlltd ll ltM JO lim• nd 111e apN8d u lcmN of 
tramcmju,.ni. pcr rceipm. Cl!ll ± 11:11dlrd dirwiltlon. 
~ "' ..,.... cna-. Th íduc • R. ,,,. .,.. brboria¡ Uic 

dalrcd RFl.Ps m lhc "'fil c:opr in pSJ-. p9smid pMCll •• t:r..Útn\.-d by 
o:injtptUI 1o R. ni Cf'N>31, ~ illkpub by~ re8t1DC1.: t.o tttra
q'dine. An miesra twtoiq a amx a.wnioll cwm ~1 im a...m. 
MadU, Ap1U, 1nd Narl a.u. - idllldilcd t,' PC1L F1Dm ~ llnil, km d 
pMCll l>J.,.;,¡on-.......,¡l>Jdxclirf*P.eolory-l«11<nqclao-
111:nai~ phcMl)"p!; tlanc wcrc íoud 11 1 ft~ DÍ 10-f. 1bc ca:iNat na 
••lp:cd by PCll 111d mlrictioo a91Jsil w "'-riry tJie meatioa o( lb: •mHJ. 
wmn. ApaU md ,.._, ..-.. 1M ara callcd a:NX~ ... tka med m 
.,._,...U..pMCDpl-"I( ............. ..,,,_..,..._~,,. ...... 
wt aaaJy.icd SO 1~--a:n., froltl 10-.....- aparimenlL 
~-•..., ......... Tonüa.acd.c .. ~á~-rl 

rcpair .,..em in¡ncccmimiloa. wr:~ mli:a CJ1NX1U6.1 .. ~ 
deriw.1Wt ífOlll.R. t'll((J. M. ~. J. 7..alita~mdD Ro
m.:ra. ~ilhed data). Tllilllnintmbm'l 1krspi..niosialhc.....S1'M, 
Í#Wn'UJSin¡ PJdoc 292. iUlin O'NX1Q5 W. sdi&ed by ir-ni• 1 l.rp 
delction 011 pSJwr1 hit t limiutot two d üc bue 111/11 F1ft. Ua¡ lhl rcic:am

llU.aion eabncrmna ~ ~.,.an (47). In dli1191tN, ariwtian ol1 
supcrouaerary rcplicitimi migia oo pSJm lcadl to thi: bip.6eqi1e11q f!DCrl
lU! ora drletim ot pSym idcatic.J io lbc me ill stni• CFNX55 ('7). 

GENE CONYERSION IN Rll/ZOBIUM ET/./ 

To apply lhD .,.-:na, plMnid pEYMIJ, barboÑ1!; c;nl'from RJC2 ("7) wa1 
iatcrtcd by m.¡k..at'lllCJWr n::co111bU.tioa iAlo a11e oí the lfiPI FOCI á •nin 
O ·NX71'.r\ .ellctitig inlqnnlll .,. Dir ttshd.&J'IQ! 1n bnaayciL To aerivlw 
rcpic:adoo &om d. ~mpn. p91111id pEYMS, e~ thi=: tep· 
im.ím mua.ar piaseia .µ Crom RXl, W111 iattodumd by ~tD: wilh 
ICYCfal ÜIU'paalJi'; ltamCDlljqaa11 ~ K:fcacd ti,> tbcir rainaacc 10dknm
¡D1jgoL <>tu' 2Y.I d t.W dalonmphniwl""1illnt tnDIC04jupat1 lliiu di11-
PllJUd thr km of tbc tu.,Qa reiillanae oatker. ilidimtint tbo ptcaeooe d 
pomib1rt ddctn.mpSyn. 1be p~ d.thu ct..ired ddrtion .. ~ by 
-~dplaw:Didptdlln(ft..~a 107-klldd~ID'laiJISym)atn:Unby 

Soal.bcn lyhidi.tioo ••• 1 f!li/Hprobc: (dila ool iiftCM'll). Sposrtuctu bu 
d pl!YMS i>om l1E Mlld".Dr.lp derMUYc hatbcrq lla deiiNd deletion WH 
....,ud bJcMcliog...,...,,""'rablcslor1cbloam¡ftnJool...-p0c-
1oe,pc, JiriltriclOtniaCFNX712. lbil-.rainwalkaual••rcc:ipirntin 
en.a .nth p1-id pJGm:?A. Fifty 11amcuo_i9m., canil¡ fta11 10 ~a. 
dtlll ~- wcrc 1t1atyud • desaJllcd bcf.on:. 

JIESULTS 

El:porimenlal slnll"ll!'. The nl/11 multigene family hu three 
aimplctely idcntical members located on pSym. To evaluate 
thc lcngtb 1nd di1tn'burion of sene rorwc:nion tracll in thls 
family, one o{ thc nlj11 genes was modified by iotrodueiag 
•úislc-buc-pair changos approximately every 100 bp alon¡ lhe 
gene: sequcoce, as dacribcd in Materia.Is and Methoda. T welve 
diferent cban.1e1 wcre made, ¡encnting uaique recaanition 
si tes for cight di!ereot tesJrictioo cozyme1 (Fig. 1 ). Sucb mod-

1erve as c:oavc:nient 1andmark1 to evaluatc the csten
ne COllYCfSion trad1 (see below). 

·6ed ni/H gone "111 iotc11od into a plumid (pMCll) 

4 ---·+: ~ 
4 • WitholA 

1 conwralon 3 OOIMll'Sion 

·~··4'w 1.-
2 4 

1 Double IÍ188 3 Double aillla 

b ~ iiilidiih:-··~ 11 I+ 
2 4 

1 l..ack ol 8ileS 3 Lack ol Sitea 

e ~ , ........ t¡¡w !+ 
2 4 

AG. 2.. Elpcrimciual 111atcgy 10 de1cc1 gene C'Oll\"Cftioa usocialed 
lo coíaq:rltioa. A lbadcd rectaa¡lc rcpn.."'4:ftl1 tbc t:lftl pe bad>or
ia& diflCruol RfU'I (Flg. t); die open "'"ªncle ~ 10 die 

:..~~=~ .. ~1~iw:.·.==:=' 
·-tllm: difercnl IJPCI ol coiDJqr&IC, depcttdio¡ .. ill -~ 
ble l5SOd11.ioa witb IJ!nc: ooavcnion. In typc a. • lia¡lc ~T is 
ll;Jiclcd. wtdloul gene: "°""'nim. \4in o( lites oo botb-. ol llle 
CC111-(1JP<b.lilesAmdN)<rloaolsir.cl(1JP<<,lli,..AudN) 
lo~ uevi<bc% oC F"" axn<:nioa. Thc pimcn mal 1a ampJly 
cacll lidc o( tbe rointegratc ~ indK:atcd by numbcrcd arrowbclds. 
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that can be transfcrred by oonjuption Crom fucluriclUa co/i to 
Rltizobiwn etli. but i1 is unablc to rcplicate in tbis lattcr bosL 
Thc rccipfcnt Cor auch aoaca wu Rkizobiwn dli CFNXSS 
(36). a derivativo lhat harban ooly ooe copy af the wild·typo 
N/H gene. Upon 5in¡&o-c:ro1SOYer rccombin•rion in thil llraia. 
thrce type• oC roiale¡rahOs are po11ible (Fig. 2~ The fint type 
cntail1 oointcgralc formation -without amociatcd sene mover· 
sion (fig. 2. type, a), whiJc the other two involYe cointegrate 
formation auoc:iatcd with gene convcnion. favorin.g either in
oomins acquencu (type b) ar endogenoo1 scquena:s (type e). 
AJ 1hown in Fig. 2. thHe type1 can be easily distin¡uished by 
lookin.g U thc dillribution oí rcstriction 1itc1 in botb 1id.es of 
thc coin~¡rate. Typc a rcrombinanm h11VC only a rcdütribu
tion or restriction oitea at tbe.,........... poin~ wltile typel b IJld 
e dilplay an incrcase in thc numbcr of re1trictioo siles (OOublc 
pin. type b) or a rcduction in restriction 1i"'8 (doublo los, 
type e). Tituti, lhc nu.mber and position of ratric:tioa s.itc5 
modified in thc gene conw:nion evcnts aUows an cvaluation oí 
thc len¡th and po1ition of gene convcnion tracb aJona thc 
,.;p/¡cne. 

