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ABSTRACT

Single-strand gaps (SSGs) and double-strand breaks (DSBs) are
the major initiation sites for recombination. In bacteria, the SSGs are
repaired by RecFOR, while the DSBs are processed by RecBCD in Gram-
negative bacteria and AddAB in Gram-positive bacteria. Unexpectedly,
instead of recBCD genes, the addAB genes were found in members of the
alpha-proteobacteria group (Gram-negative). In addition reckF gene was
found. Taking Rhizobium etli as a model, the role of recF and addAB
genes in homologous recombination and repair of damaged DNA was
evaluated. To that end, strains harboring recF::loxPSp, addA::loxPSp and
recF::loxP-addA::loxPSp were generated by homologous gene
replacement.

Inactivation of either recF or addA provoked strong sensitivity to UV
radiation and mitomycin C, while an additive effect was observed in the
recF-addA mutant. The DSBs generated by nalidixic acid caused low
viability only in the addA mutant.

The recombination frequency of large and small plasmids was
reduced in the reck mutant (24- and 36-fold, respectively), whereas a slight
decrease (threefold) in the addA mutant was observed. Moreover, an
additive effect (47- and 90-fold, respectively) was observed in the double
mutant, but it was not as dramatic as that in a recA mutant. Interestingly,
the frequency of deletion and Campbell-type recombination was slightly

affected in either single or double mutants.



These results suggest that in R. etli: i) SSGs are repaired by
RecFOR pathway while DSBs by AddAB pathway, ii) recombination of
small and large plasmids depends on RecFOR pathway, ii) another
pathway exists that allows deletion and Campbell-type recombination in

the absence of recF and addA genes.



RESUMEN

Las discontinuidades de cadena sencilla (SSGs) y las rupturas en
doble cadena (DSBs) son los sitios mayoritarios de inicio de
recombinacién. En bacterias, las SSGs son reparadas por RecFOR,
mientras que las DSBs son procesadas por RecBCD en bacterias Gram-
negativas y AddAB en Gram-positivas. Inesperadamente, en miembros del
grupo de las alfa-proteobacterias (Gram-negativas) en lugar de los genes
recBCD se encontraron los addAB, ademas del gen recF. Considerando a
Rhizobium etli como modelo, se evalud el papel de los genes recF y
addAB en la recombinacion homologa y reparacion del DNA dafiado. Para
ello, se construyeron las cepas recF::loxPSp, addA::loxPSp y recF::loxP-
addA::loxPSp mediante reemplazamiento genético.

La inactivacion de recF o addA provoco una fuerte sensibilidad a
radiacion UV y mitomicina C, mientras que un efecto aditivo se observé en
la cepa recF-addA. Las DSBs generadas por el acido nalidixico
provocaron una baja viabilidad solamente en la mutante addA.

La frecuencia de recombinacion de plasmidos pequefios y de alto
peso molecular disminuyé en la mutante recF (24- y 36-veces,
respectivamente), mientras que la mutante addA presentd una ligera
disminucion (3 veces). Ademas en la doble mutante se observé un efecto
aditivo (47- y 90-veces, respectivamente), aunque éste no fué tan
dramatico como una mutante recA. Interesantemente, la frecuencia de

delecién y recombinacion tipo Campbell se afectdé ligeramente en las



mutantes sencillas y en la doble. Estos resultados sugieren que en R. etli:
i) las SSGs son reparadas via RecFOR y las DSBs via AddAB, ii) la
recombinacidon de plasmidos pequefios y de alto peso molecular depende
de la via RecFOR, iii) existe otra via que en ausencia de los genes recF y

addA permite la delecion y la recombinacion tipo Campbell.
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INTRODUCCION

Lesiones en el DNA.

En los organismos, el DNA al igual que otras macromoléculas
experimenta lesiones durante el proceso de replicacion, por productos del
metabolismo o por agentes externos a la célula. Debido a que el DNA
sirve de templado para su propia replicacion y la transcripcion, la
reparacion de cualquier lesion es esencial para el buen funcionamiento y
la conservacion de la informacidn genética. Las lesiones del DNA pueden
originarse de forma intrinseca por metabolitos de desecho (especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno) o extrinseca por agentes extracelulares
(radiacion UV, sustancias quimicas, etc.). Ambas fuentes generan: a) la
depurinacion o desaminacién hidrolitica de bases, b) la formacion de
aductos covalentes en el DNA (dimeros de timina, bases metiladas,
cadenas entrecruzadas) y c) la oxidacion de bases. Se ha estimado que
los dafilos mas frecuentes ocurren en una cadena, sin embargo las
rupturas en doble cadena (DSBs, double strand breaks) aunque son poco
frecuentes resultan altamente toxicas al atentar la integridad del genoma.
Este tipo de lesiones solamente son reparadas por los sistemas de
recombinacién homologa (Kuzminov, 1999; Norbury y Hickson, 2001).

Las DSBs son generadas principalmente por: radiacion ionizante,
inhibidores de topoisomerasas (antibiéticos) y la replicacion de DNA que

contiene discontinuidades de cadena sencilla (SSGs, single strand gaps)



INTRODUCCION

(Cox, 2001; Kowalzcykowski, 2000; Kuzminov, 1999). La radiacién
ionizante (rayos X y y) genera radicales libres que causan varios tipos de
lesiones en el DNA, incluyendo la ruptura de los enlaces fosfodiester
cercanos a un sitio (Kuzminov, 1999); los antibiéticos como el norfloxacino
y el &cido nalidixico son inductores indirectos de DSBs, ambos inhiben la
subunidad beta de la enzima DNA girasa encargada del corte y union del
DNA en el proceso del superenrrollamiento (Sugino et al., 1977). Durante
el proceso de la replicacion del DNA se generan SSGs de manera normal
debido a que las DNA polimerasas solo sintetizan en direccién 5-3" y
como consecuencia la sintesis de una de las dos cadenas es discontinua
(fragmentos de Okazaki), mientras que los DSBs se generan cuando la
DNA polimerasa encuentra un corte en alguna de las dos cadenas (Cox,
2001; Kowalczykowski, 2000). Por otro lado, si la horquilla de replicacion
encuentra dimeros de timina, cadenas entrecruzadas generadas por
psoraleno o mitomicina C no reparados, se desacopla y re-inicia en un
punto posterior al sitio del dafio generando un SSG (Cox, 2001;

Kowalczykowski, 2000; Kuzminov, 1999).

Respuesta SOS.

En procariontes como la bacteria Escherichia coli la capacidad
reparadora del DNA es inducible en respuesta al DNA dafiado,

denominada respuesta SOS (Kuzminov, 1999). La respuesta SOS
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comprende alrededor de 20 genes (Tabla 1) que son expresados en forma
ordenada y secuencial, que incluyen: a) la induccion de proteinas del
sistema de escision de nucledtidos (NER, Nucleotide Excision Repair) que
contienden con dafio en una cadena del DNA; b) el incremento de la
expresion de la proteina DNA polimerasa | que sintetiza la cadena
complementaria en regiones que contienen SSGs; c) el incremento en la
concentracion celular de las proteinas RecA y RecN (mas de 50 veces),
asi como otras implicadas en la reparacion recombinacional; d) el
desacople del replisoma y re-inicio de la replicacion en un punto posterior
a la lesion, fenobmeno denominado reactivacion del replisoma; y €e) la
sobreproduccién de la proteina SfiA la cual inhibe la division celular dando
tiempo para que ocurra la reparacion recombinacional. Cuando la
reparacion recombinacional no puede eliminar las lesiones, las enzimas
UmuD’C y DNA polimerasa IV catalizan la replicacion del DNA adn
cuando éste contiene sitios sin bases nitrogenadas que sirvan de
templado (sintesis translesion), la cual aunque introduce mutaciones
permite replicar el DNA (Kuzminov, 1999).

El sistema SOS es regulado por el represor LexA. Esta proteina
forma dimeros que se unen a la secuencia palindromica 5'-
TACTGTATATATATACAGTA-3" (caja SOS) ubicada en la region
promotora de los genes SOS impidiendo el inicio de la transcripcion. En
presencia de DNA de cadena sencilla (ssDNA, single-stranded DNA), la
proteina RecA se activa (RecA*) y promueve la autodegradacion de LexA

evitando la formacion de complejos represores e incrementando la
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expresion de los genes SOS. Se ha observado que RecA* también es
capaz de promover la autodegradaciéon de otros represores, incluyendo los
de algunos profagos (Kuzminov 1999; Little and Mount, 1982; Walker,

1996).

Tabla 1 Proteinas inducidas durante la respuesta SOS de E. coli®.

No. de copias/célula
Gen Proteina/ Funcién Nivel basal Nivel inducido

Respuesta primaria

lexA LexA/Represor de SOS 1,300 1
uvrA Escinucleasa UvrABC/NER 20 250
uvrB Escinucleasa UvrABC/NER 250 1,000
uvrD Helicasa II/NER y recombinacién 5,000-8,000 25,000-65,000
polB DNApol Il/Sintesis translesion 40 300
ruvA Helicasa RuvAB/Recombinacion 700 5,600
ruvB Helicasa RuvAB/Recombinacion 200 1,600
dinl Inhibe el procesado de UmuD 500 2,300

Respuesta secundaria

recA Co-proteasa-activadora de SOS/Recom. 1,000-10,000 100,000
recN RecN/Recombinacion e e

Respuesta terciaria

sfiA SfiA(SulA)/Inihibidor de division celular ~ ee e
umuD Subunidad de UmuD’C/Sintesis translesion 180 2,400
umuC Subunidad de UmuD’C/Sintesis translesion 0 200

a. Tabla tomada y modificada de Kuzminov, 1999

En eucariontes, en lugar de una respuesta SOS existen los puntos
de monitoreo (checkpoints). Durante cada etapa del ciclo celular, al final
de la misma se revisa que los procesos hayan concluido de manera
correcta. En caso contrario debido a la presencia de dafio, la célula
detiene el ciclo celular para que la maquinaria de reparacion restaure la
integridad gendmica (Kuzminov, 1999; Norbury y Hickson, 2001).

Debido a la diversidad de dafios, la evolucion ha desarrollado
diferentes mecanismos y enzimas en bacterias y eucariontes para

mantener la integridad del genoma. Kuzminov, agrupa a los sistemas de
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reparacion en: a) reversibles, b) reparacion mediada por una cadena y c)
reparacion que requiere de otra molécula de DNA (recombinacion

homologa) (Kuzminov, 1999).

Sistemas de reparacion reversibles en una cadena en procariontes.

