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RESUMEN. 

La conversión génica es una consecuencia de la recombinación homóloga, 

en la que hay una transferencia no recíproca de información. La conversión génica 

puede generarse por cualquiera de los siguientes pasos: i) síntesis de DNA para 

reparar el segmento degradado, ii) migración de los intermediarios de Holliday, 

cuyo resultado sería la formación de segmentos heteroduplex, y iii) reparación de 

las bases mal apareadas en los heteroduplex. Existen al menos tres proteínas 

capaces de actuar en el paso (ii). Su participación ha sido analizada en cuanto a 

recombinación homóloga se refiere, sin embargo, no hay estudios sobre su papel 

directo en la conversión génica. En este trabajo, se demostró el efecto de 

mutaciones en ruvB, recG y radA, solas o en combinación, sobre la conversión 

génica en Rhizobium etli. El análisis se realizó utilizando una estrategia de 

cointegración previamente desarrollada en este laboratorio. Los resultados indican 

que RuvAB es un complejo muy eficiente para la conversión génica, ya que su 

ausencia causa que los segmentos convertidos sean más cortos que los de la cepa 

silvestre, así como un cambio en los sitios mayoritariamente convertidos. RecG 

posee un papel dual en la conversión génica. Su inactivación produce tractos de 

conversión más largos que los observados en la cepa silvestre, indicando que su 

actividad es antirrecombinogénica. No obstante, cuando es la única proteína 

presente en el sistema (como en una doble mutante ruvBradA) los segmentos de 

conversión no desaparecen, con lo que proponemos que RecG puede promover el 

evento de conversión génica. RadA participa en la conversión génica aunque 

menos eficientemente que RuvAB y RecG. 



ABSTRACT 

Gene conversion, defined as the non-reciprocal transfer of DNA, is one 

result of homologous recombination. Three steps in this process could give rise to 

gene conversion: i) DNA synthesis for repair of the degraded segment, ii) Holliday 

Junction migration, leading to heteroduplex formation, and iii) repair of 

mismatches in the heteroduplex. There are at least three proteins (RuvAB, RecG 

and RadA) that participate in the second step. Their roles have been studied for 

homologous recombination, but evidence of their relative role in gene conversion 

is lacking. In this work, we showed the effect on gene conversion in Rhizobium etli 

of mutations in ruvB, recG and radA, either alone or in combination, using a 

cointegration strategy previously developed in our laboratory. The results indicate 

that the RuvAB system is highly efficient for gene conversion, since its absence 

provokes smaller gene conversion segments than in the wild type, as well as a shift 

in the preferred position of conversion tracts. The RecG system possesses a dual 

role for gene conversion. Inactivation of recG leads to longer gene conversion tracts 

than the wild type, indicating that its activity may hinder heteroduplex extension. 

However, under circumstances where it is the only HJ activity present (as in the 

ruvBradA double mutant) conversion segments can still be seen, indicating that 

RecG can also promote gene conversion. RadA is the least efficient system in R. etli, 

but is still needed for production of detectable gene conversion tracts. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

Definición de Recombinación Homóloga y Conversión Génica. 

  La recombinación homóloga es el proceso mediante el cual dos secuencias 

homólogas se encuentran espacialmente para llevar a cabo un intercambio de 

información. La frecuencia con la que ocurre este mecanismo está directamente 

relacionada con la longitud y el grado de identidad entre las secuencias que 

participan 80. Algunas consecuencias de la recombinación homóloga son la 

generación de nuevas combinaciones alélicas, la conversión génica y los rearreglos 

genómicos . 

 Los rearreglos genómicos son resultado de entrecruzamientos entre las 

cadenas de DNA y estarán dictados por cómo se resuelvan los intermediarios de la 

recombinación. Por otro lado, la conversión génica es un mecanismo en el que hay 

un intercambio no recíproco de información, es decir, una de las secuencias 

participantes transmite su información a la otra, resultando dos moléculas 

idénticas de DNA. Además, la conversión puede existir independientemente de 

que haya un entrecruzamiento o no (Fig. 1). 
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Fig. 1. Conversión génica asociada a entrecruzamiento (2), o independiente (1). 
Las letras mayúsculas significan polimorfismos a lo largo de las secuencias. 



Función e importancia de la Recombinación homóloga y la conversión génica. 

La recombinación homóloga es un proceso conservado en los organismos. 

Su gran importancia radica en las funciones que desempeña dentro de la célula. 

 Normalmente el genoma de un organismo está sujeto a sufrir cortes de 

doble cadena en el DNA. En algunas ocasiones dichos cortes son generados de 

manera programada, como ocurre durante la meiosis o en el proceso de cambio de 

tipo de apareamiento (mating type) en las levaduras; otras veces estos cortes son  el 

resultado de los propios procesos celulares como la replicación y la respiración;  y 

por último pueden ser el producto de factores extracelulares como la radiación y 

ciertos antibióticos. Una de las funciones biológicas de la recombinación es la 

reparación de estos cortes en doble cadena en el DNA. De esta forma, la 

recombinación juega un papel primordial en la reparación del DNA, manteniendo 

la integridad del genoma y por ende, la vida celular. 

  Finalmente, la recombinación homóloga participa en la diversificación de 

los genomas por medio de la adquisición de información genética a través de la 

transferencia horizontal. Sin embargo, contraponiéndose con el punto anterior, 

también puede mantener la identidad entre familias multigénicas por medio de la 

conversión génica, un proceso conocido como evolución concertada 75. 

 



RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA Y CONVERSIÓN GÉNICA 

En 1930, el científico alemán Hans Winkler introdujo el término 

conversión génica cuando observó que en tétradas de levadura existían 

segregaciones aberrantes de tipo 3:1 para algunos alelos heterocigotos, en lugar 

de 2:2 como era de esperarse. Treinta años después, en 1964, Robin Holliday 

explicó mecanísticamente cómo ocurría la conversión génica a través de la 

recombinación homóloga 51. 

 

Modelo de Holliday 39. 

El modelo de Holliday sugiere que al encontrarse dos secuencias 

homólogas, debe ocurrir un corte en cadena sencilla en ambas secuencias (Fig. 

2A), posteriormente cada hebra invade al duplex homólogo en busca de la 

complementaridad y después de ligarse forman una estructura en forma de X 

conocida como estructura de Holliday (Fig. 2B). Esta estructura es capaz de 

migrar mientras haya complementaridad en secuencia, dando lugar a la 

formación de secuencias heteroduplex simétricas, regiones donde pueden 

existir bases mal apareadas que serán blanco de sistemas de reparación (Fig. 

2C). Si ambos apareamientos erróneos se corrigen hacia el mismo resultado 

entonces habrá conversión génica (Fig. 2.1 y 2.2). Por último, si la estructura de 

Holliday se resuelve de manera vertical producirá un entrecruzamiento de las 

secuencias iniciales (Fig. 2.1), si lo hace de manera horizontal, entonces habrá 

conversión génica sin entrecruzamiento (Fig. 2.2). Cabe dejar en claro, que 

según este modelo, la conversión génica será el resultado de la acción de los 

sistemas de reparación sobre las bases mal apareadas en los heteroduplex. 
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Figura 2. Modelo de Holliday. Los puntos negros significan polimorfismos en las 
secuencias. El par de flechas largas (1) representa el corte que producirá 

entrecruzamientos, el par de flechas cortas (2) representa sólo conversión génica 
sin entrecruzamiento. 



Modelo de Meselson-Radding. 

 El modelo de Holliday fue de gran importancia ya que era el primero 

que daba luz al mecanismo detallado de la conversión génica, además ya 

proponía la formación de la estructura de Holliday, de la cual se observaron 

imágenes por microscopio electrónico en los años setentas, demostrando su 

existencia 68, convirtiéndose así en el intermediario central de la recombinación. 