In this experimental approach, 1election is apptied only for 
a:>inecption af tbe plasmid.; no sck:ction what.IOe\fcr w. ap
plied m rccovcry of gene convcnion evenbL Tbil ¡, an impor
tant dif'erenoe wilh previous ltudies. because it minimiza tbe 
likelihood that gene a>nvcnion events arisc 
forrare doubk aoGOYCr events. wbich wouJd mim · 
vertants. 

lndcpendcnt isolation oC both údcs o( the 
poaiblo through PCR arnplification, using primer 
amplify either the loft side (primen 1 and 2) ar 
(primero 3 and 4) or the cnintegratc (Fiji. 2). Thcae 
ucil -.::re thcn 1ubjcckd to re1triction an..,.._ 1e 

Ínllanea in which artting with • specific enzysne 
both Peles or in ncilhcr siete oC thc cointeptc; 
intcrprcted u eumples of 1enc convcnion. 

Crmmnr ftlKJU an 11tron1'7 a..xiat.d wilh 
Don. To naluatc the amociation of croeovcr 
gene conven;ion. cointegrates bctween pMCll nQ& 
eight dilfercnt RFI.Ps) and ]Dym ..., .. sclocted, u deocnüed ia 
Maleriak and Metbods. 1n R ~lli, {ormatioa ol minaeptes ol 
thi• kiad is •trictly dcpcndent on =A (.50). lntc.....U.'7. wbcn 
plasmid pMCll - wed as a donor, intqrant& werc obtained 
at • very law frequcncy (1 .63 X 10-7 :!: 0.52 x 10-7~ Efi¡ber 
integration frequcncics wcrc ICCD whcn plamúdl 1ackiq 
RFLP1 (pMCD, intqrarion frequcnq 1.6 x 10-•:t O.OS X 
10- '¡ or with RFlJ>s only on the S' boJf (pMC32, 1.18 X 
w ->:t 0.12 X 10-') or on the 3' half (pMC63, 6.6 X 10-6:!: 
11 x 10- ') of the aen• were used. Thus, the low in1qntioll 
f=Jucncy obsetved with pMCJ 1 may be ottributed to degree 
OÍ sequen« diver1<nce (1.6%) betweea the rcoombia;.,. IC• 

qucncu. A similar Hruaitivity o{ recombination frcquency liO 

dcgrce or heteroloay has been cbservcd pncvioudy (33, 49). 
DNA wa1 purificd from SO independenl c:oinhO¡rahOa witla 

pMCJJ and subjected to separate PCIU to omp1ify thc lát· 
and right-hand sidcs of each minte¡ratc. which "M:n: then 
oubjccted to restriction analysis. An Cltlltltple oC these anelylcs 
is diown in FiB- 3. In tbú caac, diacstion with BamHI, MacW. 
and ApaLI wu obsetved for both oide1 oC the cninlcgnate, 
wbile restriction on onJy one úde wu obseJved for the remain· 
ing enZ)'mes. This indicaa.:1 that a contiDUOUI Fne coavenion 

J. H ..uTIORJOL 

H B M A N MI Be X 

1Kb 

H B M A N MI Be X 

e+§81 

.:~;..} ~ot".~~.::tca:..tcgnt~::.ru 
(Fla. 2 ud Matcrilll ud Mct-). Tbcoc prodaca w.rc d9'slcd wil1I 
...... 111 - cnzyincs (H, Hllldll~ B, llllnH~ M. Macm: A. 
ApoU N, Narl; MJ, Mlul: Be, Bdl; X. Xbal) and aulyz<d by oprosc 

(top~ Note that both diles oí tbe colotep1tc-. 
Hl, MacfU, ood ApaU, Indicad .. 1 f'8C COIYC1llotl 

ng thclc martcrs. Thioi i5 summaril.cd la the brcr 
... .. (Uwlcd bar, n:1it>ns tJ( nJ/1/ aot lttbj<aed ID lf'OC 
bloct bor. rqlon aodol)Ding!F'ne convcnlon t!Mlrds pin 

). 

1ing thac three lites bad ocx:u.~d in this par· 
• tegrate. Sincc it is imponible to determine the exact 
al. conYCt5ion1 cxcuniag ~n two marken. thc 

e bctween two rcstriction sita wu choien to rcg· 
ad o! ewry oonversion CYCDL 1'bu¡,, this partlculac 

eveal was roughly 400 bp in oizc. 
4 show tbe rauJt, obtaíned far the 50 dilcn~nl f..I 

a>intc¡ra&el amlyzcd. Four cla11e1 ol evcntl wcrc obscnied. 
0-C. A to C repreaent difereat kind1 o{ gene convcrsion 
eva1ts, wbile dan D compriscs croaaver ~ntl not anociated 
with .... OIJll\'el1ion. lntercstinsly. 98% af the events (49 out 
oC SO) CaD in tbo oanvenion el uses (A to C). while only a sinslo 
eval wu locoted in the no-cnaverúx> claH ( class D, 2% ). 
Thus,-..r Cormation is frequently aocornpanied by a ¡ene 
convcmo. nenl oa:urring nearby. 

Stnetwe al&•• conftnion nnts. Ous A nenu {contin
oot11 aene oomenion). such Al the one "1own in Fig. 3, were 
more fnquent in this sample. F"tfty.eight percent of the iwles 
(29 out af SO) belooacd to thi• claa. AJ shown in Fig. 4, 
o:J1Uiauow sene conversion tract·1 ranged in lize from 1 SO bp 
up 10 800 bp; more than balf o( the mcmben in this clan (17 
out of 29 wcall) di:lplll)'cd continUOU6 pnc convcnion tnci• 
.. lc.i 600 bp in ..... 

1bc 1ccond ID05t frcqucnt dUA rorrc1pond1 to disoontinu· 
ow Fn< oonverlion event& (clan B). Memben ol this c1a1&, 
e-irtiJ 26 .... o( thc iaolah01, display - tracts or oan
tinuoUI ,em: coavenion, with a marlccr or two between the'1C 
tradl that do not display pne a>nwmion. Tbe mast c:omplu: 
dut corncsponds lo the bipolar cn ... rsiont (clMI C). wbich 
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H B M A N M Be X Lm¡tb aod. di11ribation of &•• mnftl"IÍoa traca.. To cval
uate thc lcngth distn'bution c:l sene amwnion tracU, a>ntin

uous and dia:oncinuous claAa """' analyzed scparately; bi
polar amvcnKm1 wcrc induded in eithcr thc amtiauous or 
discontinuous clus depending on architcc:ture (F'111. 5). Thc "' 
rir.e el the convenion tract wu evaluatcd for each clDA; iso
lates harborin¡ a continuou.1 convcnion mntributc onlywitb a 
rinal• tract Jo Jhe totol, but ilolalo• in Claaol B and e con
tribute witb two or tbree tnlctl, depending on atructuno. Tbcre
fcle, tbe data in F'ig. 5 IR b8led on tite analylis of 72 conver-
1ion tracb. Gene coa\lenion tract lcapb for tbc continuow 
claa rcvcals a bimodal distributioo, a:ntl:red at l..SO bp and 600 
bp. Tbc di1CODtinuou1 tnctJ. in conb'•t. show a 1inglc unim°" 
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5 

1 1 1 1 1 1 1 1 

10 h @W@,1 Wij 

A 1 tmg:. *&í*h&--· .. 6%1é 
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.... m rn1 

dal dittribution, oentl:n:d at 1.SO bp. ThiJ is consütcnt with an 
interpn::tation thal c:ontinuou1 1ract1 are fonned through thc 
cooperation of two separare proces1c¡, such as gap fillin1 and 
hcterodupJcx c:orrcctioo (ice Diacuaion). 

To cvaluatc ir ali tbe cites are cqually lilcly to participate in 
a sene mown:ion e~ot. rcpn::1entarion of eadl sito in convcr-
1ion tract1 wm countcd acparately for both continuous and 
di1C011únuou1 evenll. F1&Ure S show that forconlinuous cvcou 
tbe ICCton conlllining Jhe BnmHI, Maelll, Ap.U. and Narl 

A 

ti•k.,; a 

D l 1 1~-H#d~M·#'R!!W"~Wíf"""'·~· - ·"· ' 'f 150 300 400 600 700 800 900 
Size(bp) 

FlG. ~ Struclllrc oí FDC comcnioc UXIS oblaincd apaa inuo
doction o! pMCl l buo R. dll CFNXSS. The RflP map ol ll>O •ifll 
Fiie Is shaw11 on lop u a rokreace. L.euen as the left side represen1 
thc four roincesnce d1111CS foulld (A, axuiaOOU1 .,,,.,.,,.ioa; B, dis
coadnuous coDYCnloa; C:, blpnlar .-enlom; IDd D, lliatlfc ~ 
with m C\'idcnce o( p:nc rocwcnioa). Values indicalc thc llUlllber o! 
ilota"" with the cormp>adill(! coovcnion lrxt. Block ban _.,.., 
lhc e11ent of pie coavcBioo uaa' towardi matter pin; whilc ban 
inda1e ~ comoenioa traca sbowiog ~ 1~ maded han are 
rq¡lom na1 subjcacd to FDC "'°"'nion. Noce lhll- romcnion Is 
biased 10Wanls muf<cr ~ 

rcprcscnt 149' of tbc ilol•tcs cbaractcrizcd. Mcmbcrs of thls 
clus di5plll)' at ~ut rwo convenion ncts; tbc1e ttacu u-c 
clcarly disoerniblc, bccauae one ol tbac display¡ pin of sib:s in 
the converwion tract (double pin, Fig. 2). while in the othcr 
tract the reatri<:tion sitca...,.. at.cnt(doublc losa, Fig. 2). ln a 
single isolatc. tbe c;ontruting mn~nion trxtl are ainti¡uous. 
whilc in thc rcst thelC tnda &11' sc:paratcd by an intcrvcning 
markcr that docs not display ooovcnion. Thus. clus C ronvcr
aions are a míxcd clan that contaUu both continuow and 
discontinuom; cvcnb. 