En E. coli, las bases nitrogenadas alteradas (oxidadas, acetiladas,
metiladas, etc) son removidas por enzimas del sistema de escision de
bases (BER, Base Excision Repair), el cual restaura el DNA a través de la
remocion y re-sintesis de la base modificada (Norbury y Hickson, 2001).
Las lesiones que distorsionan el DNA (aductos, dimeros de timina, etc.)
son eliminadas por el sistema de escision de nucledétidos (NER, Nucleotide
Excision Repair), el cual remueve segmentos de 12- 13 nucledtidos
alrededor del dafio que posteriormente re-sintetiza. Por ultimo, el sistema
de correcion de apareamientos incorrectos (MMR, Methyl-directed
Mismatch Repair), remueve las uniones A-C, T-G, y bases inapropiadas
(3-metil-guanosina, 5-hidroxi-uracilo, etc) incorporadas durante la
replicacion del DNA. Este sistema dependiente de metilacion es
responsable de mantener la integridad del genoma durante la replicacion,
remueve regiones de 300-1000 nucleétidos no metiladas que son re-
sintetizadas utilizando como templado la cadena metilada (Eisen y
Hanawalt, 1999; Norbury y Hickson, 2001).

De acuerdo con un estudio filogenético, la mayoria de los genes de

los sistemas NER, BER y MMR estan ampliamente distribuidos y

10
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conservados en procariontes (Eisen y Hanawalt, 1999). En eucariontes
existen sistemas de reparacién equivalentes a los descritos en E. coli,
aungue en la mayoria de los casos los genes no son homologos de los
bacterianos; sin embargo las actividades bioquimicas se conservan

(Norbury y Hickson, 2001).

Sistemas de reparacion mediados por recombinacién homodloga.

El proceso de recombinacion homologa en bacterias fue
considerado inicialmente como un mecanismo de generacion de
variabilidad, similar a lo que ocurre en eucariontes durante la reproduccion
sexual; sin embargo las mutantes en los genes de recombinacion
presentaban una alta sensibilidad a los agentes que dafian el DNA (Horii y
Clark, 1973). Lo anterior, permitio postular que la recombinacion homologa
desempeia un papel importante en la reparacion del DNA (reparacion
recombinacional), ademas de promover el intercambio de cadenas para
generar variabilidad genética (Kuzminov, 1999).

La recombinacién homologa esta involucrada en la reparacion de
DSBs y SSGs, para ello depende de una copia homéloga la cual es
empleada como templado (Cox, 2001; Kowalczykowski, 2000; Kuzminov,
1999). Este sistema es vital para el caso de DSBs, ya que permite
mantener el material genético sin la pérdida de informacién. En particular
en E. coli, se han descrito tres mecanismos de reparacion

recombinacional: a) la reparacion de SSGs (DSGR, daughter strand gap

11
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repair) que depende de la enzima RecFOR; b) la reparacion de DSBs
(DSBR, double strand end repair) promovida por el complejo RecBCD y ¢)
la reparacion por alineamientos de cadena sencilla (SSA, single strand
annealing) procesado por la enzima RecE (Fig. 1). Cabe mencionar que
las dos primeras enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en
bacterias, mientras que la ultima es codificada por el profago Rac en la
cepa de E. coli K12, aunque muchos fagos también tienen este tipo de

enzima (Kowalczykowski et al., 1994; Kowalczykowski, 2000).

SSG DSB SSA

— = = =t?=t:
— j—
\

\ v — e

Figura 1.- Modelos de reparacién recombinacional del DNA en E. coli. Figuras
tomadas de Kowalczykowski, 2000; Kuzminov, 1999.

Recientemente se ha reportado que algunas bacterias (Bacillus
subtilis, Mycobacterium tuberculosis, Streptomyces pyogenes, etc.,) tienen
genes homélogos a Ku70, Ku80 y Lig IV de eucariontes, cuyos productos
son capaces de unir DSBs en ausencia de homologia (NHEJ,

nonhomologous end-joining). En B. subtilis la inactivacion de los genes

12
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que codifican para Ku-like y Lig IV provocé una fuerte sensibilidad a la
radiacion ionizante indicando que estos genes estan involucrados en la

reparacion de DSBs (Weller et al., 2002).

Modelo de recombinacién homdloga en E. coli.

Los estudios genéticos y bioquimicos realizados en E. coli y
eucariontes (Saccharomyces cerevisiae, Ascobolus, etc.) han permitido
definir cuatro etapas sucesivas del proceso de recombinaciéon homodloga;
pre-sinapsis, sinapsis, migracion del heteroduplex y resolucion
(Kowalczykowski et al., 1994) (Fig 2).

La pre-sinapsis consiste en la formacion de un DNA de cadena
sencilla con extremo 3"-OH (3’-OH-ssDNA). El 3'-OH-ssDNA es creado por
procesamiento de SSGs o DSBs y tiene la capacidad de invadir la region
homologa de una segunda molécula, como resultado se establece la
sinapsis entre las dos moléculas (Fig 2). En la sinapsis, el 3'-OH-ssDNA
funciona como iniciador de la replicacion, de forma que la polimerizacion
desplaza una cadena de la segunda molécula generando una estructura
de “D” (D-loop). La cadena desplazada establece un intercambio reciproco
de cadenas formando una regidon de heteroduplex denominada estructura
de Holliday (Fig 2). Esta estructura tiene la capacidad de migrar en
cualquier sentido, promoviendo extensiones variables en el heteroduplex.
Finalmente el intermediario de Holliday es resuelto a través de cortes

simeétricos, dependiendo del sitio de corte se pueden generar dos tipos de

13
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productos. Los recombinantes reciprocos (que poseen cadenas de ambos
DNAs parentales) y los recombinantes parciales (en donde so6lo un sector

se transfiere a la segunda molécula) (Kowalzcykowski et al., 1994).

Pre-sin4psis
5 —— —— 3
3 ee—— e 5" Helicasa y/o nucleasa

5 . RecBCD-x, RecQ-RecJ

3 5

!

(Estructura D-loop)

Sinéapsis

RecA SSB
Rec F, O, R

Migracién del
Heteroduplex

ﬁ —— RUVAB
h RecG

Resoluciéon / \
RuvC

+ + Rus

Recombinante reciproca Recombinante parcial

Figura 2.- Modelo bioquimico de recombinacién homdloga en E. coli. Tomado y
modificado de Kowalczykowski et al., 1994; Kowalczkowski, 2000.

Los analisis genéticos realizados en E. coli y B. subtilis han
identificado y caracterizado alrededor de 25 genes involucrados en el
proceso de recombinacion homologa (Tabla 2) (Fernandez et al., 2000;
Kowalzcykowski et al., 1994). La mayoria de estos genes se encuentran

ampliamente distribuidos en bacterias. En eucariontes actividades

14
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bioquimicas similares a las descritas en bacterias pueden ser codificadas

por genes no homodlogos a los bacterianos (Camerin-Otero y Heish, 1995;

Norbury y Hickson, 1999; West, 1992).

Tabla 2 Proteinas y sitios involucrados en recombinacién homdloga de B. subtilis y

E. coli &
B. subtilis E. coli Actividad
RecA RecA Entrecruzamiento de cadenas, Renaturaliza el DNA, ATPasa
dependiente de DNA, Co-proteasa dependiente de ATP y de DNA.
AddAB RecBCD (ExoV) DNA Helicasa, Exonucleasa de ssDNA y dsDNA ATP-dependiente.
RecE* RecE* (ExoVIII) Exonucleasa de ssDNA 5"~ 3".
RecD ? Desconocida.
RecF RecF Une ssDNA y dsDNA de forma ATP dependiente.
RecG RecG Migracion de la estructura de la Holliday, Helicasa de DNA.
RecH ? Desconocida.
RecJ RecJ Exonucleasa de ssDNA5"- 3".
RecL ? Desconocida, en B. subtilis interacciona con RecFOR.
RecN RecN ATPasa, probable helicasa de DNA.
RecO RecO Renaturaliza DNA, interacciona con RecF-RecR.
RecP ? Desconocida.
RecQ RecQ Helicasa de DNA.
RecR RecR Une ssDNA y dsDNA, interacciona con RecO y RecF.
RecS No Helicasa de DNA.
RecT* RecT* Renaturaliza el DNA.
RecU No Renaturaliza el DNA.
RuvA RuvA Unién a estructuras de Holliday, interacciona con RuvB.
RuvB RuvB Migracion de la estructura de Holliday, interacciona con RuvA.
No RuvC Resuelve estructura de Holliday, interacciona con RuvB y RuvA.
ShcB ShcB (Exol) Exonucleasa de ssDNA 3°-5".
SbcCD SbcCD Exonucleasa de dsDNA dependiente de ATP.
SSB SSB Une ssDNA.
Topol Topol Topoisomerasa de DNA tipo I.
Girasa Girasa Topoisomerasa de DNA tipo Il.
Ligasa Ligasa Ligasa de DNA.
Pol | Pol | DNA polimerasa, exonucleasa5-3 y 3"- 5.
Hel ll Hel Il Helicasa de DNA.
Hel IV Hel IV Helicasa de DNA.
Chi (y) Chi (y) Secuencia moduladora de la actividad de nucleasa de AddAB

5"-AGCGG-3") y RecBCD (5-GCTGGTGG-3), respectivamente.

# Datos tomados de las tablas presentes en Fernandez et al., 2000 (B. subtilis) y Kowaczykowski et al., 1994 (E.
coli). * Presentes en profagos (SKIN en B. subtilis y Rac en E. coli). ? no tiene homologo.

El gen recA es crucial dentro del proceso, su inactivacién provoca

una severa disminucion en la capacidad de reparacion y recombinacion

(Clark, 1973). Este efecto es debido a que promueve una eficiente

invasion del 3'-OH-ssDNA y un adecuado apareamiento de las cadenas

(Cox, 1991).

15
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Dentro del proceso de recombinacion homologa diferentes enzimas
participan alternativamente en una misma etapa, algunas de ellas son
estructuralmente diferentes pero con actividades enziméticas similares. En
la pre-sinapsis, las enzimas RecBCD, RecFOR, RecQJ y RecE actuan
alternativamente en la generacion del 3'-OH-ssDNA; mientras que la
migracion del heteroduplex es promovida por RuvAB y RecG; finalmente la
resolucion de la estructura de Holliday es realizada por RuvC y Rus (Fig.

2).

Vias de recombinacion homadéloga en bacterias.

Los estudios pioneros de recombinacion conjugacional revelaron
que en E. coli existen tres vias de recombinacién: via RecBCD, via
RecFOR y via RecE, nombradas asi por los principales genes que
participan en cada una (Horii y Clark 1973; Clark y Sandler, 1994). Los
estudios genéticos y bioquimicos indican que estas enzimas estan
implicadas en la etapa pre-sinaptica (formacion del 3-OH-ssDNA) de
diferentes sustratos a recombinar DSBs, DNA lineal (dsDNA), SSGs y
DNA circular cerrado (Kowalczykowski et al, 1994).

En una cepa silvestre, la via RecBCD es la responsable de reparar
DSBs y recombinar dsDNA presente en los eventos de transduccion,
conjugacion y transformacion (Cox, 2001; Kowalczykowski et al., 1994;
Kowalzcykowski, 2000) (Fig. 2). En contraste, la via RecFOR recombina y

repara DNA con SSGs y moléculas de DNA circular cerrado (plasmidos), y

16
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s6lo contribuye en 1% a la recombinacion conjugacional (Fig. 3) (Bork et
al., 2001; Cohen y Laban, 1983; James et al., 1982; Laban y Cohen, 1981,
Morimatsu y Kowalzcykowski, 2003; Umezu et al., 1993; Webb et al.,

1997; Webb et al., 1999).