 Sin embargo, diez años después de la propuesta del modelo, Matthew 

Meselson y Charles Radding sugirieron algunas modificaciones 63. En el modelo 

de Holliday, los heteroduplex se forman, con la misma extensión, en ambas 

moléculas que están recombinando (heteroduplex simétricos, ver figura 2C); sin 

embargo, algunos resultados de la época no podían ser explicados de esta 

manera sino por medio de un modelo que predijera la formación de 

heteroduplex no simétricos, es decir, que el heteroduplex se formara con mayor 

extensión en una de las moléculas de DNA y no en ambas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Así, surgió el modelo de Meselson-Radding, el cual propone que hay un 

corte de cadena sencilla en una de las dos moléculas (Fig. 3A), en ese punto 

comienza la síntesis de DNA que tiene como consecuencia el desplazamiento de 

la hebra hacia el duplex homólogo, funcionando así como una “cadena 

Figura 3. Modelo de Meselson-Radding. Los puntos negros significan 
polimorfismos en las secuencias. El par de flechas largas (1) representa la 

resolución que producirá entrecruzamientos, el par de flechas cortas (2) representa  
que habrá sólo conversión génica sin entrecruzamiento. El rectángulo con línea 

continua enmarca los heteroduplex asimétricos, mientras que el de línea punteada 
enmarca los heteroduplex simétricos. 
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1 1 
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C 
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invasora” (Fig. 3B), en esta parte se forma un D-Loop debido a la búsqueda de 

la complementaridad por parte de la cadena invasora, que posteriormente 

induce un corte a partir del cual se degrada el D-loop(Fig. 3B). Al aparearse con 

el duplex homólogo, la cadena invasora será la fuente de un heteroduplex 

asimétrico. Después de estos pasos hay ligación y formación de la estructura de 

Holliday (Fig. 3C), la cual puede migrar mientras haya homología, extendiendo 

los heteroduplex de manera simétrica (Fig. 3D). La resolución del intermediario 

puede darse de igual forma que en el modelo de Holliday, con la oportunidad 

de producir entrecruzamientos también (Fig. 3.1). En este modelo, la conversión 

génica estará dictada por la acción de los sistemas de reparación sobre las bases 

mal apareadas de la región heteroduplex.  

 

Modelo de Reparación de Rupturas en Doble Cadena (DSBR). 

 El modelo de reparación de rupturas en doble cadena fue propuesto a 

inicios de los años ochenta y ha permanecido hasta la fecha como el modelo 

más aceptado. Las características que lo colocan como el modelo canónico son 

varias. La primera de ellas es que cortes en doble cadena estimulan la 

frecuencia de la recombinación mucho más que cortes en cadena sencilla. 

Además de lo anterior, este modelo da explicación a algunas observaciones 

experimentales que no podían explicarse por el modelo de Meselson-Radding. 

Estas observaciones estaban relacionadas con la localización de los 

entrecruzamientos relativa a los eventos de conversión génica, la paridad de la 

conversión para todas las clases de mutaciones y el hecho de que la hebra que 

sufre el corte, parece ser receptora de información genética 84, no donadora 

como se infiere del modelo de Meselson Radding. 

 En este modelo la recombinación se da por la ruptura de las dos cadenas 

de DNA en uno de los dos duplex participantes (Fig. 4B). Las cadenas cortadas 

son degradadas en dirección 5´--3´, generando cadenas sencillas con extremos 3´ 

libres. Estos extremos invaden al duplex sin cortar (Fig. 4C), apareándose con la 

cadena complementaria, para formar la estructura de asa en D (D-loop), la cual 

se extiende por síntesis de DNA. El asa en D puede aparearse por 



complementaridad con el duplex previamente cortado; y, a través de síntesis de 

DNA, da como resultado la reparación del segmento degradado. La ligación de 

las cadenas entrecruzadas de DNA lleva a la formación de dos estructuras de 

Holliday (Fig. 4C). Estas estructuras pueden migrar,  ya sea para extender los 

heteroduplex de manera simétrica o para acortarlos dependiendo de las 

enzimas que entren en juego (Fig. 4D). Posterior a la migración de las 

estructuras vendrá el corte de ellas. Si la resolución de ambas se da en la misma 

orientación, dará como resultado conversión génica sin entrecruzamiento, pero 

si cada una se corta en diferente orientación el resultado será conversión génica 

asociada a entrecruzamiento.  Cabe destacar que en este modelo la conversión 

génica puede generarse por síntesis del DNA degradado inicialmente y por 

migración de los intermediarios de Holliday, así como la subsecuente 

reparación de las bases mal apareadas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4. Modelo de Reparación de Rupturas en Doble Cadena. Los puntos negros 
representan polimorfismos. En esta imagen sólo se muestran los resultados hacia 
entrecruzamiento relacionados con conversión génica hacia la ganancia (F) y hacia 

la ganancia y pérdida (E) de los polimorfismos. Detalles en el texto. 
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PROTEINAS QUE PARTICIPAN EN LA RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA EN 

BACTERIAS.  

Ayudando a fortalecer los modelos de recombinación, se han encontrado 

diversas proteínas que participan en pasos específicos. Para un mejor 

entendimiento, dividiremos la participación de las diferentes proteínas en tres 

bloques:  

a) Procesamiento de cortes: involucra a las enzimas responsables de procesar los 

cortes en el DNA hasta la formación de cadenas sencillas con extremos 3´ libres. 

b) Formación de los intermediarios: en este paso se describirá a RecA, proteína 

responsable de la invasión y búsqueda de la complementaridad en el duplex 

homólogo por parte de la hebra con  extremo 3´. 

c) Resolución de los intermediarios: son los pasos finales desde la síntesis de DNA, 

la migración de las estructuras de Holliday hasta la resolución de éstas. 

 En cada uno de los bloques anteriores participan diferentes enzimas que en 

conjunto suman más de 20 proteínas. A continuación se definen las más 

importantes. 

 

Procesamiento de cortes. 

 La recombinación homóloga puede iniciarse por dos tipos de corte en 

general; las posibilidades son cortes en doble cadena o cortes en cadena sencilla.  

Cada uno de ellos será abordado por conjuntos de proteínas diferentes, sin 

embargo, el objetivo de cada una de ellas es común: la generación de extremos 3´ 

que son sustratos para RecA, proteína indispensable en la recombinación 

homóloga. 

 Los cortes en doble cadena son procesados por un complejo proteico 

conocido como RecBCD, mientras que los cortes en cadena sencilla son sustrato 

principal para la ruta RecFOR, sin embargo, como veremos adelante, RecFOR en 

conjunto con otras proteínas también tiene la capacidad de reparar cortes en doble 

cadena. 



1)RecBCD 83. 

RecBCD (exonucleasa V), es un complejo heterotrimérico que posee 

actividades de exo y endonucleasa así como también de helicasa, y para poder 

generar los extremos 3´ depende de una secuencia en el DNA conocida como Chi 

(Crossover Hotspot Instigator). 

 La subunidad RecB posee un dominio característico de helicasa que le 

confiere dicha actividad con dirección 3´ a 5´. También tiene actividad de ATPasa 

dependiente de DNA de cadena sencilla. En el extremo carboxi-terminal posee dos 

dominios, uno de nucleasa  y el otro, muy importante, es para interacción con 

RecA. 

 RecC está relacionada con el reconocimiento correcto de la secuencia Chi y 

además, su interacción con RecB estimula su afinidad por extremos en doble 

cadena. De esta manera, la enzima RecBC es una helicasa procesiva, sin embargo, 

carece de actividad de nucleasa, a pesar que RecB posee un dominio para esta 

actividad.  

 La proteína RecD es una ATPasa dependiente de DNA que al igual que 

RecB posee actividad de helicasa, sin embargo, su dirección es de 5´ a 3´, lo 

contrario a RecB. De esta manera el resultado neto de la interacción RecBCD es el 

movimiento del complejo en la misma dirección con respecto al corte en doble 

cadena. Además la interacción de RecD con RecBC produce una actividad de 

nucleasa muy fuerte, implicando que RecD activa el dominio de nucleasa de RecB 

y también aumenta la afinidad con que se une el complejo al extremo en doble 

cadena. Cabe destacar que la actividad de nucleasa del complejo es asimétrica, 

degradando principalmente la hebra con el extremo 3´. 

 La velocidad de desenrrollamiento de la enzima es de 1000-1300 pb por 

segundo a 37oC. En un evento, RecBCD puede degradar hasta 30 kilobases. Sin 

embargo, la  gran procesividad de esta enzima, parece contraponerse con la idea de 

que participa en la recombinación homóloga. Esta paradoja se resolvió tras el 

descubrimiento de la secuencia Chi.  



 Esta secuencia se encuentra sobrerrepresentada en el genoma de E. coli, 

encontrando 1009 secuencias en las 4.6 megapares de bases. Chi es una secuencia 

de 8 pb, 5´GCTGGTGG3´, que tiene la capacidad de alterar las actividades de 

RecBCD después de su reconocimiento desde el extremo 3´. 

 Después de que RecBCD encuentra una secuencia chi, su actividad de 

nucleasa se invierte. La degradación de la hebra con extremo 3´, que antes era más 

eficiente, se ve disminuída, mientras que la degradación de la hebra 5´ se vuelve 

más rápida. Finalmente, y muy importante, es que el complejo gana la capacidad 

de unir a RecA con la hebra sencilla recientemente producida, generando el 

nucleofilamento, que será capaz de invadir al duplex homólogo en la búsqueda de 

la complementaridad.   