B 

"' .. 
.. 
.. 

H B M A N M Be X 

Rellricllon 11119 
FlG. 5. SU.. -li<XI (A) and posibom (B) im<>lvcd in ¡;cae 

coavmion cveam. Dam are dertved lrom Fw, ' · For both pucl< 
vcnl<ol bladr; ban """""""' amlÍJMIOtl5 u.:15, whilc sbadcd ban coc
rcspond U> di!il:nndnaous trac:u. Tbc lcucn in paDCJ B r"qm5Cnr 1bc 
difercnl RFLPs. u shawn in fig. 1. 
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marken are equally likely to panicipale in gene '°'1Wnion. 

Particlpatioo oI thc Mlul and BdJ marlo:r5 is; mmcwhat re
ducocl, whilc thc Hindlli and Xbal markcn wcn: DOI indudcd 
in the a>ntinuous convenion evcnts anaJyzod. The lact o! 
panicipation oC these two terminal markcn may be artüactual, 
duo to thc n:duced homology availablc at the end of the gene 
(Ft¡¡. 4). In oontrut, Cor thc discontinuou• evenu, thc BamHI 
and Narl marken an: included prdcrentially in convenion 
eventa; marken tlanlrin¡ thcsc n:,;on.. IAlch u MacllL Ap.U. 
Mlul and BdL wore poorly rcpnneni.d in diiCOlltinuous <00· 

vcnioo cvcntL This su¡gcsts that continuou1 couvc:nion tracts 
cnrompaains thc BamID or Narl marb:r ~ a 1i¡nilican1 
probability o! terminalÍ"I in tbe marb:n aurroundina tbem. 

Bi...d tnmfor ol pmlic lnlumalioa b¡ sem ..,......; .... 
In thc .,.iem dcscribcd thuo far, - have token advantage of 
pin ot io.. o( marken in both lides o( each cointetp'llle (dou
ble pin and double lo.., rapec:IMly, Fig. 2) to dctc<t a gene 
convenion cvcnt . In principie, both kind1 of convcrtants 
should be observe<! in the ume propot1ions. Interestin&Jy, we 
found that convenion is 1trongly biucd toward1 thc doublc 
¡ain clus. From F"t¡¡. 4, it is clcar that almoot 90% of the tnelll 

cbtcrved (64 out ol. 72) obowed pin of sitn. In &et, tbc fcw 
tracts dilplayillj! io.. ol. IÍtca oome adulively from class e 
(bipolar) coavcrtanll. 

Thís lack ol. matlcer pority mll)' be aplained 
eontrasting hypothesca. Onc altcmative is that ali 
employcd might have an intrimic repoir pn:fa'e 
thcir use u templales Cor heteroduplc:x repoir 
type ocquence af thc rtifH gene. A _.,.d -ibility 
obserYcd bias may arise as a consequcncie of the 
thc reoombinina sequcna:s are broqht logcther. 
upcrirncnlS, the ni/ff eopy lwboring the RFLP 
introdueed by amjuption from EKlvtldtla coli in 
otroin bearin& a wiltl-type ni/H FDC. In thia euc, 
biao ia favorin¡ convenion towuds doublc pin 
the inoomin¡ sequcnce) ratber than ib rHtontio 
type aequcnoc. Thís mll)' he aplained, undcr the do 
break repoir model o( recombiaatíon by ayin¡ thai t rca
dcnt copy prclcn:ntially rcccñics a doubic•trand cut. tbu1 bc
ing a receptor of information ( ... Diocuaóon). 

ThOle hypothnes may he diatin¡uished b¡ uchan¡in¡ thc 
ronfiauration of marltcn portiápatin¡ in oonvenion, putting 
thc RFLP markers in thc rcoident a>py. lf tbe bias is due to 
prefcrential repoir, oonYCrtanlB lhould be otill biased -.roo 
doublc p.in; if the bW is due to prefcrential cuttina o( thc 
residen! aequcnee, thc büu shoald he revcned towardt thc 
double IOD clasL To that end, the BamHI, MaeIII, ApaU, and 
Narl mark.cn wcrc trandcrrcd ID tbc rU/H gene pn:1ent in 
pSym of R d/i , gcneratin¡ lltrain Cl'NX704 (•ce Matcrials and 
Methods). Plumid pMCO, harbonn. a wild-type nl/H IODO. 

was introduccd by mnjuptioa into 11rain a:NX704 10 pmcr
ato 50 indcpendcnt mintc¡rates. which wcn1 ICl"ecned for con
vcrston u befare. Thc l'Calltl ol thi1 expcrimen.t are dtawn in 
Fig. 6. 

Exehangin¡ thc oonfiguration of marken does nol greatly 
alfect the propoltion of thc difucnt l)'pa ol. oonvertants; 511% 
oC tbc ilolatca: wcre "in dllll A CODYCrtants (continuous gene 
conw:nion). Hawcver. thc:n wcre idight dil'cn:ncc1 in thc pro-
portion al clasocs B (d iscontiiwous oonvenion, 16% venus 
26%) lll1d C (bipolar oonvcrtants, 26% venus H% ). More im-
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Sttuanrc or p:nc IXllJYCnlon traas obWned upoo lntto
pMClJ iato R. dll Cl'NX704. l.<...., at tbc left sldc rqirc

c:olmesr•tc - lound (A, Q>llllnaoas """"'nioo; O. 
..-rlioo; 11111 C. bipolarcom<niots). BIM:t ban tq>-

..,..,. or,....-. 1raa1 .,......, motker plo; q¡., 
gcae """'°nic» tra•U sltowiDI - loa; sfiadcd ban ª"' sal>jectcd ., ,,,... txJOYmlon. Note that 1<no """""'· 
taWarcll marnr -(H, Hlndlll; O. Bunlll; M, Maelll; 

N. Narl: Ml MM: lle, BcU: X. Xbttl.) 

• convenion bias i1 DON revene.id towards ka oC 
Ncarly 82% ofthc tr1'Cll oboeno:d (68 out o! 83, Fg. 

double markcr loss. A¡ain. thc fcw cucs diaplaying 
arkcr gajn oomc Crom the bipolar dal5. Thcse resufts 

in thil l)S&em, gene eonvenion il scron¡Jy biacd 
1Dwud1 thc acquis.itioo aC marken prcscnt in thc iDooming 
leql.ICQCC. 

MutS mi1mattb np1ir IJIWm U aa importaat dtMrmiaaat 
r.r loacd> or...,. axnw1ioa -nis. Tbe data preoenlcd 
bcre su.gc:st that continuous convcnion a:pncnb: may be 
formed through the <X!Operalion of nwo separate proce-. 
web u pp filling ami hctcroduplcx cofTCCtion (•ce DilCU&
sion). H that were thc cuc, inactivation of the "MutS .,..~m. 
one ol the main system1 for ruismatch oonection in bacteria 
(33, 49), would instiptc a marked reduction in the lcngth of 
gene oonvcnion 1egmcnts. To cvaluatc tM1 pouibility, • bna
m,cln-resÍltant dcrivative o! pMCll (pJGuo28, eontainina tite 
ci¡ht di!'ercnt Rfl..P¡) ws intmduoed by mnjuption into an 
R etlJ muJS::Jad'Sp derivativo that harban only ooc oop)' of 
the wild-type n/fll sene on pSym (otrain CFNX712, occ MalC
rialo and Mcthoth ). As apccted for ltnocltin¡ out onc o( thc 
main burlen for recomblnation betwcen divcrgent sequences. 
Ínle¡Bllll werc obtained rcadily in thia mutant bact¡round (at 
a frequcncy o( 2.8 X 10- •:t 1.49 X 10- •¡. This frequeocy ;, 
3().fold highcr !han thc onc obtained upon transfcr of pJGul28 
into Cl'NX55 (1.54 x 10- ':t 3.84 x 10- '¡. 