En ausencia de RecBCD y de la exonucleasa | (sbcBC), las
moléculas con DSBs son recombinadas por la via RecFOR reclutando
otras proteinas con actividad de helicasa (RecQ) y exonucleasa de ssDNA
(RecJd) que generan el 3'-OH-ssDNA (Fig. 2) (Kowalczykwoski et al., 1994;
Kuzminov, 1999). La via RecE, presente en algunas cepas de E. coli es
activada por una mutacion (sbcA) que provoca la expresion de los genes
reck (exo VIII) y recT (recombinasa de cadena sencilla) codificados por el
profago criptico Rac. Estas enzimas promueven la reparacion de DSBs y
SSGs, asi como en la recombinacion de dsDNA y de plasmidos (Cohen y
Laban, 1983; James et al., 1982; Kowalzcykowski et al., 1994; Laban y
Cohen, 1981; Luisi-DeLuca et al., 1989). RecE complementa la ausencia
de las proteinas RecBCD y RecJ, mientras que RecT remplaza la

ausencia de RecA (Kowalczykowski et al., 1994).

En la bacteria Gram-positiva B. subtilis se han descrito un nimero
de genes de recombinacion similar al de E. coli (Tabla 2). Aunque en esta
bacteria no se han definido vias de recombinacion, los estudios basados
en los fenotipos de reparacion y recombinacion han permitido organizar a
los genes en cinco grupos epistaticos (a, B, v, ey &) (Alonso et al., 1988;

Alonso et al., 1991; Fernandez et al., 2000). De estos cinco grupos, los a y
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Bson la contraparte de las vias RecBCD y RecFOR en E. coli

respectivamente (Fernandez et al., 2000).

Mecanismo de formacion del 3'-OH-ssDNA (pre-sinapsis).

En bacterias, los DSBs y SSGs son los sitios de inicio de
recombinacién homologa. El procesamiento de estas lesiones genera el
extremo 3’-OH-ssDNA, sustrato recombinogénico clave para el inicio de la
recombinacién homodloga. En E. coli el extremo es generado por la enzima
RecFOR a partir de SSGs, esta enzima se ha encontrado en la mayoria de
las eubacterias; mientras que el extremo generado a partir de DSBs es
procesado por RecBCD en E. coli (Gram-negativas) o por AddAB en B.

subtilis (Gram-positivas) (Chédin y Kowalczykowski, 2002).

Procesamiento de SSGs.

El mecanismo bioquimico de formacion del extremo invasor a partir
de SSGs requiere de la participacion del complejo RecFOR, helicasas y
exonucleasas. Las proteinas RecFOR delimitan la zona a recombinar a
través de su union en el extremo 5 de la discontinuidad en donde existe
dsDNA y ssDNA (Fig. 3). Se ha propuesto que las actividades de RecQ
(helicasa) y RecJ (exonucleasa) promueven la formacion del extremo 3'-

OH-ssDNA. Esto permite que la proteina RecA se polimerize sobre el
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ssDNA y promueva la invasién y apareamiento de la cadena homéloga
(sindpsis) (Fig 3). Posteriormente la discontinuidad es rellenada por la

DNA polimerasa | (Morimatsu y Kowalczykowski, 2003).

RecFOR RecBCD AddAB

X GGTGGTGG X AGCGG

‘ . ‘ GGTGGTGG‘ AGCGG‘ Ahel e
F 5 5
o 3' I ATP
ADP ‘ SsB
. AGCGG

GGTGGTGG w3
RecA 5 5 mmEm3

F 3’ 5"
*5 = h ‘ 3 ammEmE5

GGTGGTGG ‘ AGCGE
: ; 5 ‘ TILL
} o N
5. ° . 2 /Lt._s' 5° = ﬁ..a
R 3 5
3’ ;‘l : smmmsmmmn’

\

GGTGGTGG AGCGG

3 === 3

= = =

» < ¥
M 2 .M 9
3’ 3
EEEEEEEER

Figura 3.- Mecanismo enzimatico para RecFOR, RecBCD y AddAB en la
formacion del extremo 3"-OH-ssDNA a partir de SSGs y DSBs. Figuras tomadas de Spies
y Kowalczykowski, 2004; Quiberoni et al., 2001a.

Cabe mencionar que la inactivacion del complejo RecFOR no afecta
la viabilidad celular seriamente, aunque la reparacion recombinacional de
SSGs y el re-inicio de horquillas de replicacion detenidas por dimeros de
timina esta gravemente comprometida, asi como la recombinacion de

plasmidos (Cohen y Laban, 1983; Cox, 2001, James et al., 1982;
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Kowalzcykowski et al., 1994; Kowalczykowski, 2000; Kuzminov, 1999;

Laban y Cohen, 1981; Luisi-DeLuca et al., 1989).

Procesamiento de DSBs

En E. coli, los DSBs son procesados por el complejo RecBCD y en
B. subtilis éstos dependen del complejo AddAB (Fernandez et al., 2000;
Kowalczykowski et al., 1994; Kuzminov, 1999). En general, ambas
enzimas tienen mecanismos Yy actividades (helicasa/exonucleasa)
similares que de manera coordinada y regulada generan el extremo 3’-OH-
ssDNA (Chédin y Kowalczykowski, 2002; Quiberoni et al., 2001a). De
hecho, se ha demostrado que la expresion ectépica de los genes addAB
puede complementar una mutante recBCD de E. coli (Kooistra et al.,

1993).

El mecanismo bioquimico del procesamiento de DSBs comprende:
a) la apertura del dsDNA mediante la actividad de helicasa; b) la
degradacion de ssDNA 3°-5" generado durante la apertura de cadenas; c)
el reconocimiento de la secuencia Chi (y, Cross-over hostspot instigador)
especie-especifica, la cual induce la perdida de la actividad de
exonucleasa 3'-5" pero no la de helicasa, ambos eventos generan el 3'-
OH-ssDNA vy d) la polimerizacion de la proteina RecA sobre el 3"-OH-

ssDNA e invasion de la cadena homologa (sinapsis) (Fig. 3).
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Aunque ambas enzimas pertenecen a la misma familia de proteinas
y desempefan la misma actividad bioquimica sobre DSBs, existen claras
diferencias que los definen como proteinas distintas. RecBCD posee dos
actividades de helicasa que actian como dos motores moleculares con
distinta capacidad, una lenta (RecB) y otra rapida (RecD) (Dillingham et al
2003; Taylor y Smith, 2003). En contraste AddAB a pesar de poseer
motivos de helicasa en ambas subunidades, solo la de AddA es
indispensable para recombinar/reparar DSBs (Haijema et al., 1996;

Kooistra et al. 1997).

La enzima AddAB de B. subtilis posee en ambas subunidades las
actividades de nucleasa que participan en la degradacion simétrica del
dsDNA y cuando la enzima encuentra a y solo la actividad de nucleasa 3’-
5" de AddA es atenuada (Fig. 3) (Chédin et al., 1988; Chédin et al., 2000;
Quiberoni et al, 2001; Quiberoni et al., 2001a). Con respecto a RecBCD,
las subunidades RecB y RecD presentan motivos de nucleasa que
participan en la degradacion asimétrica del dsDNA (Jockovich y Myers,
2001; Korangy y Julin, 1992; Quiberoni et al., 2001a; Yu et al., 1998; Wang
et al., 2000). Se ha observado que cuando RecBCD interacciona con y se
genera un cambio conformacional que inactiva la nucleasa 3’-5’ pero no la
actividad de helicasa de RecB permitiendo la generacion del extremo 3'-

OH-ssDNA (Kowalczykowski et al., 1994; Myers et al., 1995).

En E. coli el reconocimiento de RecBCD depende de la orientacion

de la secuencia y (5-GGTGGTGG-3", Lam et al.,, 1974), la cual esta
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localizada en la cadena 5’-3’ para modificar la actividad de exonucleasa de
RecB (Bianco y Kowalczykowski, 1997). En contraste en B. subtilis, la
secuencia y (5"-AGCGG-3’, Chédin et al., 1998) es reconocida por AddAB
independientemente de en que cadena se localiza (Biswas et al., 1995;
Chédin et al., 2000; El Karoui et al., 1999). Ademas de E. coli y B. subtilis,
la secuencia y se ha reportado en Lactococcus lactis y Haemophilus
influenzae (Biswass et al., 1995; El Karoui et al., 1998; Sourice et al.,
1998). Las secuencias y descritas varian de 5 a 8 pares de bases, son
ricas en GC y el efecto de activacion de recombinacion decrece con la
distancia (no promueven recombinacion en zonas a mas de 10 kb) (El
Karoui et al., 1999; Smith, 2001).

Fenotipicamente, la inactivacion de los genes recB o recC afecta
severamente la viabilidad y la capacidad recombinogénica; en contraste, la
inactivacién del gen recD provoca un fenotipo hiperrecombinogénico, sin
efecto en la viabilidad celular (Kowalczykowski et al., 1994). En B. subtilis
la inactivacién de los genes addA y addB provoca un fenotipo similar al
observado en las mutantes recB o recC de E. coli (Alonso et al., 1988;
Alonso et al., 1991; Fernandez et al., 2000; Haijema et al. 1996; Kooistra

et al., 1988; Kooistra et al. 1997).
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Generalidades de las Rhizobiaceas.

El nitrégeno es un elemento importante para los organismos. En la
naturaleza los nitratos (NO3) y el amonio (NH,4) (principales fuentes de
nitrogeno asimilable por los organismos) pueden obtenerse del N
atmosférico por: a) las descargas eléctricas en tormentas atmosféricas y
b) enzimaticamente por microorganismos durante la fijacién biologica del
nitrogeno (FBN) (Martinez-Romero, 2000). Las bacterias de los géneros
Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Mesorhizobium establecen
una simbiosis especifica con raices de plantas leguminosas. Las rhizobias
invaden e inducen la diferenciacion del tejido vegetal de la raiz para formar
un nédulo, estructura especializada en donde se lleva a cabo la reduccion

enzimatica del N, (Martinez-Romero, 2000).