 

2) El homólogo funcional de RecBCD: AddAB 

RecBCD se encuentra ampliamente distribuido entre las bacterias, sin 

embargo, no es la única enzima responsable de procesar cortes en doble cadena, 

existe también su equivalente funcional: AddAB.  

 Un análisis reciente de la distribución filogenética de estos dos complejos 22, 

reveló que de 513 genomas bacterianos secuenciados hasta la fecha, el 92% de ellos 

(474) poseen los genes de recBCD y/o addAB. En 292 genomas fueron encontrados 

addAB y  en 206 hay genes para recBCD. Sólo 24 organismos poseen genes para 

ambos complejos. El hecho de que ambos complejos se encuentren en la mayoría 

de los genomas bacterianos, pero que muy pocas veces se encuentren los dos en un 

sólo organismo, apoya la idea de que son máquinas alternativas con la misma 

función. 

 AddA posee un dominio de helicasa y otro de nucleasa, recordando a las 

actividades de RecB. Además, la dirección de la helicasa es igual a la de RecB, de 

3´a 5´. En cuanto a AddB, no parece ser muy similar a RecC o RecD pero posee, al 

igual que RecD, un dominio de helicasa inactivo. También tiene un motivo de 

ATPasa y otro dominio de nucleasa similar al de AddA. AddB es responsable de la 



degradación de la hebra con extremo 5´, mientras que AddA es quien degrada a la 

hebra con extremo 3´. En un escenario opuesto a RecBCD, AddAB degrada el DNA 

de manera simétrica, pero cuando el complejo reconoce una secuencia similar a chi 

(en Bacillus subtilis ChiBs 5´AGCGG3´), la actividad de nucleasa con dirección 3´ a 5´ 

es disminuída resultando en la producción de una hebra sencilla 3´ 15. 

 

3) La ruta RecFOR.  

 La ausencia de RecBCD produce una disminución en los niveles de 

recombinación homóloga, sin embargo, dicha caída no es mortal para la célula, lo 

cual hacía suponer la existencia de otro(s) gene(s) capaces de cubrir, al menos 

parcialmente, esta ausencia. Así se llegó a recF, un gen cuya inactivación genera 

que los niveles de recombinación homóloga disminuyan, y cuyo efecto se hace más 

drástico al generar dobles mutantes recB recF 8, 40, 5, 98. 

 Además de lo anterior, se encontró que mutaciones en los genes sbcB o 

sbcCD (Supressor of RecBC) eran capaces de suprimir por completo el fenotipo 

producido por mutantes en recBC. La restauración del fenotipo silvestre es gracias 

a la ruta de RecFOR.  

 El gen sbcB codifica para la exonucleasa I, cuya dirección de degradación es  

de 3´ a 5´, es decir, degrada hebras sencillas con extremos 3´ (los sustratos para 

RecA) 49, mientras que SbcCD funciona también como exonucleasa con dirección 

3´a 5´ aunque actúa en DNA de doble cadena 18, además también es una 

endonucleasa que rompe estructuras de tallo-asa y cruciformes 19. 

 La recombinación homóloga en cepas con genotipos recBCsbcB ó 

recBCsbcCD, depende no sólo de RecFOR sino de la acción de otras enzimas como 

RecQ y RecJ 54. Estas enzimas pueden procesar cortes en doble cadena. RecQ es 

una helicasa con polaridad 3´ a 5´, mientras que RecJ posee actividad de 

exonucleasa, degradando DNA de cadena sencilla con orientación de 5´a 3´, de esta 

manera, ambas enzimas pueden producir los sustratos para RecA. Sin embargo, ni 

RecQ ni RecJ tienen la capacidad de unir RecA a la hebra sencilla, por lo que dicha 



hebra debe evitar la formación de estructuras secundarias y lo hace por medio de 

otra proteína conocida como SSB (Single Strand Binding protein) 65.  

En este punto es donde entra RecFOR. Este complejo es necesario para 

romper la barrera termodinámica formada por la unión de SSB al DNA, 

permitiendo el desplazamiento de SSB y subsecuente unión de RecA a la hebra. 

Estudios bioquímicos indican que RecFOR reconoce partes del DNA justo donde la 

doble hebra termina y continúa una sola cadena (Fig. 5), 73. El término de la doble 

cadena debe ser en 5´, este sustrato es justamente el producido por RecJ.  Al unirse 

el complejo a esta estructura, desestabiliza la unión SSB-DNA de cadena sencilla, 

permitiendo la unión de RecA. Más específicamente, el dímero RecOR es el 

responsable de romper la barrera termodinámica entre la hebra de DNA y las 

proteínas SSB, asistiendo la unión de RecA,  mientras que RecF y RecR limitan la 

extensión de los filamentos 89. 

 

 

 

 

 

 

 

Como hemos visto, la afirmación de que RecFOR sirve básicamente para 

reparar cortes en cadena sencilla no es del todo cierta, pues en conjunto con otras 

proteínas puede procesar también cortes en doble cadena, restaurando las 

deficiencias en recombinación vistas en mutantes de recBC. 

 Sin embargo, debido a su actividad, en efecto es la responsable de reparar 

cortes en cadena sencilla. Cuando ocurre un corte de este tipo, se produce una 

estructura como la reconocida por RecFOR, una parte en el DNA donde cambia de 

doble cadena a cadena sencilla, con el extremo 5´.  De esta manera se une RecFOR 

permitiendo el ensamblaje y extensión del nucleofilamento por RecA.  

Figura 5. Ejemplos de DNA con transiciones de doble cadena a cadena 
sencilla. Sustratos para RecFOR. 



Formación de los intermediarios. 

Como ya se mencionó, este paso corresponde básicamente a la unión de 

monómeros de la proteína RecA a una cadena sencilla con extremo 3´ para formar 

un filamento. La polimerización de la proteína permite que el filamento invada al 

duplex homólogo y busque la complementaridad. A continuación se describen las 

características de RecA.  

 

1)RecA 21, 60. 

 Inicialmente descubierta como una mutante que mostraba defectos en 

recombinación y sobrevivencia al daño causado por radiación UV, RecA es una 

proteína que cataliza un paso central e indispensable en la recombinación 

homóloga. 

RecA inicia formando un nucleofilamento con forma de hélice alrededor de 

DNA de cadena sencilla; los monómeros de la proteína unidos a ATP, van 

ensamblándose de forma unidireccional, de 5´a 3´. A este evento se le ha llamado 

presinapsis. Posteriormente, en la sinapsis, el filamento es capaz de invadir al 

duplex homólogo, en donde se inicia un intercambio de hebras para buscar la 

complementaridad. Finalmente en la postsinapsis, la invasión inicial es extendida, 

por longitudes de hasta miles de pares de bases, en donde la hidrólisis del ATP es 

requerida, la cual además, le permite atravesar por regiones de heterología. 

 Referente a los dominios y motivos que esta proteína posee, encontramos 

que en el extremo carboxilo terminal, RecA posee dos regiones (Loop 1: residuos 

157-164 y Loop2: residuos 195-209), que parecen ser las responsables de la unión a 

DNA de cadena sencilla y de doble cadena. En la parte más extrema (residuos 270 

a 352) hay un dominio por el cual, el DNA de doble cadena accesa al centro del 

filamento inicial para iniciar el intercambio de hebras.  

 También se encuentran los motivos “Walker” A (residuos 63-73) y B 

(residuos 139-144), necesarios para la unión a ATP y a iones. Los residuos 42-65 

forman el motivo MAW (por “make ATP work”), involucrado en “comunicar” los 



cambios conformacionales inducidos por el ATP. Finalmente, el extremo amino 

terminal corresponde al dominio de interacción entre subunidades. 

 En condiciones normales de crecimiento se pueden encontrar en la célula de 

8 000 a 10 000 monómeros, pero esta cantidad aumenta considerablemente (a 70 

000) después del tratamiento con agentes que causan daño a  DNA. 

 Tocante al daño a DNA, además de ser el pilar fundamental en el proceso de 

reparación por recombinación homóloga, RecA también funciona como regulador 

de la respuesta SOS.  

LexA es un represor transcripcional de al menos 48 genes que conforman el 

regulón SOS. Cuando existe daño en el DNA, comienza la formación de 

nucleofilamentos de RecA, es aquí cuando LexA interacciona con RecA y adquiere 

la capacidad de autoproteasa. De esta manera, permite la expresión de los genes 

necesarios para reparar el daño.  

 

Procesamiento de los intermediarios. 