Thc analyois of SO eointcgntes obtained in the nullS::Joxl'Sp 
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FIG. 7. SUucum: ol ,,,.. maw:nioo tncts oblaiocd 
duc1ioa ol pJGa121 into R. <tli CFNX712 (-S::larl'Sp 
tbc kfl Udc rt'pl'C!ICDt the lince cointqnte clallcl 
tinuoas comer.don; B. dlK01&iaoo11 cooversH>o; 
-). Nambers bldkale tbo omoaot al-es 

:.=:.. "'::.~::'~ = ::z:o:=."" 
.... 1oa ll'ICll -..--.... dod ....... 
jcaed IO - tollYmion. (H. Hladllt B, llalnHI; M. 
ApaLI; N, Nart MI. Mlul; lle:, Bcll; X, XblL) 

dcrivo!MisshowainF"ig. 7.lndlismu1llnl 
""' ...., eidi..- on the pro¡xxtioo al d.: difcrmt 
da... (A, 62~; B 24%; C. 14~) or on thc bias 
acqu.isition of muten present in lhc: inc:oming KQUCDCC (62 
oul of 68comcnioll 1n11:111 displllyod doablc markcr pin)- Stn'k
in1 di!em>ca ""' detected, bowe .. r, for both tho longtb of 
gene convmion tracls and tho occton covered by thClle tracts. 

Aa 1bown in f"11. 8, both thc coalÍDUOUI and dÍllcoaÚDUOUI 

ITacls oblaincd in a mutS back¡round displayod aaimodal dis-
1nbu1ions, ccnlercd at 300 bp and 150 bp, rcspec!M:ly. In 
oontrast, continuous convcrsion tracu in the wild·typc strain 
di"Pll)'Cd a bimodal diauibutlon, ccatercd a1 ISO aad 600 bp 
CF"IB- S). Morcow:r, whilc far coatinuous tradl in the wild-lypC 
nrain, scceon cncompaaing thc Bamlll, MaeIII. ApaU and 
Nañ markcn an: equally likeb' ID par1ic:ipau in aeac COJMOr
sion (FO&- S). in the mutS baá¡¡round the BamHJ aad MaeW 
sector> porlicipalc prcfercnlially (Fi1- 8). Bolh thc rcductioa in 
gene mnw:rúon traL1 lcngth and the prefcrential use o[ &wo of 
1he marb:JS in the mutS badcgrouad aupport die: in .. rprctation 
that thc MutS mismalch repair system participatcs in the gen· 
tration of pne OODYenion . 

DISCUSSION 

Tbe data reportod he .. show lhat. whcn two homologaui 
scqucnc::a recombine to form a coínlegratc, thc majority af the 

GENE CONVERSION IN RJllZOWUM EfLI 

products haw a structure consistent with a gene convenion 
evcnt ocxuning ncarby. Thesc evcnts may encompa.~ most of 
tbe recanbiniog scqucncc:L Roughly one balf' c1 thc evcnu are 
repn:.entcd by tontinuous acnc corrvcnion cvcnll, while the 
otber balf show discootinuou& or even bipolar cvcnlli. Morc-
~r. then: is a dcar bia in information tran1fcr, favorif18 thc 
corwersioa toWard tht ma.rten: presea• in the incomin.c se
qucna:. 

Tbcre are two alternativa: to explain thcsc data, onc bmcd 
oa Aster nchange1 and the othor postulating gene convenion. 
As arsucd bcforc ( 40), app~nt sene c:onvcnion cvents may 
be fonnod 1hrough the chance forma1ion ol doublc Cl'ODOVcr 
evenu between di1rimilar aUeles locaced on sister molecules; 
tbeae products. upon scgrcgation, would be smn:d as conver· 
laJlll. Thus, thcsc producls h..., beco dubbcd apparenl gene 
couvertanis. to nftect lhc potsibilhy that thcy may have 
bmed thmugh reciproca.l event:s rathcr than tbc nonreci¡iro
aa.I e~nta that are thc hallmark oí sene convenion. 

Tbc lllOOI likely oceaario for thc formalioo ol lhe,. doublc 
aoasover cvcnta would be alter farmation of the cointcgrate. 
In Fig. 9wc prcaent lhc scquence of e\'ent1 rcquired to ccplain n 
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FIG. 8. Sia: disuibouioa (A) and podtiom (11) lmolvcd in sene 

~:"1~.:':!~p'!~~:~~~~;;= 
10J1 nru, wbilc lhadcd han com:spood to dilconUnuous uacu.. Tbe 
k:uers in paocl B rcpn:gent the dilcrcm RFLPs, as sbawo in Fig. 1. 
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GENE CONYERSION IN RJlrOJB/UM ETLI 

prctation chat thcsc tractl appcar through thc opcration of gap 
filling and hclcroduplc:x correction. Thesc dala liUgc11 lha11he 
MutS miHnltcb rorrcdion l)'ltcm i1 one of tbc major playen 
in mi1match com:ction durin& aene convenion. This ')'llcm, 
hawever, may not be tho only one to partidpate in heterodu
plc:x comctioo. Ewn in its abscnce, cluacs lhat ohould be 
n:duc:ed in .bundancc. such as the disoontlouous and bipolar 
dasscs. are unabated. Thu1, othcr mi1match rcpair l)'Stems.. 

sucb as thc very short repa.ir ~tem, are likc:ly to partici.palc in 
heleroduplca IXlrl<Clion. Similar a>ndwio• wae U., n:achcd 
fo< lhc .1: - oemvar Typhmurium 111/A-IV/B l)'llem (1, 11), 
altboullh in lhat case thc cluuattorization of the convenion 
lnlcls obtaincd in the ,,.,.¡S background wu not ptaentcd. 

Thili model abo explains 1he dooe ..ociation betw<Cn.,,,... 

°'"' "1mation (a 1eleCled even1) and pnc cocvenion (an 
un11:ledAod nen!). Under the doublc..trand break repair mod
el, lhe strong llS80CÍlltion oboerved hore should bo !he nsult of 
a prefe~nc:e to 1tart a aoaow:r in regions with a gap at ieam 
100 bp in size. This will frequently include at least one markcr, 
thu1 forcing thc n:pair of that gap and thc convenion of the 
re1triction 1i1e. Allociation bcrwecn croaove.r formaban and 
amvenioa has bcen ob11erved Cor~ mk!rico aeronr Typhimu
rium (l, 11). 

Thc that ron~rsion is biascd towarda thc incomlng 
is an uncxpcctrd charactcristic Crom our data. To our 
, such a 1trong biu hu not bccn rcportcd prcvi
thc potDblc e:a:cption of natural transfonnation in 

· . In thi.s orpnism, a wuk prcfcrua; to incor
·ng marl:ers hu been obtened (12). Aooordin& to 

break ropaír model, the moloculo that n:
doublc-1tr1.nd break will be the one to receive in
throu¡h gap repair (i.e_, lhe ene to be convcncd). 
lhe 00..rved bias, ..., havo to pootulatc that the 

~.,.,..---.- ~ .. •..., ·. . · not the incoming moleade, is the one that 
~~fr.~ ~~.c...,~ iva a doublc-1trand cut.11ú1 preferonce ahould 

CtassB 
(dlscontlnuoua tracl) 

~ r'1!>i>G.~~~- · nt ways, induding pmeration of a doublo .. trand 
'" H.~~1;; mlapse of a replication fork Ül the re5ideat molcaJle 

(bipolar lracl) and throu¡h lhc operation of cndonuclcmes lhat prcfen:ntially 

AG. ID. Model for - comenlon "OllC ·•JH eeac "', ... -
initialcd by 1 doublc-mud bn:ak. Blad: dots in the bbdt .......,_ 
liltand ,..,,.......i dllrcreaccl in nuclcotkl: IC<Jacnce (l!Fl.Ps~ Aa:unl
ing "' the - break rcpair mude:~ • double-suucl - ... 
tbe n:dpicm molcculc is caluJcd by ..,.....,loo ro 1 pp, (ollowed by 
"'"""cm.a.,.-i pp llNA ICSJll1hcsis (dilaxuimloul lincl). Afl<t' 
tha~ the DNA llctcn>dupla coa1d _... bccawc o1 tbc mignlioo <i 
tbc llollidoy jun<sion. Anuw5 iadiauc the nricntation ol tbc at11 

=·~.!'::."'J.:".21.~~,'t:'l·.,:)' .• im:::..= 
of botb DNA bctcrocluplml:I, IAwrin¡ n:1cmi110 al tbc RFLl'L Far a 
lbort oootinuoUI tnct (das A~"" 11111cot tlatbotb DNA loctcrodo
pm. may be n:polmd llllna tbe wild-l)pe 1eqac11<1: u 1 ll:llqúoc. 
lbu~ thc r4ton tnru 1111)' 1rilc ooly by thc ICllon al' 1"1' n:palr. ID 
dBi B.·-- tncta>ald be die n:11ult alpp raynllaiund, 
In.._ mlslnllCbes, tboirn:palr'"""'1ttg thewilcl-typc cr tbe ~ 
1<q11cna:. For bépolar uaru (dw q, CilP tq>lir tc1alts io uaa1 
bi .. cd toward -U:r pút, wbilc mÍlmltdi rq>lir ..u,g the wild-t)'l'C 
scquem:c • • tcmplae .:>ald rmd1 in marter km. 

evcnts; thi1 'Mll1ld reduce thc reprcscnta.tioo ol. lhc di1COOtin· 
uousdus. 