Los géneros  Azorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium y  Bradyrhizobium (familia  Rhizobiaceae; orden
Rhizobiales; clase a-proteobacteria) (Martinez-Romero, 2000) se
caracterizan por tener moléculas de DNA extra-cromosomales de alto
peso molecular (pladsmidos). El numero (1 a 11) y tamafio (150 a 1,683 kb)
es variable dentro de las especies y constituyen hasta un 50 % del
genoma (Romero y Brom, 2004). En los géneros Rhizobium vy
Sinorhizobium, la mayor parte de los genes involucrados en el proceso de
nodulacion y fijacion de nitrbgeno se encuentran en un plasmido,

denominado plasmido simbiético (pSim) cuyo tamafio varia desde 180 kb
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hasta 1.35 Mb; sin embargo, una eficiente interaccion planta-bacteria
requiere de la participacion de genes presentes en otros plasmidos
(Romero y Brom, 2004). En contraste, en los géneros Bradyrhizobium y
Mesorhizobium la informacion simbidtica se localiza en una region del
cromosoma (isla simbidtica, 502 kb). El andlisis del contenido de GC y el
uso de codones del sector simbidtico y del genoma sugieren que en
algunas especies la region pudo haberse adquirido por transferencia
horizontal. En Mesorhizobium loti, se ha demostrado que la isla simbi6tica
se puede movilizar de una cepa a otra y el evento de integracion esta
mediado por transposones conjugativos sitio-especificos (Hahn vy
Hennecke, 1987; Gottfer et al., 2001; Sullivan et al., 1995; Sullivan et al.,

1998).

Dinamica del genoma de las rhizobias.

En general las rhizobias poseen una alta cantidad de secuencias
repetidas localizadas en los plasmidos y en el cromosoma, aunque la
mayoria son secuencias de insercion (IS, insertion sequences) es posible
encontrar genes especificos (Romero y Palacios, 1997; Romero et al.,
1999). Las secuencias repetidas pueden generar rearreglos genéticos
como deleciones, amplificaciones, inversiones Yy cointegraciones, via
recombinacion homologa. Por ejemplo en el pSim de R. etli, el amplicén
nod-nif flagueado por los genes nifHDK (codifican para la enzima

nitrogenasa) experimenta deleciones y duplicaciones de una region de 120
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kb que contiene muchos de los genes simbidticos a una alta frecuencia
(10 (Romero et al., 1991). Los amplicones tambien se han descrito en
otras rhizobias, asi como en otros genomas bacterianos (Flores et al.,
1993; Mavingui et al., 2002). También en R. etli se han se han descrito
eventos de co-integracién de dos plasmidos, el pCFN42b (biosintesis de
lipopolisacéaridos) y el pSim (Brom et al.,, 1991); o el pCFN42a (auto-
transferible) y el pSim (Brom et al.,, 2004; Tun-Garrido et al., 2003).
Recientemente en Rhizobium NGR234 se han descrito co-integraciones

plasmido-plasmido y entre el plasmido-cromosoma (Mavingui et al., 2002).
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los ejemplos anteriormente mencionados, muestran que en las
Rhizobiaceas existe una gran dinamica genomica. Esta plasticidad ha
motivado el estudio de los mecanismos y de los sistemas enziméaticos que
que participan en la formacion de los rearreglos genémicos. Empleando
como modelo a R. etli, se han descrito los mecanismos de formacion de
deleciones, amplificaciones, cointegraciones y conversion génica en este
organismo, eventos dependientes del gen recA (Martinez-Salazar et al.,
1991; Martinez-Salazar y Romero, 2000; Rodriguez y Romero, 1998;
Romero et al.,, 1991; Romero et al., 1995; Valencia-Morales y Romero,
2000). Otros genes de recombinacion homologa estudiados en esta
bacteria son los genes ruvA, ruvB y recG (Martinez-Salazary Romero,
2000; Martinez-Salazar et al., en preparacion) que participan en la etapa
de migracion del heteroduplex; sin embargo se desconoce que enzimas de
la maquinaria de recombinacién homéloga llevan a cabo la pre-sinapsis o

inicio de recombinacion.

En bacterias, las enzimas RecF y RecBCD/AddAB participan
activamente en la pre-sinapsis del proceso de recombinacion homdloga.
Tanto en E. coli como en B. subtilis estas enzimas definen dos principales
vias de recombinacion homologa. La enzima RecF repara y recombina
SSGs, mientras que DSBs son procesados por las enzimas

RecBCD/AddAB.
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El objetivo principal del presente trabajo es identificar y aislar los
genes de recombinacion homologa que participan en la etapa de pre-
sinapsis del proceso de recombinacién homéloga y que caracterizan las
vias de recombinacién. Ademas evaluar la participacion de estas enzimas
en la reparacion del DNA, asi como en eventos de recombinacion
homologa. Un especial interes es evaluar la recombinacion de plasmidos

grandes que ha sido poco estudiada.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se reportaron en el articulo: Zuhiga-
Castillo J.,, Romero D., and Martinez-Salazar J.M. (2004) The
recombination genes addAB are not restricted to Gram-positive bacteria:
Genetic analysis of the recombination initiation enzymes RecF and AddAB
in Rhizobium etli. J Bacteriol 186:7905-7913, el cual se presenta a
continuacion.

Ademas se incluye una seccidn de resultados adicionales que

amplian los estudios de las enzimas RecF y AddAB en Rhizobium etli.
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RESULTADOS ADICIONALES

En el articulo se describe la presencia en a-proteobacterias de los
genes recF, addA y addB involucrados en las vias de reparacion-
recombinacién RecF y AddAB. Los analisis genéticos realizados en R. etli
revelaron su participacion en los procesos de reparacién y recombinacion
homologa. De los datos presentados se desprende que los genes addA y
addB se encuentran en bacterias Gram-positivas y —negativas, mientras
gue su equivalente funcional, recB, recC y recD sélo se ha descrito en
Gram-negativas. Este hecho nos estimula a realizar un analisis para
conocer el posible origen filogenético de los genes addA y addB de a-
proteobacterias, el cual es descrito en la presente seccién. Ademas se
incluyen otros aspectos no considerados en el articulo que ayudaran a

determinar la participacién de estas dos vias en R. etli.

Analisis bioinformético de la proteina RecF.

La conservacion de regiones y/o motivos en las proteinas es
relevante debido a que generalmente desempefian una funcion bioldgica
importante. Por ello se realizé un andlisis bioinformético con las proteinas
RecF de bacterias Gram-negativas (28) y —positivas (12) previamente
reportadas. El alineamiento multiple empleando el programa ClustalW

(Thompson, 1994) reveld la presencia de cuatro regiones conservadas
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dentro de las proteinas (Fig. 4A). El motivo P-loop (GXXGXGKT) ubicado
en el extremo N-terminal es indispensable para la actividad de ATPasa y
union al dsDNA aunque no para la disociacién del mismo (Griffin IV y
Kolodner, 1990; Umezu et al., 1993; Webb et al., 1997; Webb et al., 1999).
Este motivo también se ha encontrado en otras proteinas como RecN en
procariontes y SMC (de mantenimiento cromosomal) en eucariontes
(Hirano, 1998). Los tres motivos restantes aunque no poseen funcion
asignada se han propuesto que son necesarios para las interacciones con
las proteinas RecR y RecO (Bork et al., 2001; Umezu et al., 1993; Webb et
al., 1997; Webb et al., 1999).

Para establecer las relaciones filogenéticas de las proteinas RecF
de a-proteobacterias en eubacterias, se construyé un arbol filogenético
con el programa PHYLIP (Felsenstein, 1995) a partir del alineamiento
multiple realizado con ClustalW vy visualizado con el programa Treeview
(Page, 1996) (Fig. 4B). Se observé que las proteinas RecF de a-
proteobacterias forman un solo clado que se agrupa con otros de bacterias
Gram-negativas. La distribucion filogenética observada es consistente con
los estudios previamente reportados, en donde se muestra la amplia

distribucion del gen recF en bacterias (Eisen y Hanawalt, 1999).
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Figura 4.- Regiones conservadas y filogenia de las proteinas RecF. (A) Los

aminoacidos conservados estan indicados con asteriscos, mientras que los aminoacidos
de la misma naturaleza quimica con dos puntos. (B) Cladograma Neighborg-Joining
construido con PHYLIP, utilizando un alineamiento mdltiple de las proteinas RecF de a-
proteobacterias, RecF de Gram-negativas y RecF de Gram-positivas. Los valores
correspondientes al boostrap estan indicados en la parte lateral de cada clado. Bacterias
Gram-negativas: Ctrac (Chlamydia trachomatis), Dradi (Deinococcus radiodurans), Synec
(Synechocystis sp), Nosto (Nostoc sp), Scoel (Streptomyces coelicolor), Msmeg
(Mycobacterium smegmatis), Mlepr (Mycobacterium leprae), Mtube (Mycobacterium
tuberculosis), Pgyng (Porfiromonas gingivalis), Rprow (Rickettsia prowazekii), Ccres
(Caulobacter crescentus), Rcaps (Rhodobacter capsulatus), Smeli (Sinorhizobium
meliloti), Atume (Agrobacterium tumefasciens), Retli (Rhizobium etli), Bmeli (Brucella
melitensis), Mloti (Mesorhizobium loti), Xcamp (Xhantomonas campestris), Vchlo (Vibrio
chloreae), Apleu (Actynomices pleuroneumoniae), Hinfl (Haemophilus influenzae), Pmira
(Proteus mirabilis), Ypest (Yersinia pestis), Ecoli (Escherichia coli), Sthyp (Salmonella
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typhi), Avine (Azotobacter vinelandii), Pputi (Pseudomonas putida), Paero (Pseudomonas
aeruginosa). Bacterias Gram-positivas: Tpall (Treponema pallidum), Cperf (Clostridium
perfringes), Efaec (Enterococcus faecalis), Saure (Staphylococcus aureus), Bhalo
(Bacillus halodurans), Bsubt (Bacillus subtilis), Lmono (Lysteria monocitogenes), Linno
(Lysteria innocua), Llact (Lactococcus lactis), Spneu (Streptococcus pneumoniae), Spyog
(Streptococcus pyogenes); Fuso (Fusobacterium nucleatum), Ttegc (Thermoanaerobacter
tengcongensis).

Analisis bioinformétio de las proteinas AddA y AddB.

Las subunidades AddA y RecB, a pesar de no compartir una alta
homologia, conservan 7 motivos de helicasa y uno de nucleasa (Kooistra
et al., 1988; Kooistra et al., 1997; Haijema et al., 1996; Fig 1B, Zuiiga-
Castillo et al., 2004). En contraste, las subunidades AddB y RecC aunque
no conservan motivos son similares en tamafio y comparten poca
homologia; sin embargo, un motivo funcional de nucleasa presente en las
proteinas AddB de Gram-positivas, también se localizo en las AddB de las
o-proteobacterias (Quiberoni et al, 2001; Fig. 1C Zuhiga-Castillo et al.,
2004).