 Posterior a la invasión por RecA y consecuente formación de las estructuras 

de Holliday, intervienen otras enzimas en el proceso de recombinación, desde 

aquellas que pueden migrar a las estructuras de Holliday hasta otras que deben 

resolver los intermediarios para que no se acumulen y causen problemas en la 

célula.  

 

Migración: 

1)RuvAB. 

 RuvA y RuvB son proteínas que se asocian formando un complejo 

enzimático capaz de unirse a estructuras de Holliday y migrarlas a una tasa de 

98pb/s y por regiones tan largas como 7 000 pb 6. Sus genes se encuentran en un 

operón, el cual es parte del regulón SOS.  

 RuvA forma tetrámeros en solución, siendo éstos los responsables de la 

unión a estructuras de Holliday. Una de las superficies de los tetrámeros es 



cóncava, posee cuatro surcos en donde se sitúan los brazos de la estructura de 

Holliday, manteniéndolos de forma planar. La mayor parte de esta cara del 

tetrámero está cargada positivamente, sin embargo hacia la parte central, cada 

subunidad posee un ácido glutámico y un ácido aspártico que aportan carga 

negativa formando entre los dos una especie de perno 90. La presencia de estas 

protuberancias mantiene abierta a la estructura de Holliday y parece tener un 

papel modular en la procesividad del complejo formado por RuvABC 41. (Fig. 6A). 

 

 

 

 

 

 

 

Se han observado dos especies de complejos RuvA-estructura de Holliday, 

en el primero sólo un tetrámero se une, mientras que en el complejo II, hay dos 

tetrámeros unidos en una especie de concha octamérica cuya función no se tiene 

clara. Se ha sugerido que podría proteger a la estructura de Holliday del corte 

prematuro por medio de RuvC (ver más adelante). Otra opción es que evite que la 

estructura de Holliday se desensamble mientras ocurre una reacción de migración 

dinámica, asegurando un alta procesividad del complejo RuvAB 32, aunque el 

complejo I-RuvB-RuvC también puede migrar a los intermediarios de Holliday 87. 

A B 

Figura 6. En la sección A (Tomada de 27), se muestran los aminoácidos que 
forman los pedestales del tetrámero de RuvA en donde se mantiene abierta la 
estructura de Holliday. En B (tomada de 50), el complejo RuvAB. En gris se 
muestran los anillos de RuvB unidos a los brazos heteroduplex. RuvA se 

muestra como la plataforma sobre la que está anclada la estructura de Holliday. 



También podría estabilizar los contactos entre RuvA y RuvB por medio del 

dominio III de RuvA; al haber dos dominios estabilizaría más el contacto, 

maximizando la actividad de RuvB 32. 

Como se ha dejado ver en el último párrafo, RuvA tiene la capacidad de 

cargar a RuvB al DNA 67, además de estimular su actividad de ATPasa 

dependiente de DNA 81. 

RuvB forma anillos hexaméricos, los cuales funcionan como motores a 

través de los cuales pasan los brazos de la estructura de Holliday, teniendo como 

consecuencia el desenrrollamiento de las cadenas y la formación de regiones 

heteroduplex. Para que haya una reacción eficiente, es necesaria la unión de dos 

anillos en los brazos opuestos de la esctructura de Holliday 95, a cada lado del 

tetrámero de RuvA.  (Fig. 6B). 

 A este complejo se le ha asignado la función de ser recombinogénico, es 

decir, migra los intermediarios de Holliday lejos del punto donde se inició la 

recombinación, dando lugar a la formación de regiones heteroduplex largas. 

 

2)RecG 

 RecG es una proteína que funciona como monómero, posee tres dominios 

dentro de los cuales, el dominio “cuña” es el responsable de la unión a estructuras 

de Holliday y probablemente de la procesividad de la helicasa 10 (Fig. 7),  además 

la translocación de la proteína es dependiente de la energía obtenida a partir de la 

hidrólisis de ATP. Su velocidad se estima en 26 pb/s 57 y su número de copias es 

de alrededor de 10 en fase exponencial 10. 

 En cuanto a la direccionalidad de esta proteína, se propone que tiene una 

polaridad de 3´a 5´ 93, con la cual causa,  in vitro, que los intermediarios de 

recombinación generados por RecA se resuelvan hacia los productos iniciales, 

llevando a sugerir que tiene una actividad antirrecombinogénica 92. Sin embargo, 

esta propuesta va en contra de resultados en Escherichia coli, donde mutaciones en 



esta proteína disminuyen las frecuencias de recombinación, haciendo suponer que 

es recombinogénica como RuvAB 52, 61.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Esta proteína ha sido muy relacionada al proceso de replicación. Los análisis 

han llevado a proponer que es necesaria para reactivar horquillas de replicación 

colapsadas. Se propone que en este caso, lleva al alineamiento de las hebras que se 

están sintetizando, para formar una estructura conocida como “pata de pollo” 

(“chickenfoot”, Fig. 10), de manera que la lesión en el DNA pueda ser removida o 

transpasada 58, 59.  

 

3)Una más: RadA 

RadA se descubrió como una mutante que provoca sensibilidad a radiación 

y a otros agentes que causan daño a DNA 28. Su secuencia posee un dedo de zinc 

en el extremo amino;  hacia la parte central se encuentra muy relacionada con la 

secuencia de recA, y de hecho comparten las cajas “Walker” A y B,  características 

de las ATPasas. Hacia el extremo carboxi- terminal la secuencia está relacionada 

con la proteasa Lon, encargada de regular la síntesis de polisacárido capsular y la 

respuesta SOS 66. 

Al mutar radA en combinación con otras proteínas que participan en la 

recombinación homóloga, específicamente ruvA o recG, se observó que las 

Figura 7. Estructura protéica de RecG unida a una estructura de Holliday. La 
parte de la proteina que se encuentra en medio de la estructura de Holliday es el 

dominio cuña, responsable de la procesividad. 



frecuencias de recombinación disminuían aún más que aquellas vistas en las  

mutantes sencillas, e incluso una triple mutante (ruvA recG radA), disminuyó su 

frecuencia tanto como la de una recA  7. Dichos resultados llevaron a proponer que 

radA muy probablemente está participando en el mismo paso en el que lo hacen 

ruvAB y recG, la migración de los intermediarios de Holliday. 

 

Resolución: 

1)RuvC 

 ruvC se encuentra río arriba del operón ruvAB y no es parte del regulón SOS. 

La proteína tiene actividad de endonucleasa y se une específicamente a estructuras 

de Holliday como dímero, donde provoca 2 cortes simétricos en las hebras con la 

misma polaridad 42. El corte ocurre preferencialmente en la secuencia 5´A/T TT 

G/C3´ 78, entre la T y G/C. RuvC se une a RuvAB-estructura de Holliday y migra 

junto con el complejo, esto le proporciona la facilidad de encontrar los sitios 

específicos de corte 91. Además RuvB estabiliza la unión de RuvC a la estructura y 

estimula su actividad de resolvasa 88.  

La resolución de los intermediarios de Holliday es muy importante en el 

proceso de la recombinación homóloga, ya que ella definirá si el resultado final es 

un entrecruzamiento o no. La orientación del corte por RuvC está dictada por la 

posición que tenga  RuvAB respecto a la estructura de Holliday 87. 

Antes se ha mencionado que dos tetrámeros de RuvA se unen a la 

estructura de Holliday protegiéndola quizá del corte prematuro por RuvC, sin 

embargo, los datos no parecen sugerir que dímeros de RuvC puedan desplazar a 

uno de los tetrámeros de RuvA una vez formado el complejo octamérico, y más 

aún, sí existe la formación de complejos de un tetrámero de RuvA con un dímero 

de RuvC en la cara opuesta de la estructura de Holliday cuando ambas proteínas 

son agregadas consecutivamente 27. Por otro lado, mutantes de RuvA en 

aminoácidos específicos que evitan la formación de octámeros, aunque siguen 

uniéndose a estructuras de Holliday, sólo parecen soportar la  actividad de un 



anillo hexamérico de RuvB 69. Se requieren más datos para aclarar la unión y 

dinámica de estas proteínas a la estructura de Holliday in vivo.  

 

2)RusA 

 RusA es una proteína codificada en un profago de Escherichia coli, en 

condiciones normales, el gene para esta proteína se encuentra pobremente 

expresado. Esta proteína fue encontrada a través de una mutante que suprimía el 

efecto de mutaciones en ruvA, B o C respecto a daño por luz UV, donde dicha 

supresión requería de la presencia de RecG 55. La mutante tenía la inserción de una 

IS precediendo al gene rusA, lo que provocaba una mayor expresión de RusA. 