The reduction in the length ol comersion lrattl in the mlllS 
baclqpuund pRi<nted hen: lend1 funher 1upport to the inler-

an ruideat moleculcs. to mcadon but hlM:>. 
Tbe propooed mechanÍliml Cor the biu -ard• the donor 

lleC(IJence m.,- Uo help to illuminatci the • ., in whkh rointe
Jnlcl are l'••raled in this organi1m. lt 11 commonly thou¡ht 
tbat durina conjuptian, DNA is transfcrrcd u a linear a>n· 
catemcric array tbat p10vide1 flankins homology for tbe 1e-

lectcd marl<er (6, 41). A doublc crouavcr on 1uch a dircct 
duplicatioa Albolralc rould sivc ri1e to an integranL lf that 
werc thc cue., there mulit he a strong bias favorjng tbe retcn
tioa ol tbe rosident aequence. because tbe discontinuity on the 
linear amQ' 1bould be do1ected (and corre<led) by the mi .. 
ma\dl rcpair 111tcm. The fact that· the observcd biu is towud 
the doaor .._nc:<11 rnilitatcs again11 lhia vlew. Thus, we favor 
an altemative view in which thc donor scquenoe is: 6rst c:ircu
larized in thc reclpic:nt cell and then integrated. uRn, aistin¡ 
diKOf'lti.nuitjc1 oa thc rchdoot JCqucncc. 

Althougb thc opccific mccbanilim ¡...,lvcd in the ob1c:rvcd 
biu rcmains to be darificd, thc&e findlngs sugelt an easy way 
IO introduce spedfic mu11tioftl into the R tdi geaorne using 
gene oonwRion. Moreover, il the observcd bias applies lo 
olher, more natural ways of tramfer, thi1 would make R tl/4 a 
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RESULTADOS ADICIONALES 

ANÁLISIS DE LOS TRACTOS DE CONVERSIÓN GÉNICA EN UNA CEPA DE 

Rhizobium etli CARENTE DEL SISTEMA DE REPARACIÓN DE MISMATCHES 

(mutS) 

El sistema de reparación de mismatches en el DNA (Mismatch Repair 

System, MMRS por sus siglas en inglés) es parte estratégica de cualquier tipo de 

célula, ya que forma parte importante de los mecanismos que conservan la 

integridad de los diversos genomas. Una de sus funciones especificas es el 

incremento en la fidelidad de la replicación de aproximadamente 1000 veces. 

Además, participa en la reparación, junto con otros sistemas, de lesiones al DNA 

que son provocadas por medio de rayos UV, especies reactivas de oxígeno y otro 

tipo de agentes (Schofield, 2003). Asi mismo, juega diversos papeles en la 

recombinación genética, ya que se ha reportado que inhibe el intercambio 

genético entre especies (Rayssiguier, et al., 1989). De esta manera, el MMRS por 

medio de la reparación de malos apareamientos entre las bases, puede mantener 

viable funciones tan básicas como la replicación y recombinación en el genoma de 

cualquier organismo. 

En las bacterias, El MMRS lo conforman un grupo de proteínas que 

participan, desde el reconocimiento del mismatch, hasta dejar integra la parte 

reparada del DNA (Tabla 2). Una proteína indispensable que participa en la fase 

inicial de reparación, mediante el reconocimiento del mismatch, es MutS, la cual 

es codificada por el gen mutS. 

Como hablamos mencionado anteriormente, de acuerdo al modelo de 

recombinación y reparación por cortes en doble cadena, se predice que durante el 

evento de recombinación se pueden formar regiones heteroduplex, las cuales se 

forman por malos apareamientos entre las bases. Asi, estos malos apareamientos 

pueden ser reconocidos por el MMRS para ser corregidos, por lo que pueden 

influir en la estructura de los tractos de conversión génica. Por lo tanto, y como en 
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nuestro sistema de recombinación de dos plásmidos estamos utilizando dos 

versiones de las secuencias del gen nifH, las cuales varían en secuencia en un 

1.6%, es probable que se formen regiones heteroduplex como intermediarios de la 

recombinación y conversión génica. De esta manera, decidimos explorar la función 

del gen mutS de Rhizobium etli en la formación de tractos de conversión génica. 

Tabla 2. Proteinas que participan en la reparación de malos apareamientos en el 
DNA. 

PROCESO DONDE PROTEINA ACTIVIDAD QUE REALIZA 
ACTÚA 
lnciación MutS Reconoce y se une al mismatch 

lnciación Mutl Interacciona con MutS para activar la 
actividad nucleasa de MutH 

lnciación MutH Corta la cadena no metilada en el sitio 
GA TC hemimetilado 

Escisión Helicasa 11 (UvrD) Desenrolla el DNA previo a la 
escisión 

Escisión RecJ Son requeridos para la escisión 3·_5· 
ExoVll entre el corte y el mismatch 

Escisión Exol Son requeridos para la escisión 5·_3· 
Ex o X entre el corte y el mismatch 

Resfntesis poi 111 DNA polimerasa requerida para la 
reparación del corte por medio sintesis 

del DNA 

Resintesis SSB Proteínas de unión a DNA, ayudan a 
la escisión y resíntesis 

Resintesis Liaasa Sella los cortes en el DNA 

(Modificado de Schofield y Hsieh, 2003). 
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Para ello, utilizamos una cepa de Rhizobium etli CFN42 mLJtada en el gen 

mulS (Martlnez~Salazar, el al., 2004), proporcionada por el Dr. Jaime Martrnez. 

Posteriormente se generó en ella una deleción de la región simbiótica del pSim, 

desde nifHDKa hasta nifHDKb, por medio del sistema RER (Recombination 

enhancement by replication) (Valencia~Morales y Romero, 2000). Tal deleción la 

realizó el Dr. Cesar Rodrrguez. Esta cepa fue nombrada CFNX712. 

Para realizar las cruzas con la cepa CFNX712, se modificó el plásmido 

pMCll, ya que se cambio la resistencia de tetraciclina por kanamicina, derivando 

en el plásmido pJGus26. 

Como se describe previamente en el artlrulo, se realizaron 10 auzas 

independientes entre el plásmido pJGus28 y la cepa CFNX712, aislando 

nuevamente 50 recombinantes. El análisis se dio por medio de PCR, seguido por 

el análisis con enzimas de restricción de ambos productos (nifH izquierdo y 

derecho) del evento de cointegraci6n. Esto nos llevó a buscar un patrón de 

conversión mediante la pérdida o ganancia de sitios, tal y como se describe en el 

articulo. 

Con este análisis se observó que la frecuencia de recombinación 

(cointegración) se incremento aproximadamente 30 veces en la cepa mulS 

(CFNX712), comparado con la cepa CFNX55 (Figura 6) , donde el MMRS es 

funcional. Esto debido a que el MMRS disminuye la frecuencia de recombinación 

entre secuencias que no son completamente homólogas (Rayssiguier, el al., 

1989), tema que se discutirá con más detalle en la discusión. 
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Figura 6. Frecuencias de cointegración del plásmido pJGus28 y la cepa mutS 

(CFNX712). Los datos son el promedio de 10 repeticiones independientes. 

Respecto a la estructura de los tractos, nuevamente encontramos regiones 

continuas de conversión (62%) (Figura 7, A). Así mismo, se observaron tractos 

discontinuos (24%) (Figura 7, B) y bipolares (14%) (Figura 7, C) en proporciones 

similares con respecto de la cepa CFNX55 (Figura 7). En este mismo sentido 

encontramos que en cada evento de cointegración (crossover) analizado, había 

algún tracto de conversión génica (100% de los casos), por lo que se corroboró la 

fuerte asociación entre estos dos eventos de recombinación. En este caso no se 

detectó evento alguno de cointegración sin la asociación de conversión génica 

(Figura 7). 
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Figura 7. Anatomía de los tractos de conversión en la cepa mutS (CFNX712). 