Se determinaron las relaciones filogenéticas de las proteinas AddB
de oa-proteobacterias mediante la construccion de un arbol filogenético.
Para ello primero, se generé un alineamiento mdultiple ClustalW
(Thompson, 1994) entre las secuencias de aminoacidos de las proteinas
AddB de a- proteobacterias y bacterias Gram-positivas, y las secuencias
RecC de bacterias Gram-negativas. Se observd que el clado de las a-
proteobacterias estd mas cercano al de las bacterias Gram-positivas que

al clado de bacterias Gram-negativas (Fig. 5). Esta distribucién filogenética
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de las proteinas AddB de a-proteobacterias es similar a la observada para

las proteinas AddA (Fig 1A Zufiiga-Castillo et al., 2004).
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Figura 5.- Relaciones filogenéticas de las proteinas AddB de o-proteobacterias.
El cladograma Neighborg-Joining fue construido con PHYLIP, utilizando un alineamiento
multiple de las proteinas AddB de a-proteobacterias, RecC de Gram-negativas y AddB de
Gram-positivas. Los valores correspondientes al boostrap estan indicados en la parte
lateral de cada clado. Bacterias Gram-negativas: Mtube (Mycobacterium tuberculosis),
Xfast (Xylella fastidiosa), Nmeni (Neisseria meningitidis), Paeru (Pseudomonas
aeruginosa), Vchlo (Vibrio chloreae), Ypest (Yersinia pestis), Ecoli (Escherichia coli),
Stypm (Salmonella typhimurium), Styph (Salmonella typhi), Hinfl (Haemophilus
influenzae), Pmult (Pasteurella multocida), Buchn (Buchnera spp.), Rsola (Ralstonia
solanacearum), Ccres (Caulobacter crescentus); Smeli (Sinorhizobium meliloti); Retli
(Rhizobium etli); Atume (Agrobacterium tumefasciens); Mloti (Mezorhizobium loti); Bmeli
(Brucella melitensis); Bsuis (Brucella suis). Bacterias Gram.positivas: Bburg (Borrelia
burgdorferi), Efaec (Enterococcus faecalis), Saure (Staphylococcus aureus), Bsubt
(Bacillus subtilis), Linno (Lysteria innocua), Lmono (Lysteria monocitogenes), Cacet
(Clostridium acetobutylicum), Cperf (Clostridium perfringes), Lact (Lactococcus lactis),
Spyog (Streptoccus pyogenes), Spneu (Strepcoccus pneumoniae).
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Origen evolutivo de los genes addA y addB.

Los estudios previamente realizados consideran que los genes
addA y addB estan restringidos solo a las bacterias Gram-positivas,
mientras que los genes recB, recC y recD en bacterias Gram-negativas
(Chédin and Kowalczykowski, 2002). El encontrar en o-proteobacterias
(bacterias Gram-negativas) genes con motivos, filogenia y homologia a los
addA y addB descritos en B. subtilis (bacterias Gram-positivas) nos
estimula a determinar el posible origen filogenético.

Generalmente cuando un gen es adquirido mediante cualquiera de
los mecanismos de transferencia horizontal (conjugacion, transformacion o
transduccion), éste posee caracteristicas diferentes a las del genoma
receptor. El analisis de composicion de GC, porcentaje de dinucledétidos,
frecuencia de uso de codones y sintenia, aportan criterios para determinar
si el gen en cuestién ha evolucionado con el organismo o es de reciente
adquisicién (Lawrence y Ochman, 1998). En las siguientes secciones se
describen los andlisis de contenido de GC, frecuencia de uso de codones

y sintenia de los genes addA y addB presentes en a-proteobacterias.

Analisis del contenido de GC de addAB.

El analisis comparativo del contenido de GC de los genes addA y

addB en las especies Gram-negativas (o-proteobacterias y R.
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solanacearum) y Gram-positivas (Firmicutes) no present6 diferencia con
respecto al valor promedio de su respectivo genoma (Tabla 3). Este
resultado es similar al observado para los genes recA y recF también
involucrados en recombinacion y de amplia distribucién filogenética.
Finalmente, los porcentajes de GC para addAB de las bacterias Gram-
negativas analizadas (61-73%) son diferentes a los encontrados en las
especies de bacterias Gram-positivas (28-49%). Estos resultados
suguieren que en oa-proteobacterias el sector del genoma que contiene a

los genes addAB no parece ser de origen externo.

Tabla 3 Contenido de GC de los genes addA, addB, recA y recF en eubacterias °.

Contenido de GC

Organismo Genoma addA addB recA reck

a-proteobacteria

M. loti 60.63 67.26 69.13 63.88 68.07
C. crescentus 67.20 70.63 73.09 64.14 70.63
S. meliloti 62.10 67.06 67.55 60.63 67.83
A. tumefasciens 58.13 61.67 63.59 57.45 61.52
B. melitensis 57.00 61.44 62.56 57.14 61.46
B. suis 57.25 61.47 63.02 54.36 61.46
B. japonicum 64.10 68.35 69.00 64.00 70.00
R. etli 61.27 64.05 63.38 60.51 65.06

B-proteobacteria

R. solanacearum 69.90 73.00 73.00 64.00 70.14
Firmicutes

C. perfringes 26.95 29.00 28.00 34.00 24.00
E. faecalis 27.40 38.53 38.88 42.62 37.78
S. pneumoniae 39.60 43.45 43.02 42.01 34.34
L. lactis 33.75 32.40 31.91 39.79 33.15
B. subtilis 43.50 48.00 49.00 46.00 45.00

a. Valor promedio en porcentaje del contenido de GC.
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Frecuencia de uso de codones de addAB.

Con respecto al andlisis del uso de codones, los patrones de
frecuencia de uso de codones de los genes addA y addB son similares al
promedio observado en sus respectivos genomas, tanto en las especies
de a-proteobacterias (Fig 6 A-D) como en B. subtilis y L. lactis (Gram-
positivas) (Fig. 6 E y F). Ademas la frecuencia de uso de codones de los
genes addA y addB muestra un comportamiento parecido entre las
especies de a-proteobacteras analizadas, pero diferente al observado en
Gram-positivas. Estos datos sugieren que las especies filogenéticamente

cercanas tienen un uso similar de codones.

Andlisis de sintenia de los genes addAB.

Por lo general, cuando ocurren procesos de transferencia horizontal
se mueven segmentos del cromosoma de diferentes tamafios, los cuales
pueden incluir unidades transcripcionales (operones). Se ha encontrado
que genes involucrados en una determinada funcién celular tienden a
mantenerse unidos en forma de operones 0 se agrupan en sectores del
genoma (Lawrence y Ochman, 1998). El andlisis de la sintenia de las
regiones ayuda a determinar un posible origen, ya que el genoma receptor

puede tener una organizacién genética similar al genoma donador.
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En las a-proteobacterias asi como en R. solanacearum la sintenia
presenta una organizacion conservada que incluye los genes galF-like,
addB, addA y trxA. En la region 5’ de addB existe un gen que codifica para
una nucleotidil transferasa (galF-like, no involucrada con procesos de
recombinacién o reparacion); mientras que en la region 3’ de addA existe
el gen trxA (el cual codifica para una tioredoxina involucrada en la
regulacion del éstres oxidativo) (Fig. 7). Con respecto a las bacterias
Gram-positivas la sintenia se restringio solo a los genes addA y addB, en
todos los casos descritos el gen addB precede a addA (Fig. 7) (El Karoui
et al., 1998; Kooistra et al., 1988; Kooistra y Venema, 1991). En el caso de
Gram-negativas los genes recBCD se han localizado en una regién en
donde recC, recB yrecD pueden estar adyacentes como en P aeruginosa
0 bien recC separado de recB y recD como en E. coli (Kowalczykowski et
al., 1994).

Los datos obtenidos del analisis del contenido de GC, frecuencia de
uso de codones y sintenia no permiten determinar el origen evolutivo de
los genes addA y addB de a-proteobacterias y de R. solanacearum, y
tampoco se puede considerar a éstos genes como foraneos. Sin embargo,
la filogenia de las proteinas AddA y AddB (Zuhiga-Castillo, et al., 2004 y
Fig. 5) indican que existe una relacién cercana entre las a-proteobacteias

y las bacterias Gram-positivas.
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Figura 6.- Analisis comparativo de la frecuencia de uso de codones del genoma
(¢), addA (=) y addB (A) de C. crescentus (A), B. melitensis (B), R. etli (C), S. meliloti (D),
B. subtilis (E) y L. lactis (F). Los valores de frecuencia de uso de codones fueron
obtenidos de la base de datos TIGR (www.tigr.org); excepto para R. etli en donde las
frecuencias de uso de codones se obtuvieron a partir de la secuencia nucleotidica con el

programa CUSP (www.pasteur.fr)
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y-proteobacterias (Gram-negativas)
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a-proteobacterias (Gram-negativos)

Caulobacter crescentus

Agrobacterium tumefasciens

Rhizobium etli

Sinorhizobium meliloti

Bradyrhizobium japonicum

Mezorhizobium loti

Brucella melitensis

e e

cc3535 galF-lke addB addA trxA Hip. prot folC

Agr_c_43 galF-like addB addA trxA folC
Hip. prot ~ galF-like addB  addA  trxA folC
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Hip.prot. galF-like addB addA trxA  transposasa  folC
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galF-like addB addA trxA Hip. prot folC

e s

yjeE galF-like addB addA trxA Hip. prot yacR folC

Hip. prot galF-like addB addA trxA folC

Figura 7.- Representacion gréafica de los locus gendmicos de los genes addA y
addB o recB, recC y recD. La informacion correspondiente a cada especie fue obtenida
de la base de datos TIGR (www.tigr.org), excepto para R. etli en donde la informacién
proviene de la secuencia genomica (Gonzalez et al, no publicado).
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Caracterizacién molecular de las mutantes de R. etli.

Las mutantes recF::loxPSp (CFNX693), addA::loxPSp
(CENX694), AaddAB::loxPSp  (CFNX695) y recFloxP-addA::loxPSp
(CFNX697) construidas por eventos de reemplazamiento genético (Fig. 8)
se caracterizaron a nivel molecular por medio de hibridaciones tipo
Southern, utilizando como detectores los plasmidos pJZC2, pJZC4 y
pJZC16 (Tabla 1 Zudiga-Castillo et al., 2004). Ademas, cada mutante fue

evaluada en su viabilidad, morfologia y sensibilidad a mutagenos.

En las cepas CFNX693 y CFNX694 se observo un incremento de
2.0 kb en el tamafio del fragmento EcoRI de 3.0 (recF) y 6.0 (addA) kb,
debido a la presencia del interposén loxPSp (Fig. 9A, carril 2 y 9B, carril 2,
respectivamente); en el caso de la cepa CFNX694 los fragmentos EcoRI
de 2.5 (addB) y 6.0 (addA) kb desaparecieron, debido a que la
delecion/sustitucion de los genes addAB elimina un sitio EcORI y genera
un fragmento EcoRI de 6.3 kb que comprende el extremo 3"de addB, el
interposon loxPSp y el extremo 5 de addA (Fig 9C, carril 2). La hibridacién
de la cepa CFNX697 con el pJZC4 (addA::loxPSp) presenta dos sefiales
positivas para el interposon loxPSp que corresponden a los fragmentos
EcoRI de addA::loxPSp (8.0 kb) y de recF::loxP (3.2 kb) (Fig 9D, carril 2).
Cuando esta misma cepa es hibridizada con el pJZC2 (recF::loxPSp ) el
patron es el mismo al observado en la hibridacién anterior (Fig 9E, carril

2).
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Con respecto a la viabilidad y morfologia celular, las cepas
CFNX694 y CFNX695 y CFNX697 estan afectadas en viabilidad (70-80%
con respecto a la cepa silvestre; dato no mostrado), presentan una fuerte
sensibilidad a mutagenos como mitomicina C, radiacion UV y acido
nalidixico (Fig. 2 y 3 Zufiga-Castillo et al., 2004); sin embargo, en ninguna
de ellas se observd el fenotipo de filamentacion celular que presentan
mutantes involucradas en la reparacion y segregacion de cromosomas
dafados (Kuzminov, 1999). En contraste, la cepa CFNX693 esta
ligeramente afectada en viabilidad (10-20% con respecto a la cepa
silvestres), es sensible a radiacion UV y mitomicina C (Fig. 2 y 3 Zuiiga-
Castillo et al., 2004) y su morfologia celular no presenté alteracion
significativa con respecto a la cepa silvestre (dato no mostrado).