Análisis posteriores demostraron que RusA es una endonucleasa que se une a 

estructuras de Holliday y las resuelve, donde la manera en que produce los cortes 

es muy similar a la de RuvC 79. Forma dímeros en solución y corta preferentemente 

secuencias CC en la parte 5´ 14. 

 

 
 



PROTEINAS QUE MIGRAN LOS INTERMEDIARIOS DE HOLLIDAY EN 

ARQUEAS Y EUCARIOTES. 

 Hemos descrito a la mayoría de las proteínas que participan en la 

recombinación homóloga en las bacterias, sin embargo, de todas las anteriores hay 

algunas que cobran especial interés si hablamos de conversión génica. Las 

proteínas que migran los intermediarios de Holliday parecen ser muy importantes, 

ya que serán las generadoras de sustratos para la posible aparición de conversión 

génica (revisar en Modelos de recombinación homóloga y conversión génica).  

Debido a esto, resulta interesante profundizar más acerca de la existencia de estas 

proteínas en los dos dominios de la vida restantes. ¿Acaso la migración de los 

intermediarios de Holliday es un fenómeno que se mantiene en todos los 

organismos?. 

 

Arquea 

  En el dominio de las arqueas la búsqueda ha arrojado una candidata. 

Apenas en el año 2005 se reportó una helicasa del hipertermófilo Pyrococcus 

furiosus a la cual llamaron Hjm (Por Holliday Junction Migration) 30. 

 Hjm es una proteína dependiente de ATP, capaz de resolver, in vitro, 

estructuras de Holliday tanto sintéticas como formadas por RecA.  

Su secuencia no es similar a la de ruvB, sin embargo posee dominios de 

helicasa en el extremo amino-terminal, mientras que en el extremo carboxilo 

podría haber una región de reconocimiento para estructuras específicas en el DNA 

o para interaccionar con otra proteína. Es una secuencia altamente conservada en 

arqueas y al parecer tiene algunos homólogos en eucariotes. 

 A pesar de esto, en un análisis posterior 31 proponen, por medio de ensayos 

bioquímicos y de complementación, que Hjm podría estar actuando in vivo de 

manera muy similar a la helicasa RecQ. 

 

Eucarya 



 Se han identificado proteínas capaces de migrar estructuras de Holliday in 

vitro, y mejor aún, algunas de ellas parecen tener una actividad 

antirrecombinogénica in vivo, ya que evitan eventos de entrecruzamiento. Sin 

embargo, no todas realizan esta actividad precisamente por la migración de los 

intermediarios de Holliday. 

 Algunas de las proteínas con la actividad que nos atañe se han descrito 

como helicasas de la familia de recQ, entre ellas encontramos a RecQ1, BLM y 

WRN en humano (las últimas dos asociadas a enfermedades) mientras que Sgs1 es 

un homólogo en levadura. 

 RecQ1 es una proteína cuya afinidad es más fuerte por estructuras formadas 

de tres hebras que por estructuras de 4 hebras (Fig. 8), además posee una actividad 

de migración unidireccional con polaridad 3′ a 5′ 11. De acuerdo con estas 

características, RecQ1 podría estar disociando el apareamiento dado entre un 

duplex y una hebra con extremo 5´ (Fig. 9). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

BLM es un gen cuya mutación es la causante del Síndrome de Bloom. Este 

desorden provoca inmunodeficiencia, baja estatura, infertilidad y gran propensión 

a varios tipos de cáncer. A nivel genómico se presenta una hiperrecombinación 

entre cromátidas hermanas y cromosomas homólogos. Dadas estas características, 

muy probablemente es BLM quien se encarga de evitar los eventos de 

Figura 8. Después de la invasión de la hebra, la estructura de Holliday puede 
migrar hacia ambos lados, ya sea para estabilizarse formando una estructura con 

4 hebras (lado izquierdo), ó migrar de reversa evitando un posible 
entrecruzamiento, con este movimiento, la consecuencia es la formación de la 

estructura con 3 hebras (lado derecho). 



entrecruzamiento 38. BLM es capaz de migrar estructuras de Holliday por medio de 

la hidrólisis de ATP y la interacción proteína-estructura es específica 44. Además 

también se ha visto que en conjunto con otras proteínas (hTOPOIIIα y 

BLAP75/RMI1) BLM puede resolver  estructuras de Holliday dobles hacia los 

productos iniciales, evitando entrecruzamientos 94, 71. También es capaz de 

intervenir en la horquilla de replicación, y lo hace alineando las hebras que se están 

sintetizando, lo cual tiene como consecuencia la formación de la conocida 

estructura “chicken foot” 70. Finalmente BLM puede inhibir el intercambio de 

hebras producido por Rad51, una homóloga de RecA en eucariotes 13.  

De acuerdo con estas actividades, el mecanismo de acción de BLM puede 

ser: 1) en la replicación formando la estructura “chicken foot”, similar a la formada 

por RecG (Fig. 10), o bien en la recombinación homóloga, ya sea para 2) disolver 

las dos estructuras de Holliday formadas en un modelo como el de reparación de 

rupturas en doble cadena, impidiendo que se generen entrecruzamientos, o 3) 

evitar que el nucleofilamento de Rad51 se mantenga invadiendo al duplex 

homólogo provocando que la reparación sea por otro mecanismo como el de 

SDSA, (Fig. 9).  

Respecto a WRN (Werner´s Syndrome Protein), es la causante de provocar 

el Síndrome de Werner, caracterizado  por envejecimiento prematuro; además las 

células presentan grandes deleciones en el genoma, cortes en los cromosomas y 

translocaciones. Estos rearreglos son indicativos de que existen eventos de 

recombinación homóloga aberrantes que son causados por la ausencia de la 

proteína WRN. In vitro esta proteína puede resolver los intermediarios de la 

recombinación formados por RecA, a través de la hidrólisis de ATP 20. No obstante, 

posee una mayor afinidad por DNA de cadena sencilla, es reclutada en sitios 

donde la replicación está bloqueada e interacciona con proteínas de este mismo 

proceso como RPA.  Por lo anterior no se piensa que la actividad de WRN in vivo 

sea similar a la de RuvAB, sino más bien, que tiene la habilidad de reconocer y 



translocar varias estructuras secundarias y que posee un rol en el procesamiento de 

horquillas de replicación rotas.   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sgs1 es la representante de estas proteínas en Saccharomyces cerevisiae y como 

veremos, es la contraparte de BLM en levadura. Independientemente de su 

actividad de helicasa, Sgs1 puede evitar eventos de entrecruzamiento así como 

producir tractos de conversión génica cortos 53. Estos resultados han sido 

explicados por medio de un modelo en el que Sgs1 migra a las estructuras de 

Holliday dobles de regreso hasta provocar un encuentro entre ellas, resolviendo 

los intermediarios hacia no entrecruzamientos (Fig. 9). Además  Sgs1 también se 

asocia con las proteínas TopIII y Rmi1 que son los homólogos de  hTOPO IIIalpha 

y RMI1 .  

  BLM 
Rad54 

  SDSA   DSBR 

  BLM          Sgs1 

TopoIIIα     TopIII 
BLAP75       RmiI 

  RecQ1 

Posible invasión 
por 3´, resolución 
por otros modelos 

Figura 9. Participación de algunas proteínas pertenecientes a eucariotes que 
migran estructuras de Holliday. Las cabezas de flecha indican extremo 3´. Líneas 
punteadas indican síntesis de DNA. Modificado de Bugreev et al 2007; Bugreev 

et al 2008). 



Existen otras proteínas capaces de migrar los intermediarios de Holliday in 

vitro,  que no son de la familia de recQ, entre ellas podemos encontrar a Rad51C en 

mamíferos, que además de funcionar migrando los intermediarios también parece 

tener actividad de resolución aunque probablemente lo haga en compañía de 

otra(s) proteína(s) 50. Rad54 también migra intermediarios de Holliday, sin 

embargo su afinidad es mayor por estructuras formadas de 3 hebras (Fig. 8), que 

de 4 y lo puede hacer de una manera bidireccional 12. In vivo su sobreexpresión 

genera tractos de conversión génica cortos 46, con lo que parece ser 

antirrecombinogénica.  

Por último se encuentra una proteína que se conoce como Proteína de la 

Anemia Fanconi (FANCM) que está asociada a este desorden, el cual se identifica 

por inestabilidad cromosómica. FANCM participa en la monoubiquitinación de 

otras proteínas asociadas a la anemia de Fanconi en respuesta a problemas en la 

replicación y se localiza con proteínas como Rad51 en focos de reparación, sin 

embargo no tiene un rol preponderante en la reparación de cortes en doble cadena 

por recombinación homóloga. Migra estructuras de Holliday y de manera muy 

interesante este movimiento es dependiente de homología. Su mecanismo de 

acción se relaciona más con horquillas de replicación detenidas que en la 

recombinación homóloga 33.  