Arriba se muestra el mapa de nifH con los RFLPs como referencia. Las letras de la 

izquierda muestran los tractos continuos (A), discontinuos (8) y bipolares (C). Los 

números indican la cantidad de recombinantes aisladas con el tracto 

correspondiente. Las barras negras indican la extensión del tracto con ganancia 

de sitios; las barras blancas la doble pérdida de sitios; mientras que en los 

segmentos grises no ocurrió conversión. 
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Interesantemente, se observó que los tractos fueron mucho más cortos en 

la cepa mutS, comparado con cepa CFNX55, ya que hubo una reducción del 40% 

en la longitud. Asl, la longitud media de los tractos en la cepa silvestre fue de 473 

pb, mientras que para la cepa mutS fue de 290 pb (Figura 8). Para este análisis 

comparativo se tomó en cuenta s610 la longitud de los tractos continuos, sin incluir 

los discontinuos y bipolares. 

18 

16 

14 • o 12 13 
~ 10 • " e 8 
• E 6 o z 

4 

2 

O 
150 300 400 600 700 800 900 

Longitud (bp) 

Figura 8. Longitud de los tractos de conversión génica en la cepa mulS 

(CFNX712) . Las barras negras indican los tractos discontinuos; mientras que las 

barras grises los tractos oontinuos. 

Como consecuencia de la disminuci6n en la longitud de los tractos, se 

observó que las regiones que participaron en los tractos de conversión también 

fueron modificadas en la cepa mutS (Figura 9). Sin embargo, algunos RFLPs 

participaron mucho más activamente en los eventos de conversión , tal es el caso 

de BamHI y Maell l. 
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Figura 9. RFLPs (sitios de restricción) que participaron en conversión génica en la 

cepa mutS (CFNX712). 
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DISCUSIÓN 

Para conocer la longitud de los tractos de conversión en la bacteria 

Rhizobium et/i hemos diseñado un sistema de recombinación de dos plásmidos. 

Este sistema consiste en un evento de recombinación (cointegración o crossover) 

entre dos secuencias (nifH wt y nifH con RFLPs) que contienen 1.6% de 

heterología. Esto nos permitió observar tractos con anatomías diversas; tractos 

continuos, discontinuos y bipolares. Una cantidad muy pequeña (1 de 100) de los 

tractos no tuvo asociación alguna con eventos de conversión. Esto nos demuestra 

que conversión génica está muy asociada a eventos de recombinación tipo 

crossover. 

Desde hace algún tiempo se argumenta que los eventos de conversión 

génica detectados en bacterias son producto de múltiples eventos de 

recombinación (Segall y Roth, 1994). Por tal motivo, se ha sugerido que se 

denominen .. conversión génica aparente ... Los resultados que nosotros obtuvimos 

mediante los eventos de recombinación en nuestro sistema no apoyan esta 

hipótesis, o, al menos no podrían explicar la gran mayoria de nuestros tractos de 

conversión. En primer lugar, todos los eventos de conversión que observamos no 

tienen algún tipo de selección alguna, para ello se ha aplicado selección 

únicamente para recuperar cointegrados, no conversión asociada. Por lo tanto, no 

se puede decir que exista algún tipo de selección para forzar la recombinación de 

eventos múltiples, y asi obtener rastros de conversión génica. Segundo, para 

obtener conversiones de clase A se requieren al menos dobles entrecruzamientos, 

mientras que para los tractos de clase B (discontinuos) y C (bipolares), se 

necesitarían cuádruples entrecruzamiento. Por ello, es dificil imaginar que dobles y 

cuádruples entrecruzamientos se puedan dar a una misma frecuencia. Tercero, 

por medio de oligonucleótidos especificas se podrían detectar entrecruzamientos 

adicionales que provocaran duplicaciones (ver articulo). Esto se llevó a cabo y 

únicamente se detectaron eventos de duplicación en sólo 2 de 50 convertantes, 

por lo que este tipo de entrecruzamientos adicionales son muy poco frecuentes de 
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que se lleven a acabo en nuestro sistema, y que ello explique el origen de 

conversión. Cuarto, los 

entrecruzamientos adicionales 

no pueden explicar la desviación 

que observamos sobre la 

ganancia de sitios de restricción, 

ya que este tipo de predicciones 

dice que se tendría la misma 

cantidad de ganancia versus 

pérdida de sitios. 

Debido a los motivos 

anteriores, nosotros proponemos 

que nuestros datos son más fácil 

de explicar si nos basamos en el 

modelo de recombinación y 

reparación de cortes en doble 

cadena (DSBRM, pos sus siglas 

en inglés) (Szostak et al, 1983). 

De acuerdo a la figura 

1 O, proponernos que los tractos 

de conversión continuos y largos 

(clase A) se pueden originar con 

reparación del corte y 

degradación de doble cadena 

(gap), además de la probable 

o o 

~ .... -..... --
Clase A 

(continuos largos) 

_ ... _·-~ 
~ ... ·---

Clases 
(discontinuos) 

o u u ? __ ::.. 

---..... -__.., 

~·-... ·---
Clase A 

(continuos cortos) 

___ ..... -----? 

~·--·--

ClaseC 
(bipolares) 

Figura 10. Modelo basado en el DSBRM que 
predice el origen de los tractos de conversión 
génica asociados a crossovers en Rhizobium 
etli. (Modificado de Santoyo y Romero, 2005) 

acción del sistema de reparación de mismatches, favoreciendo la extensión de la 

conversión. Asimismo, los tractos cortos continuos (clase A) se explicarían por la 

acción única de reparación del gap formado. Para la clase B, se darla nuevamente 

la reparación del gap, pero al repararse los misrnatches en una dirección y 

viceversa, se formarían tractos discontinuos. En este mismo sentido, si los 
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mismatches se repararán en una sola dirección en ambas cadenas. favoreciendo 

la pérdida de sitios, se crearla un tracto bipolar. 

Por lo tanto, la diversidad de tractos encontrados en nuestro análisis se 

explica de una manera más simple mediante el modelo de recombinación y 

reparación de cortes en doble cadena, asl como la polaridad hacia la ganancia de 

sitios, lo cual se explicará en detalle más adelante. Finalmente, este modelo es 

ampliamente estudiado y aceptado en organismos procariotes y eucariotes 

(Cromie, el al., 2001 ; Santoyo y Romero, 2005). 

En nuestro proyecto de investigación exisUa la posibilidad de obtener 

paridad en la ganancia y pérdida de nuestros marcadores (sitios de restricción). 

Sin embargo, encontramos un dato inesperado: una fuerte tendencia hacia la 

ganancia de sitios de restricción. De hecho, de 50 recombinantes analizadas 

encontramos que 49 (98%) tenlan algún rastro de doble ganancia de sitios. Este 

dato pocHa ser explicado por dos hipótesis; una es que al introducir los sitios de 

restricción, estos, por sus caracterlsticas intrlnsecas serian reparados 

favoreciendo su presencia; dos, que el gen nifH residente en el plásmido 

simbiótico es preferentemente cortado, y por lo tanto, susceptible de ser reparado 

a través de la recombinación con el gen nifH entrante con los RFLPs. Asi , 

favoreciendo la transferencia de información de la secuencia entrante (RFLPs). Es 

interesante notar que al intercambiar los marcadores, ahora se tuvo una 

preferencia hacia la pérdida de sitios (ver articulo). En la figura 11 se ilustran un 

poco mejor estos datos. 

Esto resultados corroboran la hipótesis dos, donde no existe nada particular 

en la introducción de sitios, sino que es probable que el nifH residente sea el 

receptor de información por medio de conversión, sin importar el tipo de secuencia 

donadora. Como mencionamos anteriormente, el modelos de recombinación y 

reparación de cortes en doble cadena puede explicar la desviación hacia la 

ganancia y pérdida de sitios en ambas cepas (CFNX55 y CFNX704). 
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Figura 11. Relación pérdida versus ganancia de sitios de restricción en las 

cepas CFNX55 (Barra izquierda} y CFNX704 (Barra derecha}. En color negro se 

representa en número de recombinantes que ganaron sitios. En color gris es el 

número de recombinantes que perdieron sitios. 

Al parecer, todos los seres vivos contienen en sus genomas mecanismos 

que mantienen la integridad de su DNA, heredándolo con el menor número de 

errores posibles. Tal es el caso de los sistemas de reparación de mismatches, que 

se encuentra conservado desde bacterias hasta humanos, aunque cada especie 

conserva ciertas particularidades (Cromie, et al., 2001}. Sin embargo, el MMRS no 

sólo participa en la corrección de malos apareamientos y la corrección de otro tipo 

de daños en el DNA, sino que también se ha visto como una barrera para el 

intercambio genético entre distintas especies debido a sus diferencias en la 

secuencia nucleotídica de sus genomas. Tal es el caso de Escherichia coli y 

Salmonella typhimurium (Rayssiguier, et al., 1989}. 