Estos resultados indican que el interposon loxPSp esta
interrumpiendo los genes recF y addA, que causa un efecto en la

viabilidad y sensibilidad a agentes que dafian el DNA.
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A Cromosoma //—# +//

Vector
suicida

}
Racominant dole /] > V' /

recF
B recF::loxPSp
CFNX693

Act-transcrip ATPasa |l mn v

aa 95

addB v addA
C addA::loxPSp
CFNX694 *
—

N - -_— L)
Nuc ATP-hel2Hell Hel3 Hel4 Hel5 Nuc

D AaddAB::loxPSp /7L_ }*_//
CFNX695 | |

aa 469 aa 988

Figura 8.- Estrategia de mutagenesis en R. etli. Representacion grafica del
reemplazamiento genético (A), diagrama del locus recF::loxPSp (B), addA::loxPSp (C) y
AaddAB::loxPSp (D). El triangulo verde invertido indica la localizacién de la insercién. Los
motivos importantes (barras negras) estan sefialados en cada uno de los genes. La
region con tramado indica la zona deletada de los genes addB y addA.
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Ssss<— recFloxSp (5.0 kb)
€— AaddABloxSp (6.3 kb)

€— addA::loxSp (8.0 kb)
<4— addA (6.0kb
Y- <4— recF (3.0 kb) €— addA (6.0 kb) ( )
<4 addB (2.5 kb)
12 1 2
D E

<€— addA::loxSp (8.0 kb) <€— addA::loxSp (8.0 kb)

€— addA(6.0 kb)

<— recF::lox(3.2 kb) — recF::loxP(3.2 kb)

Figura 9.- Caracterizacion de las mutantes de R. etli. Autoradiografias de las
hibridizaciones tipo Southern de los DNA’s totales digeridos con EcoRI. (A) CFNX693
(recF::loxPSp) hibridizada con pJZC2; (B) CFNX694 (add::loxPSp) hibidizada con pJZC6;
(C) CFNX695 (daddAB::loxPSp) hibridizada con pJZC16; CFNX697 (recF:loxP-
addA::loxPSp) hibridizada con pJZC2 (D) y pJZC6 (E). Las condiciones de hibridaciéon
fueron de alta severidad (buffer comercial Amersham, 65°C).

La recombinacion postconjugacional es independiente de RecF y

AddAB.

Los eventos de integracién tipo Campbell descritos en Zudiga-
Castillo et al., 2004 ocurren por recombinacién homologa mediada por
recA, y mostraron solo una ligera dependencia de AddA y RecF. Debido a
que en E. coli y B. subtilis las proteinas RecF y AddAB participan en la

etapa de pre-sinapsis, los resultados obtenidos en R. etli llevan a los
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siguientes cuestionamientos: a) ¢la poca dependencia de RecF y AddAB
se debe a que la integracion tipo-Campbell requiere solo de RecA para
asistir al ssDNA y promover la sindpsis?; b) ¢existen caracteristicas
propias del sitio que favorece la recombinacion, como topologia, replicén,
etc.? y c) ¢existe otra via de recombinacién que promueva este tipo de
evento?. Para evaluar que el evento es independiente del sitio de
integracion se evaluaron las frecuencias de recombinacion en tres sitios
(Fig. 10 y Tabla 4). Se observo que las frecuencias de recombinacion tipo
Campbell para los plasmidos pJMS4 (nifH), pJQ200::fixL y pJQ200::fnr
(que se integran en el pSim, en el pCFN42f y al cromosoma,
respectivamente) fueron similares, sin presentar una fuerte dependencia
por los genes recF y addAB. Mientras que la frecuencia de recombinacion
del pJZC8 (banda BamHI 56) que se integra en el pSim incremento
ligeramente en las mutantes. Estos resultados demuestran que la
integracion tipo Campbell es independiente de los genes recF y addA, y
gue no es afectada por el sitio de integracion, sugierendo la existencia de
otras actividades que participan en la integracion Campbell en ausencia de

los genes recF y addA.
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A Post-conjugacional (Campbell)

E. coli/pJzCs

I

&

B Recombinacién de plasmidos /7;#—_#/

Delecion 5 Delecion 3"

I'd )
I /S
| o /
\ \
fp—————i ]

C Delecion /7;#—##/
\
/

/
¢
=]

Figura 10. Representaciéon grafica de los eventos de recombinacion homéloga
evaluados en R. etli. Integracién tipo Campbell (A), recombinacion de plasmidos (B) y
delecion (C). Los sectores con tramados representan las regiones de homologia.

45



RESULTADOS ADICIONALES

Tabla 4 La integracion tipo Campbell es independiente de RecF y AddAB de R. etli.?

Genotipo Sitio de integracion
Plasmido Cromosoma
nifH,pSim B56, pSim pCFN42F
pJMS4 pJZC8 pJQ200::fixL pJQ200::fnr
(x 10%° (x 10™)° (x 10%)° (x 10°)°
CE3 (WT) 3.60 + 0.19 1.17 + 0.86 4.17 1.82 + 1.12
(Rif%) (1.00) (1.00) (1.00) (1.00)
CE3recF::loxP 2.30 + 0.72 5.63 + 1.13 5.03 0.69 + 0.36
(Rif%) (0.63) (4.81) (1.20) (0.38)
CE34addAB::loxP 458 + 0.83 550 + 2.40 5.19 4.73 + 1.05
(Rif%) (1.27) (4.70) (1.24) (2.59)
CE3 recF 1.87 + 0.82 1.84 + 1.47 3.83 1.94 + 0.22
-AaddAB::loxP (RifY)  (0.51) (1.57) (0.92) (1.06)

CFNX101
(recA)

0.0015 + 0.0010 0.00026 + 0.00015 -
(0.00041) (0.00022) -

0.0029 +0.0026
(0.0016)

a. Los valores reportados son el promedio de tres experimentos independientes con desviaciéon estandar,
excepto los valores en el plasmido pCFN42f los cuales son representativos de un experimento. Los nimeros
entre paréntesis corresponden a las frecuencias relativas a la cepa silvestre.

b. El sitio de integracion corresponde al gen nifH del plasmido simbiético (pSim) de R. etli. La frecuencia de
recombinacion es el nimero de colonias gentamicina-resistentes divididas entre el niumero total de colonias
viables.

c. El sitio de integracién corresponde a la banda BamHI 56 del plasmido simbiético de R. etli. La frecuencia de
recombinacion es el nimero de colonias gentamicina-resistentes divididas entre el nimero total de colonias
viables.

d. El sitio de integracion corresponde al gen fixL del plasmido pCFN42F de R. etli. La frecuencia de
recombinacion es el nimero de colonias espectinomicina-resistentes divididas entre el nimero total de colonias
viables.

e. El sitio de integracién corresponde al gen fnr del cromosoma de R. etli. La frecuencia de recombinacion es el
numero de colonias gentamicina-resistentes divididas entre el nimero total de colonias viables.

Expresion genética de los genes addAB de R. etli.

En R. etli la region que contiene a los genes addAB comprende los
marcos abiertos de lectura (orf, open reading frame) de los genes orf30,
orf55, galF-like, addB, addA y trxA. Ademas de tener la misma direccién
de transcripcion, el espacio intergénico entre ellos es reducido, por
ejemplo los orf30 (posible histidin-cinasa) y orf55 estan sobrepuestos, en

tanto que hay 15 pb entre el orf55 y galF-like, y 7 pb entre galF-like y
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addB. Estos datos sugieren que estos genes pueden formar una unidad
transcripcional. Asi mismo se ha observado en las a-proteobacterias
reportadas que la sintenia de los genes galF-like, addB, addA y trxA se
conserva (Fig. 7).

En base a lo anterior se evalud la posible unidad transcripcional.
Para ello se disefiaron vectores suicidas (derivados del pK18) con una
region intragénica de cada uno de los tres genes localizados en la region
5 de addB. Las inserciones en cada uno de los genes fué analizada
mediante la sensibilidad a metil-metanosulfonato y &cido nalidixico.

De las tres inserciones, soélo la interrupcion del gen galF-like (4350)
causé una alta sensibilidad al &cido nalidixico y metil-metanosulfonato,
presentando valores similares a los observados en las mutantes addA y
AaddAB (Fig. 11). Este efecto polar sobre los genes addAB sugiere que
los genes galF-like, addB, addA constituyen un operdn y que la expresion
depende del promotor de galF-like. La expresion ectopica de los genes
addAB (pJZC11) en la cepa galF-like::pK18gal restauro la resistencia a los
agentes mutagénicos indicando que galF-like no esta involucrado en los

procesos de reparacion.
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L/—»* Mﬁ #Ac. nalidixico (ug/ml)  Metil metanosulfonato

150 0.01%
orf30 orf55  galF-like addB addA trxA
Silvestre Resistente Resistente
addA v Sensible Sensible
AdaddAB - Sensible Sensible
4350 v Sensible Sensible
2890 v Resistente Resistente

Figura 11- Determinacién de la regién promotora de los genes addAB de R. etli.
La region mostrada corresponde a la region de 12 kb del cromosoma de R. etli. Los sitios
de insercion 4350 y 2890 estan localizados dentro de los genes galF-like y orf55,
respectivamente. Las concentraciones de &cido nalidixico y metil-metanosulfonato
utilizadas para evaluar sobrevivencia de las mutantes de R. etli corresponde a las
determinadas en las curvas de sobrevivencia para cada mutageno.