 



PROCESOS BIOLÓGICOS EN LOS QUE INTERVIENEN LA 

RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA Y LA CONVERSIÓN GÉNICA.  

 

La recombinación homóloga en la replicación. 

La participación de la recombinación homóloga en la reparación de cortes 

en doble cadena durante la replicación es un evento de gran importancia. En 

ocasiones, las horquillas de replicación pueden detenerse debido a lesiones en el 

DNA, la reiniciación de su avance depende de proteínas como RecG, RuvAB e 

incluso RecFOR. Para los dos primeros casos, ya se ha mencionado que 

normalmente se unen y migran a las estructuras de Holliday, que suceden durante 

la recombinación homóloga pero en  las horquillas de replicación colapsadas, RecG 

podría provocar la regresión y el alineamiento de las hebras líder y retrasada, que 

se están sintetizando, para formar la estructura conocida como “pata de pollo” (ó 

“chicken foot”) (Fig. 10A) 58, 59, a partir de aquí pueden ocurrir dos eventos, uno es 

que la hebra líder sirva como plantilla para la síntesis de la  hebra retrasada y de 

esta manera simplemente produzcan una desviación que permita eludir (bypass) la 

lesión del DNA. La otra opción es que la “pata de pollo” (que no es más que una 

estructura de Holliday), se corte por la mitad gracias a RuvABC (Fig. 10B) 

generando un corte en doble cadena que como veremos más adelante, es un 

instigador de la recombinación homóloga produciendo por medio de ésta, el 

reinicio de la replicación. 

Respecto a RecFOR, se ha propuesto que reconoce y se une a la horquillas 

detenidas, de manera que las protege y provoca el reensamblaje de la holoenzima 

que tiene como consecuencia el reinicio de la replicación 16. Análisis posteriores 

han demostrado, que una vez que se ha formado la estructura de la “pata de 

pollo”, RecF y R se unen a las hebras nacientes para mantenerlas y protegerlas de 

degradación por enzimas como RecQ y RecJ 17.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

La conversión génica en eventos específicos. 

La conversión génica es un proceso que se presenta en varios fenómenos 

biológicos de manera programada. Ejemplificar algunos de ellos nos ayudará a 

entender su importancia. 

 

1) Cambio de tipo de apareamiento (Mating type). 

Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular que presenta formas tanto 

haploides como diploides. Ambas formas pueden reproducirse de manera asexual 

por medio de la gemación. Sin embargo, la forma haploide posee uno de dos 

posibles factores que se interpretan como el sexo de la célula, estos factores pueden 

ser a o α, α, α, α, los cuales son feromonas peptídicas expresadas por el gen MAT (MATa o 

MATα).  Cuando dos células haploides de diferente sexo (a y α) se encuentran, se 

fusionan formando una célula diploide capaz de reproducirse sexualmente. Estas 

B 

RecG RecG 

RuvABC ¿RecG?    ¿RuvAB? 

A 

Figura 10. Participación de la recombinación homóloga en la replicación y 
formación de la “pata de pollo”. Los rectángulos representan daños en el 
DNA, los triángulos representan un corte. En el círculo se muestra un corte 

en doble cadena. Ver detalles en el texto. 



células diploides forman un asca con 4 esporas haploides en su interior por medio 

de la meiosis. 

 En un escenario donde sólo hay células haploides de un tipo sexual, es 

posible que después de algunas generaciones se encuentren células del otro sexo y 

células diploides como consecuencia. Dicho fenómeno es posible debido a que una 

célula haploide puede cambiar de sexo por medio de conversión génica. Este 

cambio está regulado por el ciclo celular, de manera que una célula que ha 

cambiado de sexo no puede volver a hacerlo hasta que se divida nuevamente. 

 Además del gen MAT, en el mismo cromosoma hay dos copias extras que 

están silenciadas llamadas HML y HMR. La copia HML (que se encuentra a la 

izquierda de MAT), corresponde a la feromona tipo α, mientras que HMR (cuya 

posición es a la derecha de MAT) al tipo a.  

Para llevar a cabo el cambio de sexo, el gen MAT que se expresa (ya sea el 

alelo a o el α), sufre un corte en doble cadena por la endonucleasa HO, que se 

expresa sólo en la fase G1 del ciclo celular. Después del corte hay degradación de 

gran parte del gen y para reparar este daño, la copia HMR o HML es utilizada 

como plantilla para la síntesis del DNA. Debido a que este tipo de conversión 

génica no está asociado a eventos de entrecruzamiento, se han propuesto modelos 

como el de síntesis dependiente del alineamiento de la hebra (SDSA por sus siglas 

en inglés) 36. En este modelo, una de las cadenas degradadas de MAT con extremo 

3´ invade a HMR o HML, donde se lleva a cabo la síntesis de DNA, posteriormente, 

esta nueva hebra es desplazada y sirve como plantilla para la síntesis de su cadena 

complementaria, (Fig. 11).  

Generalmente la secuencia donadora es la opuesta a la que se está 

expresando en MAT, de manera que realmente se produzca un cambio de sexo. El 

evento se encuentra regulado por proteínas que se encargan silenciar a la secuencia 

que no será la donadora, además de que el lugar en donde se encuentran las copias 

(a la derecha o izquierda de MAT) también influye 36. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) Variación antigénica. 

 Diversos organismos patógenos poseen proteínas expuestas en su superficie 

que funcionan como antígenos. Estos antígenos disparan la respuesta del sistema 

inmune del huésped, generándose anticuerpos específicos que evitan la infección 

exitosa por parte del microorganismo. Para contender con esto, algunos patógenos 

han evolucionado la posibilidad de cambiar los antígenos de superficie 

continuamente, evitando que el sistema inmune genere el anticuerpo necesario 

para un tipo de proteína en un determinado momento. Para lograr esta variación 

antigénica, existen diferentes mecanismos, entre los que se encuentra la conversión 

génica 25.  

HML(α) 

MATa 

HO 

HML(α) 

MATa 

HML(α) 

MATa 

HML(α) 

MATa 

HML(α) 

MATα 

Figura 11. Conversión génica del gen MATa a HML por el modelo SDSA. HO 
genera un corte en doble cadena en el gen MATa, la hebra 3´ invade al duplex 
homólogo y hay síntesis de DNA. La hebra recién sintetizada vuelve hacia su 

posición original y sirve como plantilla para sintetizar a su hebra 
complementaria, la cual ha sido eliminada previamente. 



 Normalmente en el genoma del organismo invasor hay varios alelos del gen 

que codifica para la proteína antigénica. Una de estas copias se encuentra en una 

posición donde puede expresarse, mientras que las demás permanecen silenciadas. 

Para generar el cambio, la información de las copias silenciadas se transfiere hacia 

la copia que se expresa, ya sea la secuencia del gen completo o combinando 

secciones de diferentes copias, generando la posibilidad de expresar un gran 

número de antígenos. 

 Uno de los ejemplos mejor estudiados es el agente causante de la gonorrea, 

Neisseria gonorrhoeae 47. Esta bacteria gram-negativa, logra adherirse al epitelio 

urogenital en el humano por medio de estructuras conocidas como pili. La 

subunidad protéica (pilina) que forma estos apéndices, se expresa en el locus pilE. 

Para llevar a cabo la variación antigénica, este locus recibe información de copias 

conocidas como pilS, que carecen de promotores 64 y que por lo tanto no se 

expresan. La transferencia de información que ocurre entre estas regiones es no 

recíproca (conversión génica), lo que implica que las copias donadoras de 

información permanecen sin cambios 97. El número de copias de pilS oscila entre 16 

y 19, más aún, cada copia contiene 6 regiones variables llamadas minicassettes. La 

combinación del alto número de copias con la posibilidad de transferir 6 diferentes 

regiones puede producir una cantidad enorme de variantes (196 o alrededor de 47 

millones) 77.  

El mecanismo por el que se lleva a cabo la conversión génica es dependiente 

de proteínas que participan en la recombinación homóloga como RecJ 82, RecO, 

RecQ 62, RecA 48, RuvAB y RecG 76. De manera muy interesante, recientemente se 

ha confirmado que el complejo RecBCD, participante en los pasos iniciales de la 

recombinación homóloga, aunque es necesario para la reparación del DNA en N. 

gonorrhoeae, no participa en la variación antigénica 37.  