En nuestro sistema para detectar eventos de conversión asociados a 

crossovers utilizamos secuencias que varían 1.6%, por lo que la frecuencia de 
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recombinación se ve disminuida considerablemente (ver articulo). Sin embargo, 

cuando anulamos la función del gen mutS en R. elli, la frecuencia de 

recombinación entre estas secuencias se incrementó 30 veces (Figura 6). Para 

detallar el mecanismo por el cual el MMRS puede inhibir el intercambio genético 

entre secuencias de DNA heteróJogas, se han propuesto varias hipótesis. (i) De 

acuerdo a Evans y Alani (2000), durante el intercambio de información genética 

entre dos cadenas de ONA, las cuales contienen algunas diferencias en secuencia 

nudeotldica, se forma el DNA heteroduplex, y por lo tanto los malos 

apareamientos entre las bases. Estos mismatches son reronocidos por el sistema 

de reparación, seguido de un corte en cadena sencilla. Posteriormente pueden 

escindirse desde unos cuantos nucleótidos hasta cientos de pares de bases hasta 

encontrar el próximo GATC hemimetilado (Evans y AJani, 2000). Esto podrla 

destruir el intermediario y la unión de ambas cadenas que participan en el proceso 

de recombinación (Rayssiguier, st al. , 1989). (ii) Una segunda hipótesis es que las 

heJicasas que participan comunmente en la reparación de mismatches podrlan 

desenrollar y desaparear las cadenas alineadas, destruyendo as! el intermediario 

de recombinación. (iii) La uniÓn de las diversas protelnas que participan en el 

MMRS podrlan bloquear la formación del ONA heteroduplex, posiblemente a 

través de la interacción con la maquinaria de recombinación (Evans y Alani, 2000). 

Esta ultima hipótesis se ve respaldada por un trabajo hecho por Worth y 

colaboradores (1994) donde observaron que protelnas como MutS y Mutl inhiben 

la acción catalizadora de RecA, la cual participa en el reconocimiento y 

transferencia de la punta 3' con la región homóloga, un paso inicial y fundamental 

para el inicio de la recombinación. 

Robin Holliday propuso un modelo de recombinación donde conversión 

génica se explicaba por medio de la reparación de regiones heteroduplex. Desde 

entonces, esta caraderlstica ha sido conservada en posteriores modelos de 

recombinación, como el de reparación de cortes en doble cadena. De esta 

manera, es posible que nuestros trados de conversión se generen por reparación 

de cortes en doble cadena y/o de la corrección de mismatches en zonas 

heteroduplex. Por lo tanto, al analizar nosotros los tractos de conversión en una 
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cepa de R. eUi mulS (CFNX712), los resultados nos sugieren que el sistema de 

reparación de mismatches está participando en la estructura y longitud de los 

segmentos de conversi6n (Figura 7 y B). Se sugiere que los tractos son más 

largos en una cepa silvestre versus la mutante mulS, ya que al no estar activo el 

MMRS los probables mismatches que eran reparados favoreciendo la cadena 

entrante con los RFlPs ahora no son corregidos. Por lo tanto, la longitud de los 

tractos, de acuerdo al modelos de ruptura y doble cadena podrlan ser únicamente 

el resultado de la reparación del gap, y no de corrección de mismatches. 

Es interesante recalcar que los sitios de BamHI y Maelll incrementaron su 

participación en los tractos de conversión, mientras que el resto disminuyeron 

considerablemente (Figura 7). Esto nos puede sugerir que la región 5' del gen nifH 

podrla ser el sitio de inicio del proceso de recombinaci6n, seguido por la migración 

del intermediario de Holliday hasta la zona 3' del gen. Por lo tanto, al no tener 

activo el sistema de reparación de mismatches, las regiones heteroduplex 

formadas por la migración del intermediario de Holliday no serian reparadas, 

disminuyendo su participación de estos sitios (Figura 9). 

Al anular la actividad de mutS en R. elli, esperábamos que los tractos 

discontinuos y bipolares hubieran disminuido en proporción respecto a los tractos 

continuos. Sin embargo esto no fue asl, ya que observamos una proporción muy 

similar con respecto de la cepa silvestre. AsI mismo, es necesario recalcar que se 

han detectado tractos discontinuos y complejos (bipolares) de conversión génica 

en cepas carentes del MMRS de la levadura Saccharomyces cerevisiae, y que aún 

este tipo de tractos son más frecuentes en este tipo de mutantes (Chen y Jinks

Robertson, 199B). 

Por otra parte, se podrfa proponer la posibilidad de que los tractos 

discontinuos y bipolares observados en la cepa R. etli mulS, sean el resultado de 

segundos eventos de recombinación o entrecruzamientos desiguales. Sin 

embargo, esta hipótesis es muy remota, ya que para generar la gran mayorfa de 

los tractos discontinuos y bipolares, se requerirlan al menos de cuatro 

entrecruzamientos desiguales. Estos eventos tendrlan que suceder posterior al 

evento de selección del cointegrado, por lo que las frecuencias de tener un solo 

EST.<\. TESIS NO SAll 
nE LA nIBUOTI.CA 
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evento de recombinación versus dos o cuatro, tendrían que darse a la misma 

frecuencia. Esto es sumamente improbable, aún cuando se trate de una cepa 

mutS. Adicionalmente, todo ello tendrla que darse sin algún elemento de selección 

hacia los tractos de conversión. Finalmente, este modelo no predice de manera 

clara la desviación observada hacia la ganancia de sitios, algo que se observó de 

igual manera en la cepa silvestre (ver articulo). 

Por lo tanto, nosotros proponemos que la generación de tractos 

discontinuos y bipolares en una cepa mutS, podrlan ser el resultado de la actividad 

de otros sistemas de reparación de mismatches (Modrich, 1989). Una vla de 

reparación de mismatches podrla ser por medio de parches cortos (AbduJkarim 

and Hughes, 1996), donde el gen mutY (una adenina glicosilasa) puede reconocer 

y reparar mismatches A-G y C-A (lu, 2000). Adicionalmente, la timina glicosilasa 

repara mismatches G-T (Norbury y Hickson, 2001). Cabe destacar que al 

introducir los RFlPs en el gen nifH, en los sitios BamH, Maelll y Mlul se 

generarlan mismatches G-T al momento de recambinar (apareamiento de 

cadenas), los ruales podrlan ser reparados por la timina glicosilasa. Además, los 

cambios que realizamos para generar los sitios Narl y Mlul , podrian crear 

mismatches C-A con la secuencia silvestre, por Jo que podrian ser reparados por 

el producto del gen mutY. Estas vlas de reparación de mismatches han sido 

discutidas por otros autores para proponer el origen de tractos discontinuos en los 

genes tuf de Salmone/Ja typhimurium, aunque sus dalas no distinguen la acción 

entre la vla de reparación de parches largos (mutSHL) y parches cortos (mutB en 

S. lyphimurium) (Abdulkarim y Hughes, 1996). 
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PERSPECTIVAS 

ANÁLISIS DE ELEMENTOS GENÉTICOS ADICIONALES QUE INTERVIENEN 

EN LA ANATOMÍA DE LOS TRACTOS DE CONVERSIÓN EN Rhizoblum etli 

En nuestros resultados adicionales analizamos el papel del gen mutS en la 

estructura de los tractos de conversión, observando una disminución en su 

longitud de un 40%. Eso nos sugiere que el gen mutS de R. etli podría estar 

jugando un papel en la reparación del DNA heteroduplex (mismatches). Sin 

embargo, para que se forme este tipo de DNA híbrido, además del papel que esta 

jugando el sistema de reparación de malos apareamientos de Rhizobium etli 

(mutS y otros genes), es probable que el intermediario de Holliday haya migrado 

con la ayuda de proteínas como RuvA, RuvB, RecG y RadA. Asi, la migración del 

intermediario de Holliday puede provocar la generación de tractos cortos o largos, 

dependiendo de la orientación hacia donde migre a partir del corte en doble 

cadena. Es por ello interesante demostrar el papel de estas otras proteínas que 

participan en la migración del intermediario de Holliday, asi como su papel en los 

tractos de conversión génica. La manera que se podrían caracterizar es por medio 

de la transferencia del plásmido pJGus28, el cual contiene el nifH mutagenizado, 

hacia cepas mutantes en genes ruvB, recG y radA de Rhizobium etli. Asi mismo el 

análisis de dobles y una triple mutante de igual manera serian muy interesantes de 

analizar, además de muy informativas sobre la función de estos genes. Es 

necesario mencionar que hasta donde conocemos, en ningún otro organismo se 

ha analizado el papel de estos genes (ruvB, recG y radA) y su papel en la 

formación de tractos de conversión génica. 