Se ha reportado que cepas de E. coli mutantes en recBCD son
complementadas en su capacidad de reparacion y recombinaciéon
mediante la expresién ectopica de los genes addAB de B. subtilis o rexAB
de Lactococcus lactis (El Karoui et al., 1998; Kooistra et al., 1993; Miranda
y Kuzminov, 2003). Con la intencion de evaluar si los genes addA y addB
de R. etli pueden complementar las funciones biol6gicas de RecBCD, se
construy6 un pladsmido que contiene a los genes addAB de R. etli y cuya
expresion depende del promotor del gen lacZ del vector (pJZC11, Zadiga-
Castillo et al., 2004). Este plasmido en la mutante de R. etli CFNX695
(delecidn/sustitucion addAB) es capaz de restaurar la viabilidad celular, la
resistencia al acido nalidixico y radiacion UV. El plasmido pJZC11 se
transfiri6 a la mutante JC5519 (recBC) de E. coli y se evaluaron los

fenotipos: a) propagacion del fago T4g2 y b) resistencia a radiacion UV.
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Los fagos que infectan a E. coli (A, T4, P22, etc.,) para poder
replicarse codifican para inhibidores (y, G2, Abc, etc.,) de exonucleasas,
incluyendo la exonucleasa RecBCD (Poteete et al., 1988). El fago T4g2
tiene una mutacién en el gen 2 que es incapaz de inhibir la enzima
RecBCD y por ende ser sensible a degradacion (Biswas et al., 1995; El
Karoui et al., 1998; Kowalczykowski et al. 1994, Miranda y Kuzminov,
2003), este sistema se ha utilizado para determinar in vivo la actividad de
exonucleasa de las enzimas RecBCD y AddAB. En ausencia de las
enzimas el fago se propaga y forma placas de lisis que pueden
cuantificarse, mientras que cuando la enzima esta presente el titulo de
placas de lisis disminuye dramaticamente (El Karoui et al., 1998; Miranda
and Kuzminov, 2003).

En la Fig. 12 se observa que los genes addAB de R. etli localizados
en plasmido fueron incapaces de restaurar la resistencia a radiacion UV y
la propagacion del fago T4g2. A diferencia de lo observado con los genes
rexAB de L. lactis que son capaces de complementar la misma mutante
recBC de E. coli (ElI Karoui et al., 1998). Estos datos podrian deberse a
que AddAB no es funcional, no se expresa en E. coli o la expresion

produce un efecto toxico.
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Valores relativos de B
UFF de T4g2

Cepa de E. coli £
(pldsmido) R. etli* L. lactisa %
c
Q
AB1157/vector 0.0001 0.0005 ;
[
5
JC5519/vector 10 10 3
S
JC5519/paddAB 0.88 0.0002 §
pRexAB T

Radiacion UV (J/m2)

Figura 12. Caracterizacion fenotipica de la mutante recBC de E. coli con los
genes addA y addB de R. etli. (A) Eficiencia de plateo del fago T4g2 en cepas de E. coli
AB1157 (silvestre), JC5519 (recBCD) y JC5519/pJZC11 (paddAB). Los datos
presentados son el promedio de tres experimentos independientes. * Los valores de
unidades formadoras de fago (UFF) son relativos al obtenido en la cepa JC5519 (recBC)
(3.42 x 108 uff/ml). a datos tomados de El Karoui et al., 1998. (B) Curva de sobrevivencia
a radiacion UV. La fraccion sobreviviente es el nimero de bacterias sobrevivientes
después del tratamiento dividas entre el nUmero de bacterias viables sin tratamiento.
Simbolos: AB1157/vector (®), JC5519/vector (w) y JC5519/paddAB (A).
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Impacto biolégico de los genes addAB en bacterias Gram-negativas.

En el presente trabajo se ha descrito el aislamiento vy
caracterizacion de los genes recF y addAB de R. etli, asi como su
participacion en los procesos de reparacion y recombinacion homologa.
Estudios previos indican que, en bacterias, la reparacion recombinacional
de SSGs es procesada por la enzima RecFOR (Morimatsu Yy
Kowalczykowski, 2003), mientras que los DSBs por la enzima RecBCD en
Gram-negativas y AddAB en Gram-positivas (Chédin y Kowalczykowski,
2002). Ambas enzimas participan en la formacion del extremo 3'-OH-
ssDNA durante la pre-sinapsis del proceso de recombinacion homéloga
(Kowalczykowski et al., 1994; Fernandez et al., 2000). El hecho de
encontrar los genes addAB en bacterias Gram-negativas rompe la
marcada division filogenética previamente observada (Chédin vy
Kowalczykowski, 2002). Considerando ahora que los genes addAB estan
distribuidos en ambos grupos (Gram-positivas y a-proteobacterias), en
tanto que sus equivalentes funcionales recBCD se han descrito en
especies de Spiroquetas, Clamidias, Sulfobacterias, Actinobacterias, - y
y-proteobacterias (Gram-negativas). Este hallazgo, amplia el panorama y
puede dar lugar a la busqueda de los genes addAB en otros linajes

bacterianos.
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A pesar de que el analisis del porcentaje de GC, uso de codones y
sintenia indican que los genes addAB de a-proteobacterias y R.
solanacearum tienen caracteristicas propias de la especie que no sugieren
un determinado origen evolutivo (Tabla 3, Fig. 5 y 7 resultados
adicionales), la filogenia de las proteinas AddA y AddB demuestra que
existen una alta similitud con las proteinas de las especies Gram-positivas
(Fig 1A Zuiiiga-Castillo et al., 2004; Fig. 6 resultados adicionales). En base
a los resultados, no es facil saber el origen evolutivo de los genes addAB
en a-proteobacterias. Una hipotesis derivada de las filogenias de AddA y
AddB podria ser que durante la separacion de los linajes bacterianos la
proteina precursora helicasa/exonucleasa AddAB se diversific6 en las

bacterias Gram-positivas y en las a-proteobacterias.

Reparacion recombinacional del DNA en a-proteobacterias.

Los estudios iniciales revelaron que las mutantes en recombinacién
homdéloga, también eran sensibles a radiacion UV y agentes mutagénicos
(Horii y Clark, 1973), implicando que la recombinacion homdloga
participaba en la reparacion del DNA (reparacion recombinacional). En R.
etli los genes de recombinacion que han sido inactivados (recA, ruvB y
recG) también han mostrado una mayor sensibilidad a agentes
mutagénicos (Martinez-Salazar et al., 1991; Martinez-Salazar y Romero,

2000; Martinez-Salazar et al., en preparacion). En Zuniga-Castillo et al.,
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2004, se observa que la inactivacibn de recF provocé una fuerte
sensibilidad a mutdgenos que producen mayoritariamente SSGs (radiacion
UV y mitomicina C) (Kuzminov, 1999), mientras que las mutantes en addA
fueron sensibles al acido nalidixico (inductor de DSBs, Sugino et al, 1977),
asi como a la radiacion UV y mitomicina C. Por ultimo, la doble mutante
recF-addA mostr6 efectos aditivos para los mutagenos evaluados (Fig 2A-
C, Zuniga-Castillo et al., 2004). Estos resultados son congruentes con los
fenotipos observados en E. coli y B. subtilis, implicando al gen recF en la
reparacion de SSGs y addAB en DSBs (Fernandez et al.,, 2000;

Kowalczykowski et al., 1994, Kuzminov, 1999).

La enzima AddAB de R. etli podria ser regulada por una secuencia y.

En R. etli, la enzima AddAB tiene un papel relevante en la
reparacion recombinacional de DSBs (lesi6bnes altamente toxicas), sin
embargo no desempefia un papel importante en los eventos de
recombinacibn homéloga examinados. Curiosamente el evento
postconjugacional, recombinacion tipo Campbell, no se afecto en las
mutantes addAB. Este evento en otros sistemas es dependiente de
RecBCD en E. coli o de AJddAB en B. subtilis (Alonso et al., 1988; Dermic y
Trgovcevic, 1999). Es posible que la presencia de otra via de
recombinacién promueva este evento, 0 bien que los sustratos utilizados

no cuenten con la secuencia y de R. etli.
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En E. coli y B. subtilis la secuencia y es capaz de activar
recombinacién homologa en sus alrededores, debido a que modifica las
actividades enzimaticas de RecBCD o AddAB (Bianco y Kowalczykowski,
1997; Biswas et al., 1995; Chedin et al., 1998; Chédin et al., 2000; El
Karoui et al., 1998; Myers et al.,, 1995; Sourice et al., 1998). Se ha
demostrado que la incorporaciéon de la secuencia y a un sistema de
recombinacidén provoca un incremento en la frecuencia de recombinacion
en E. coli y L. lactis (El Karoui et al., 1998; Zaman y Boles, 1996). En
nuestro caso, es probable que la poca dependencia de AddAB observada
pueda deberse a que el vector utilizado en el ensayo o el fragmento del
genoma de R. etli clonado carezcan de la secuencia y de R. etli.

A la fecha la secuencia y se ha reportado en las especies de E. coli,
B. subtilis, H. influenzae y L. Lactis (Lam et al., 1974, Chédin et al., 1998;
Biswas et al., 1995; Sourice et al., 1998). Cabe mencionarse que en E. coli
y H. influenzae se han reportado varias secuencias con diferente actividad,
generalmente estos cambios son de uno o dos nucleotidos (Sourice et al.,
1998). Por dltimo, la secuencia y de E. coli puede ser reconocida por
enzimas presentes en enterobacterias, pero no por las de otras especies
como P. aeruginosa, A. tumefaciens, S. meliloti y B. amyloliquefaciens
(Schultz y Smith, 1986). Lo anterior sugiere que la hipotética secuencia y
de R. etli es diferente, lo cual hace atractiva la idea de identificarla para
determinar si la proteina AddAB de R. etli responde a esta secuencia

permitiendo la activacién de recombinacion homologa.
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Una de las estrategias que podria utilizarse en la busqueda de la
posible secuencia y de R. etli es analizar la secuencia nucleotidica del
genoma de R. etli (Gonzalez et al, no publicado) con programas de
computo que permitan buscar secuencias pequefias (5 -11 pb) con una
riqueza en GC y frecuentes en el genoma, caracteristicas comunes en
todas las secuencias y hasta hoy descritas (El Karoui et al., 1999). Una
vez identificadas, podrian clonarse en algunos de los sistemas utilizados
en la caracterizaciéon de las mutantes de R. etli y evaluar su capacidad

para activar recombinacion homologa.

Una de las actividades de las enzimas RecBCD/AddAB es la
degradacion de dsDNA lineal, a menos que éste se encuentre protegido
por la secuencia y. Se ha descrito un sistema que permite evaluar la
capacidad de proteccion de la secuencia y sobre el dsDNA lineal, el
sistema emplea plasmidos con replicacion tipo circulo rodante en H.
influenzae, L. lactis y otras bacterias (Biswass et al., 1995; El Karoui et al.,
1998; Sourice et al., 1998). Brevemente, los plasmidos tipo circulo rodante
cuando replican generan multimeros que se resuelven por recombinacién
intramolecular. Ademas, el plasmido contiene el gen nuc que codifica para
una nucleasa extracelular que permite la deteccion de colonias que
contienen multimeros mediante un ensayo en placa con el medio de
cultivo azul de toluidina-DNA. Cuando una colonia produce la nucleasa, el
DNA degradado provoca la aparicion de un halo rosa debido a un cambio

en el pH del medio, el tamafio del halo es directamente proporcional al
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tamafio del multimero. Se podrian clonar fragmentos de tamafio regular
(400-500 pb) del genoma de R. etli y evaluar si en algunas clonas ocurre
proteccion. Debido a que los plasmidos tipo circulo rodante no se replican
en R. etli (dato no mostrado) pero si en E. coli, se propone realizar este
tipo de experimentos en una cepa de E. coli recBCD transformada con el

vector de expresion pAddAB.