 Como N. gonorrohoeae, existen otras bacterias que generan variación 

antigénica por medio de conversión génica, entre ellas encontramos a Borrelia 

burgdorferi 96 y Anaplasma marginale 9, sin embargo la lista no se limita a especies 



bacterianas, ya que algunos protozoarios como Trypanosoma brucei 3, Babesia bovis 4 

y Plasmodium falciparum 29 también la llevan a cabo 

 
 



ANTECEDENTES ESPECÍFICOS. 

 

Rhizobium etli y la conversión génica. 

Rhizobium etli es una α-proteobacteria capaz de fijar nitrógeno en el frijol. 

Forma nódulos en la raíz en donde lleva a cabo la transformación del nitrógeno 

para que la planta pueda asimilarlo. 

Posee un cromosoma circular de más de 4 megabases y seis megaplásmidos 

que van desde 180 hasta 640 kilobases aproximadamente. De manera muy 

interesante, tiene unas 200 familias de secuencias reiteradas, de las cuales 133 

tienen una longitud de al menos 100 pares de bases con secuencia idéntica 35. Esta 

característica las hace sustratos ideales para la recombinación homóloga 80.  

En uno de los plásmidos, conocido como plásmido d o plásmido simbiótico, 

se encuentra una región de 107 kilobases que es la responsable de codificar la 

mayoría de los genes involucrados en la nodulación y fijación de nitrógeno. En esta 

región está ubicada la familia multigénica de nifH, el gen que codifica para la 

nitrogenasa-reductasa, una metaloproteína parte del complejo que convierte el N2 

en NH4+. Esta familia está integrada por tres copias idénticas del gen, con longitud 

de 950 pb. 

Se ha demostrado que entre los miembros de esta familia ocurren múltiples 

eventos de recombinación homóloga 72 y más aún, por medio de estudios 

filogenéticos se concluyó que la conversión génica es el mecanismo que mantiene 

la identidad entre esta familia (Sepúlveda E. and Romero D, datos sin publicar). La 

longitud promedio de los tractos de conversión en nifH, en una cepa silvestre de R. 

etli, es de aproximadamente 400 pares de bases y proteínas como MutS, que forma 

parte del sistema de reparación de bases mal apareadas en bacterias, es necesaria 

para que los tractos sean así de largos,  ya que si está ausente provoca una 

disminución en la longitud 74. 

Con respecto a otras proteínas que podrían afectar directamente a la 

conversión génica (como RuvAB, RecG y RadA, responsables de la migración de 



los intermediarios de Holliday), se han analizado mutantes de estas proteínas y su 

efecto en cuanto a frecuencias de recombinación 56. Mutantes sencillas en ruvB o 

radA disminuyen las frecuencias de  recombinación entre tres y nueve veces, sin 

embargo, una mutante en recG aumenta la recombinación unas cinco veces con 

respecto a la silvestre dependiendo del substrato empleado para caracterizar la 

recombinación. En mutantes dobles el efecto se va haciendo aditivo, mientras que 

una triple mutante disminuye las frecuencias casi al nivel de una recA. De acuerdo 

a los resultados observados, se propuso que RuvAB es la proteína con mayor 

participación en el sistema, RadA, por el contrario, tiene una participación 

minoritaria y RecG posee una actividad antirrecombinogénica, quizá debido a la 

regresión de las estructuras de Holliday. Si las conclusiones anteriores son ciertas, 

en un sistema donde se analizara la longitud de tractos de conversión génica, los 

resultados deberían ser como sigue: en una mutante en ruvB, habría tractos más 

cortos con respecto a la cepa silvestre. Una mutante en recG tendría tractos más 

largos y una mutante en radA resultaría en longitudes muy similares a las de la 

silvestre.  

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿Cuál es el papel de las proteínas que migran los intermediarios de Holliday en la 

conversión génica de Rhizobium etli? 

 



RESULTADOS 

Los resultados de este proyecto se encuentran publicados en la siguiente 

referencia: 

Castellanos M., Romero D. 2009. The extent of the Holliday junction is a crucial 

factor for gene conversion in Rhizobium etli. J. Bacteriol. 191: 4987-4995. 
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líon or nrG le"rl. lo lunger ~en e con\'Cr:sioll I!"d.rs Ih ,,,, rh ose in Iloe "'lIrl I}·I"'. illd irntlllg rhal liS aeli "iry m"y 
hillder hr ... rorlul'l.~ exlen,ion. Ih .. we.'cr. ullder drcu m, ltlncc • ..-he~ il í. Ihe unl)" mi ~r"liOl' ael" -iIY prest'n l 
l a, In Ihe ",,'8 nuU doubl . mulllnl) •• on.'c ... ioll ''-'l!men ts can , liII be . <'Cn. indk~tllIl! Ih,,1 Kl'l-G e311 al .o 
prumou ecnc ro nwrs iOl'. \{j,<\'\ l. Ihe 1,""1 cllicir nr s}' . ... m 111 R. trli bUI " . Iill nc,..-lcrl ro .. Iloe prorlu.r ion or 
del l'<"la bl c g<' nc ron'·c ... lun lraer.. 

DNA may be Ihe la rgel of "",'cral ;nlracdlular and ""rra· 
<:cHular injurie>; rhal can eill>."r modify or brea k iI. Many of 
rhese may cause, eilher dircnly or indirocrly .• ingle. or double· 
slrand break... 1cading lo replicalion for k =IIapscs. Indepen. 
<k.nl of Iheir origi no break. provoke Ihe activalion of "",'eral 
palhwa)'s rhar can repair rhe damage; homologous ",combina· 

tion Í!i Ih~ must imponant of Irn:~ !Ko:aUK or ib ability lO 
repair ..-irhoul a 1""" of ;nFomlarion. Ik.si~ ils role in repair. 
homologous ",combinalion hdps Ihe divcr.;;ific,";on of Ihe ge. 
non,e Ihrough lhe acqui';li"" of foreign DNA scqucnces. Par· 
adoxically. rccombinalion also pan;';ipale>; in lile maimcnancc 
of idemilY Bmong muhigenie familie .. " proccss knov.'n as 
conrened e.olulion (38) , 

Conccncd cvolUlion can be gencralcd Ihrough gene con'"r· 
sion. an !"neome of homologom rccombinali"" • ..-hich ;s de· 
fincd as Ihe nom,,~;p rornl rransfcr of DNA be¡""ecn ¡""o or 
more homologous sequenccs. In bacleria. Ihis nonrcciprocal 
rransfcr of informalion usually email •• izable gene scgmems 
(400 lo &xl bp a re frcqucm) and occurs al frequeneics h;gIocr 
rhan rhe mUlDlion frequency (t. 38. 39). The meehani.m of 
gene conve",;on has as a conscquellC<: Ihe sprcad of se· 
quen«: polymorpbism. prescnl in one of Ihe Iwo rcoombin· 
ing homologs; rhe"" polymorphisms can ¡,., eilbe. rnaill' 
rained or c1imillaled ill bOlh sequene,,". Ihu. giving ri se lo 
iden liry ¡"'twccn homologs. Thc IICeurrcn", or gene eonver· 

• Corresponding a"lbor. Mailing addre,..; Programa de Ingeniería 
GeoomÍ<"3. Cenl!'O de Cieocias Gen6mru-UNAM. Apartado P.,.ral 
565-A 61210 CUern;¡,1K'3. MGrelos. Mtxiro. PI"!tI'" 52 (177) 3175867. 
Fax: 52 (177) 3175581. E-mail: dft1mer00ccg.unam.ml. 

f SUpplememal malerial lar Ih ;" anide mar be lcooo al hup1~b 
.asm.or&' . 

• Publishcd a""3d or prinl 0<1 5 Junc 2009. 

sion in bac!cria has been eir her demoll.lra lCd expcrimcn. 
lally (3. ]2.2 t. 3 t; see ,derenee 38 for a revicw) or infened 
from Ihe co nserva rion pallern amon& repcaled ge m,,, 
Ih.ough phylogenc lic analysi. (5. 9.14.20.24.32.34.46; see 
rdercnee 38 for a re,';';"'). 