Además de la migración de la unión de Holliday y la reparación de DNA 

heteroduplex, existen algunas otras características que participan en la anatomía 

de los tractos de conversión génica. Proteínas que participan en el inicio del 

proceso de recombinación, tales como recBCD o recF (que en el primer caso en 

Rhizobium etli su homólogo es addAB) podrían influir en la formación y extensión 
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del gap. Probablemente su actividad influya en la estructura de los eventos de 

conversión. Estos genes que participan en el inicio del proceso de recombinación 

han sido ya aislados y caracterizados en Rhizobium etli (Zút'iiga, el al., 2004), por 

lo que un análisis comparativo sobre su participación en la generación de tractos 

conversión asociados a crossovers seria igualmente interesante. 

CONVERSiÓN GÉNICA A NIVEL GEN6MICO 

El desarrollo de la genómica en la última década del siglo pasado cambió 

por completo el estudio de los seres vivos. Hasta este momento hemos sido 

testigos de la revolución que ha causado en el mundo biológico mediante el 

estudio de genomas completos y como ha cambiado nuestra perspectiva de los 

sistemas biológicos que estudiamos. Respecto a nuestro tema, es casi imposible 

no preguntarse si se pueden analizar eventos de conversión génica a nivel 

genómico. La respuesta es que si se puede lograr mediante el análisis de familias 

multigénicas en genomas completos. Por una lado, se podrlan caracterizar en un 

primer caso el total de las familias multigénicas en el genoma de Rhizobium etli, 

incluyendo plásmidos y el cromosoma, el cual ha sido recientemente descifrado 

(González, et al., resultados no publicados) . Algo que es indispensable es que las 

familias contengan elementos con un alto porcentaje de similitud en secuencia 

para que existan posibilidades altas de que se hayan sometido a eventos de 

conversión. Una vez que se haya realizado este tipo de análisis, se podrla 

analizar la infonnaci6n a programas computacionales que detectan eventos de 

conversión entre secuencias repetidas, tales como GENECONV (Sawyer, 1989). 

Este tipo de programa ha sido utilizado para conocer eventos de conversión en 

familias multigénicas de la levadura Saccharomyees cerBvisiae (Orouin, 2002) y 

cepas de Escherichia coli (MorTis y Orou;n, 2003). Si el programa no puede 

detectar algún tipo de conversión, se podría hacer semi-manualmente la 

comparación mediante programas de comparación de secuencias nucleotídicas de 

diversas cepas o especies. 
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Por otra parte, para realizar análisis de conversión génica genómica, el 

análisis filogenético (o de inferencia molecular, Santoyo y Romero, 2005) de 

familias multigénicas de varias cepas (cuyos genomas hayan sido completamente 

secuenciados) de una misma especie podrla de igual manera darnos un indicio de 

eventos de conversión génica. Hasta el momento existen aproximadamente 22 

especies de eubacterias y arqueobacterias en las cuales se ha reportado el 

genoma completo de más de una cepa, en algunos casos hasta 5 cepas de la 

misma especie (datos del National Genter for Biotechnology Information ). De esta 

manera, comparando los genes parálogos de una cepa con los ortólogos de otras, 

nos podrla indicar si sus miembros están sometidos a evolución concertada, lo 

que podrfa ser indicativo de que conversión génica estuviera generando tal 

identidad entre las diversas copias. 

MODIFICANDO El GENOMA DE Rhizobium etH POR MEDIO DE 

CONVERSIÓN GÉNICA 

Como hablamos mencionado anteriormente, el fenómeno de polaridad de 

conversión génica en nuestro sistema nos sugiere que el DNA entrante por medio 

de conjugación es el que preferentemente convierte al residente. Esto lo 

corrobOfamos en los experimentos donde intercambiamos los marcadores (cepa 

CFNX704). 

Esta caracterlstica que observamos en nuestro trabajo podrfa ser de utilidad 

para generar cualquier tipo de modificación genética que deseemos en bacterias 

no transformables como R. elfi. Para ello se disenarla un vector suicida con cierta 

homolog la en los extremos de la secuencia a modificar. Este vector se transferirla 

por conjugación a R. elfi y se seleccionarlan aquellas recombinantes sencillas. 

Posteriormente se corrobofarla la modificación deseada por algún método (por 

ejemplo PCR) para posteriormente seleccionar la escisión del vector, sin dejar 

huella alguna de marcadores. 

Mediante esta metodologla se podrlan crear diversas modificaciones, tales 

como deleciones en genes para conocer su función, inserciones para crear 
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fusiones de genes con promotores transcripcionales. Asl mismo se 

intercambiarlan secuencias promotoras, las cuales tuvieran algunas diferencias en 

sus bases para conocer la función de cada una de ellas o generar modificaciones 

genéticas en promotores que incrementen su actividad transcripcional, entre 

muchos otros ejemplos. El intercambiar cualquier tipo de secuencia sin dejar 

alguna huella de marcadores podrla ser favorable en la generación de organismos 

modificados genéticamente, ya que no tendrfan rastro de algún tipo de antibiótico 

o marcador no deseado en su genoma. Es importante mencionar que actualmente 

ya se han desarrollado sistemas similares para crear modificaciones genéticas en 

otros organismos (Court, el al., 2002; Oppenheim, el al., 2004). Sin embargo, en 

R. etli su principal limitante es que no es transformable por medios qUlmicos y por 

medio de electroporación es muy baja su eficiencia (Dávalos y Romero, como 

pers.). 

Adicionalmente durante la realización de este trabajo de Doctorado se 

colaboró en un proyecto con la Dra. Lourdes Girard para estudiar la región 

regulatoria del gen fixNd de R. etli. Para ello se generó una deleción de 234 pb en 

la zona regulatoria del gen fixNd. Hasta este momento podemos decir que sí es 

posible deletar regiones especificas de algún replicón por medio de conversión 

génica, en particular en bacterias no transformables como R. etli. Sin embargo, 

seria interesante investigar que otros tamarios de delaciones o inserciones se 

pueden generar, asl como determinar cuál es la longitud mlnima indispensable de 

homologla para recombinar en las orillas de la región de interés por modificar. 

Conocer este parámetro facilitarla posteriores modificaciones y se tendrfa un dato 

adicional de algo que hasta el momento es desconocido en bacterias como 

Rhizobium elli. AsI mismo, este parámetro seria sumamente útil si en el futuro se 

genera un método de transformación eficiente en R. elli, ya que se podrla 

modificar por medio de fragmentos de PCR (Court. el al., 2002; Oppenheim, el al., 

2004), pero seria necesario de cualquier manera conocer el fragmento mlnimo 

eficiente para recombinar. De ser posible esto, se ahorrarla mucho tiempo y 

trabajo en la generación de mutantes, además de que abrirla nuevas posibilidades 

para el análisis gen6mico funcional de R. elli. 
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CONCLUSIONES 

1. La recombinación tipo crossover está fuertemente ligada a eventos de 

conversión génica. 

2. La longitud de los tractos de conversión génica de la familia multigénica 

nifH de Rhizobium etli varían desde 150 pb hasta 800 pb. 

3. Los eventos de conversión génica mostraron una fuerte desviación hacia la 

ganancia de RFLPs o sitios de restricción, en lugar de perderlos. 

4. La heterologia de 1.6% entre las dos secuencias de nifH redujo la 

frecuencias de recombinación (cointegración) aproximadamente 100 

veces. 

5. Los tractos de conversión génica observados en nuestro sistema de 

cointegración se explican mejor por medio de conversión génica verdadera 

y no por múltiples eventos de recombinación. 

6. Los tractos de conversión génica analizados en la cepa de R. etli mutS se 

redujeron un 40% en su longitud respecto a la cepa silvestre. 

7. El sistema de reparación de mismatches en R. etli esta participando en la 

anatomía de los tractos de conversión, aunque no se excluye la 

participación de otros sistemas. 

8. Las frecuencias de recombinación entre secuencias que divergen 1.6% se 

incrementan considerablemente en una cepa de R. etli mutS. 
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9. Nuestro sistema para detectar eventos de conversión génica asociados a 

crossovers, abre la posibilidad de analizar otros elementos genéticos que 

participan en la estructura de los tractos de conversión génica, asf como la 

implementación de un sistema que permita modificar sistemáticamente el 

genoma de Rhjzobjum etlj. 
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EPÍLOGO 

Reflecting on the prospects for further advance, one may be tempted to take 

an attitude of romantic pessimism: all that remains is either applications or 

epistemological disquisition. Such was the mood in physics around 1900-after 

Maxwell and Boltzmann, and just before Curie, Planck, Rutherford, Einstein and 

Bohr entered the picture. And so there Is hope for the young biologists who 

dream of discovery. 

Salvador Luria, 1986 
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