¢, Qué otros elementos de la maquinaria de recombinacion de R. etli

participan en la pre-sinapsis?

Los estudios realizados en E. coli y B. subtilis demuestran que la
recombinacion de plasmidos depende de la via ReFOR (Alonso et al.,
1988; Cohen y Laban, 1983; James et al., 1982; Laban y Cohen., 1981);
mientras que la recombinacion postconjugacional procede por la via
RecBCD en E. coli y AddAB en B. subtilis. Ademas, una doble inactivacion
recB-recF (E. coli) y addA-recF (B. subtilis) provoca una fuerte disminucion
de la capacidad recombinogénica (Alonso et al., 1991; Fernandez et al.,
2000; Kowalczykowski et al., 1994). En R. etli la inactivacion de recF
causoO una disminucion en la recombinacion de plasmidos, pero no en los
eventos postconjugacionales; en tanto que la inactivacion de addA afecto
ligeramente la capacidad de recombinacibn. En el caso de la
recombinacion postconjugacionl tipo Campbell y la delecién se observé
gue no fueron afectadas después de inactivar ambas vias (Tabla 2 Zuiiga-

Castillo et al., 2004). Estos resultados sugieren que otros elementos de la
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maquinaria de recombinacién de R. etli estan involucrados en estos
eventos. En E. coli se ha observado que existe una alta redundancia
funcional (Horii y Clark, 1973), al menos existen 13 exonucleasas (RecJ,
ShcB, SbcCD, PolA, etc) y 4 helicasas (UvrD, Hel I, Hel IV y RecQ) que
podrian complementar la ausencia de la enzima RecBCD
(Kowalczykowski et al., 1994; Shevelev y Hubscher, 2002). Una
posibilidad, como se ha demostrado en E. coli es la presencia de
mutaciones supresoras, las cuales activan la expresion de genes que
complementen la carencia de RecBCD (sbcA y el profago criptico Rac) o
en caso contrario como ocurre en la mutacion supresora sbcB la
inactivacion de la exonucleasa | estabiliza la presencia de algun
intermediario de recombinacion que puede ser procesado por otra proteina
como RecF.

Diferentes estrategias pueden ser utilizadas para identificar otros
genes: a) un analisis bioinformatico del genoma de R. etli permitira
identificar los genes ortdlogos de B. subtilis y/o E. coli., ademas aquellos
gque presenten motivos de exonucleasa, helicasa, etc. Posterior a esto, se
podrian construir mutantes dobles o triples y evaluar los fenotipos de
sensibilidad y de recombinacion homologa con los distintos sistemas de
recombinacion utilizados en este trabajo; b) Otro enfoque experimental
considera la realizacion de una mutagénesis generalizada de la cepa
mutante recF-addA para identificar genes que participan en la pre-
sinapsis, utilizando como criterio el decremento de la frecuencia de

integracion Campbell aunado a la sensibilidad a mutagenos.
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¢Los genes addAB de R. etli son ortélogos funcionales de E. coli y B.

subtilis?

La expresion ectopica de los genes addAB y rexAB de B. subtilis y
L. lactis, complementan la viabilidad y la capacidad recombinogénica de
una mutante recBCD de E. coli (Kooistra et al., 1993; El Karoui et al.,
1998; Miranda y Kuzminov, 2003); sin embargo, los genes addAB de R.
eti no complementan esta misma mutacion (Fig. 10, resultados
adicionales). Una posibilidad es que las proteinas de R. etli no sean
funcionales (debido a un plegamiento inapropiado), su presencia genera
un efecto toxico, o no se expresan en E. coli. Con la intencién de expresar
los genes addAB en un fondo recBCD de E. coli, se propone la
construccion de un vector de expresion que tenga promotor para la RNA
polimerasa y sitio de union a ribosoma de E. coli. Ademas, de utilizarse en
experimentos de complementacion, el vector podria utilizarse en la
basqueda del probable sitio y de R. etli (ver arriba), en la caracterizacion
de la actividad de exonucleasa de dsDNA lineal aun no determinada
(propagacion del fago T4g2) y purificacion de las proteinas AddAB para la
caracterizacion bioquimica de las mismas. Adicionalmente, los genes
recBCD de E. coli y addAB de B. subtilis podrian expresarse en R. etli y
conocer si estos son capaces de complementar la mutante en addAB en la

capacidad de reparacion y recombinacion.
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¢En dénde més participa RecF y AddAB de R. etli?

A pesar de que las mutantes recF y addAB estan afectadas en la
reparacion, la recombinacion tipo Campbell y la delecién presentan
frecuencias de recombinacién similares a la cepa silvestre. Estos ultimos
resultados que puede deberse a otras actividades (ver arriba), nos hacen
cuestionarnos sobre el papel de RecF y AddAB en otros eventos de
recombinacion de R. etli. Recientemente en Streptococcus pneumonie se
ha reportado que las proteinas RexAB (homdlogas de AddAB) no
participan en la recombinacién cromosomal y plasmidica, aunque si en
eventos de conversion génica (Halpern et al., 2004). En R. etli se ha
reportado conversion génica entre los miembros de la familia multigénica
nifH del pSim (Rodriguez y Romero, 1998), y el fenbmeno RER
(Recombination Enhancement by Replication) en el cual la activacion de
replicacion incrementa la frecuencia de deleciones en el pSim (Valencia-
Morales y Romero, 2000). Aunque el mecanismo genético por el cual
operan estos rearreglos ha sido determinado, se desconocen las proteinas
de recombinacion (ademas de RecA) que participa en cada uno, una
propuesta es la evaluacion de estos eventos en los fondos mutantes en
recF, addA y recF-addA.

En R. etli las deleciones de 13 kb en el pSim fueron independientes
de recF, addAB, y recA (Tabla 2 Zuiiga-Castillo et al., 2004). Por otro lado
se ha reportado que la delecién de 120 kb, (que contiene la informacion

necesaria para la simbiosis) generada por recombinacion entre dos
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secuencias repetidas directas (genes nifH, 5.0Kb) en este mismo plasmido
dependen de RecA (Martinez-Salazar et al., 1991). En E. coli las
deleciones de regiones pequefias también ocurren de forma independiente
a recA (Lovett et al.,, 1993; Lovett et al., 1994). En este caso se ha
sugerido que se realizan por el mecanismo de recombinacion Single
Strand Annealing, el cual es independiente de RecA y solo requiere la
participacion de una exonucleasa de ssDNA y de una helicasa (Fig. 1,
Introduccion). En E. coli se ha demostrado que la recombinacion
intramolecular puede ocurrir por la via RecE, aunque los genes que
participan en esta via son codificados por un fago de limitada distribucion
entre las cepas de E. coli (James et al., 1982; Laban y Cohen1983; Luisi-
DelLuca et al., 1989). Este mecanismo podria esta operando en R. etli, por

lo que buscar genes de profagos seria interesante.

Recombinacién homodloga en otros sistemas bacterianos.

Los sistemas de recombinacion homologa bacterianos mas
estudiados de E. coli y B. subtilis (Alonso et al., 1991; Kowalczykowski et
al., 1994) han permitido conocer su distribucion en otras bacterias. Hoy en
dia, varios genomas bacterianos han sido secuenciados y los genes
homologos han sido identificados por analisis bioinformatico, sin embargo
en pocos casos se han estudiado, ejemplos recientes son R. etli y S.
pneumonie (Halpern et al., 2004; Zuniga-Castillo et al., 2004). Un andlisis

comparativo entre los sistemas de recombinacion de E. coli, B. subtilis, S.
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pneumonie y R. etli con respecto a los genes recF y addAB, y su
participacion en eventos de recombinacion permite identificar algunas
semejanzas Yy diferencias. Una de las similitudes es que en B. subtilis, S.
pneumonie, R. etliy E. coli las proteinas AddAB/RecBCD, patrticipan en la
reparacion de DSBs, mientras que las proteinas recF en la de SSGs. Con
respecto a la recombinacién postconjugacional, las proteinas AddAB y
RecBCD en B. subtilis y E. coli tienen un papel activo en el procesamiento
del dsDNA lineal, la inactivacion de los genes addAB/recBCD afecta
seriamente la frecuencia de recombinacion (Alonso et al., 1991; Miesel y
Roth, 1996); en contraste en S. penumonie y R. etli, las frecuencias de
recombinacion son similares a las cepas silvestres (Halpern et al., 2004;
Zuiiga-Castillo et al., 2004). Lo anterior sugiere que en estas dos ultimas
bacterias otras proteinas podrian participar en este tipo de eventos.

La recombinacion de plasmidos pequefios ha sido estudiada
ampliamente en E. coli (Cohen y Laban, 1983; James et al., 1982; Laban y
Cohen, 1981; Luisi-DeLuca et al., 1989), mientras que en B. subtilis y S.
pneumonie debido a la carencia de sistemas ésta no se ha evaluado. En
R. etli, se observd que sin importar el tamafio del plasmido la inactivacion
del gen recF provoc6 una disminucion de 100 veces en la frecuencia de
recombinacion, disminucion similar a la observada en mutantes recF de E.
coli. Aunque la recombinacién en plasmidos mayores a 100 kb ha sido
poco explorada en E. coli (Martinez-Salazar y Gomez-Eichelmann., 1987).
Este ultimo dato es de gran aporte para el area de la recombinacion

debido a que se pensaba que los plasmidos de alto peso molecular se
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comportaban como un cromosoma, en donde la recombinacion
cromosomal depende de ambas vias como en Salmonella thypimurium
(Galitski y Roth, 1997).

Por ultimo, en E. coli y B. subtilis la doble inactivacion recF-recB y
recF-addA provoca un abatimiento de la capacidad recombinogénica,
mientras que en R. etli el bloqueo de ambas vias muestra una capacidad
recombinogénica cercana a la cepa silvestre. Lo anterior, hace interesante
a nuestro sistema bioldgico porque su maquinaria de recombinacién no se

comporta como la de las bacterias consideradas hasta hoy como modelos.
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CONCLUSIONES

1.- R. etli tiene homdlogos de los genes recF, addA y addB de

recombinacion homdloga.

2.- Los genes addA y addB no estan restringidos a las bacterias Gram-
positivas. Estan presentes en miembros del grupo de las a-proteobacterias

y R. solanacearum (bacterias Gram-negativas).

3.- En R. etli los dafios generados por la radiacion UV y mitomician C
requieren de las enzimas RecF y AddAB; mientras que el dafio provocado

por el acido nalidixico solo requiere de AJdAB.

4.- La recombinaciéon de plasmidos chicos y de alto peso molecular

depende de la via RecF de R. etli.

5.- Las deleciones de 13 kb entre secuencias repetidas fueron

independiente de los genes recF, addAB y recA.

6.- La integracion tipo Campbell es independiente de los genes recF y

addAB.
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