The musl acecprcd modd Ihal explains homologo", recomo 

binalio" and gme converuon is Ihe doub1c·stnllld-brcak rcpair 
(DSIlR) modcl (47). This modd. characlerued for roo pres­
enee of oouble lIolliday junclion.. (HJ'J (Fig. 1). ¡,. flexible 
" nough ro ""plain gene cony"",ion ami ilS a5SOCÍalion wilh 
crossovcrs. In Ihe DSBR modd (Fig. 1). Ihe Icnglh nf gene 
oon.'c",ion segmc nu< can be mooulared by Ihree sepa",re 

<'Ve n ... namely (i) r"")'mhcsi. of Ihe degraded ",,¡¡men!. using 
informarion frum rhe uncur hornoLog (Fig, 1C); (ii) rhe c~!en! 
of m;gra1ion of rhe IIJ. (Fig. ]D): and (iii) mi.march repair in 
lhe r"-'ulr;ng hClcroduplcx r<giotlS (Fig. ]E ami F). Consislen! 
..-ilb these prcdiction .. inaclival ion of baclcria! '}'Slems partic· 
i¡,," ing in lile generAI;on of lhe dcgradcd scgm~nI. such as rhe 
RecBCD Or AddA B .~Iem (1. 3). or in charge of mismalch 
"'pair. sneh a. MU!S (t, 39). provokes a rwucl;on in rlM' 
frcquency aml/or exle m of ge nc coo"cni"" in bacreria. Oddly 
cnough. the exlen l of migral;on o f rhe HJs un gene con" crsion 
has ¡"'en a poorly slUllied Factor. 

M01'cmcnt o f Ihe HJs may be a crucial fac( or 10 dc(enninc 
!he exrcn! o f gene ronve",ion. beca""" long heleroduplcx re. 
gion •• ..., be processcd aflcrwa nJ.; by lhe mi""aleh repair 

>)'Srcm. gcncraling ""rensive lra"ls of gene com-c",ion. Ar leasr 
Ihree ")'!lrenlS (RuvAIl. RccG. and RadA) panicipal~ in rhe 
migrar ion or 111. in Est-I",riclúa coIi. RuvA binds lo IUs ei¡her 

as a ho mo lc lramer (16) lIT a doubl~ homOlclnmer (35). main· 
lain ing rhe HJ, in a planar form; Ru.A is a!so ""cded for rhe 
bindillg o f rhe RuvB he1icasc ro DNA (33) , Ruvll fOmls a 
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F1G. 1. Gene con""rsion "n<lr. lhe OSIIR model. (A) Two homo!­

ogolL'l sequc""". are """'.". dilfcring by seque""" poI)'morphi5ms 
(blark <.i.de.). (11) A oouble-'Irand break in Ihe ,,-'Cipiem brnnolog is 
~d (by Re<:lICD o. AddAlI) !O a gap. generaling J' tail,. 
(C) AfIe. bomolog invasion. DNA .ymhcsls (discontinuoos lines) filJs 
lhe gap. and"pon Jigalion. lWo HJ . a", forme<!. Allhe gap-fiUing '1"fI. 
gene ronver;ion h"" orcurred becau", lbe UOCllI "'qu~ncc ..... lbe 
lemplal" fo. gap .e,,-)'nlhe';' (nOle lhe blark drdes in lhe cul 00-
molog). (O) IU migratioo (by RuvAB. Rc"CG. o. RadA) leads lO 
belcroduplr~ fomlalion. MismalCh "'l"'i. in lhe helerod"ple. region 
(mffiialed by """ IS) dicrates, depcnding ""lhe oriemalion. ,,'helhe. 
fUfllle. gellC CO<Iver;ion ocetlr;. ( E) AfIe. IU resoIUlion. a "",.so"w 
n-cnt ,,'ilb gene conver;ion !O bol/¡ lhc gain (b laork ("irdes in bOIh 
bomolop) and 10M of lhe po/)'morphi,m. i!l ger>erated. (F) AOOIhe, 
po!ISible oulrome is a<'fOSSO\'e. n-enl wilb gene co,,,,,r;ion 10 !he gajn 
of bOIh JKIIymorpbi""", Only lbe rcSO!" IÍOI! of HJs Icading lO CI'OOS­

ow," i!l ,hown. 

hexamen. nng respoosible for Ihe migl1llion of lile HJs ."''ay 
from the initlatlon si te Ihrough A TP hydroly"i" 

lñc Rece; hdieasc binds lo HJsas a m""omc.; Ihe so-caUcd 
~wedge~ dornain in Ihis prol,,;n is resporu;ibk fo. bolh "t.a nd 
separalion and p.oec-,.ivity (6). Ren:; ...-as dcmonslralcd in 
,,'ilro lo dri,'e bmoch migralion in the opposlte dircelion oflhal 
of ReeA (52); consequentl)'. RceG may undo p.cforrned IIJ. 
(an amirecomblnogenÍ<" ""tlvity). but il also has .ecombino­
genÍ<" activity (30). Ahhough the Ihird protein, RadA. has nOO 
been sludied in vilro. mu tatlons in tbe gene displayed gcnclie 
synthctie efeets ",ilh bolh m vA and recG mutallon. (4. 28). 
indicaling Ihat RadA pa rticipa tc. in the mlgralion of HJs. 

Single mUlalion, in m,'n. recG, o. ",dA reduce homologou, 
recombination lo a!>out the same ~xlem in EschenchÚJ coli (4. 
22), an unexpcetcd .esuh given toc dill"ering in vilro anivitie. 
for RuvB and RccG. Thc ef~"CI of Ihcse rnulalioru; on gene 
convcrslon has been 'Iudicd ""Iy. toou.knowledgc. in the case 
of gonoooccal pilin "arialion (a .pcrializcd gene eonven;lon 
S)"lern) . ...-here rnulallon, in either /U\·n or rreG equally .educe 
the frcqucncy of gene co"",rsion (40). As imeresting as lhese 
da la are. there are sorne doubl' as 10 whclhe. these pheno­
typcs are app~eabk for all baeleria. For instanee. in seve.a] 
bacleria .• ueh as Helirobacler ""Ion (IS. 19),Acinelobacle,bay­
i)'i (15). and I/J,i:obium e,li (27. 28). inactl""tion of m\'8 .e· 
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ducc. recombination ma.kedly. but inaclivalion of recG "n­
hances .ceombina tion. Thc role o f RadA outslde of E. roli has 
becn 51.udicd ",(1)' in Raeil/u. ,,,milis (7) • ...-here it afeel' eh.o­
mosome segregatlon. ""d in R etli . ...-"".e rodA mutants "'"re 
only wcakly all"eeled in .ecombinalion (28). Thc.sc dala opcn 
up Ihe possibility of dill"aing com.ibutlons of Ru"B. RccG. 
and RadA to gene eon,'en;lon in bacleria olhe. Iban E. coli. 

One interesting systcm in this .egard is in I/llbob;,m\ elli. a 
symblolie nilrogcn_fi:<Íng alphaprolcobactcrium. R elli CFN42 
has a muhiparlite genomc of 6.53 Mb. harbo.ing approxi. 
malcly 2C(I .eile.atcd DNA familie •. More Ihan 133 of Ihese 
fam ilics are compri""d of identlcal .epeats longe. than lOO bp 
(13). long cnOtlgh to be ,ubst.ales fo. homologou, r~"COmbi­

nalion (43). 5.:quencc i<lenlÍ!)' among mcmbe", of .epeated 
fam ilies in R "tli (at least for the nit.ogcnasc multigene family) 
is maintained by multiplc recombinalion C"enl', induding gene 
con,,,,,,ion (36). Ph)'logenetic analysis of lhe "itrogen"", mul­
!igene family mcmocrs in several R. ell; ¡sola!c. i~ fuliy consis­
lem ...-ilh Ihe operation 01 gene con,-.:rsion as a homogcniz.ing 
mcchanism (E. Scpúlvcda. M. Caslellanos. and D. Romero. 
unpublishcd results). 

To gain insighl into Ihe mcchani,m of gene con,..,"';on in R. 
elli. wc have slUdicd tbe analOmics of I.act. unde.going gene 
conversion in thi, organ;"'m (39). Ou. r""uh. re""aled that (i) 
crossover .:vent, "'"re almos! inva riabl)' accompanied byagene 
convc",ion event occurring ncaroy; (ii) gene con""",i"" trael 
Icngths ranged in slzc from 150 bp up 10 800 bp; (iii) gene 
con,,,,,,ion cvents di,played a sHong bias. favo.ing lbe prcsc.· 
valion of incoming scqucnccs; and (i,') the MUlS mi,maleh 
repa i. s)',1cm plays an importam role in dcle.mining Ihe length 
of gene con"'c,,,ion segments (39). 

The dife.emlaJ role.. of RuvD. ReeG, and RadA in homol · 
ogous .ceombinalion in Ihis organism "",.e dc..,ribed reecmly 
(28). Based "" the c lf..-cts of single and muhiple mutalions on 
rccombinalion frcquency. "'" proposcd Ihat RuvAB is the 
main '1"'lem fo. migration uf 1-\Js. ...-ith RadA pla);ng an ano 
cillary Tole. Roce. in contrasto appcars to inhibit recombina. 
llon, pc.haps due lo HJ regrcssion. Gene convuslon would be 
an ideal sy'lem 10 lest Ihese proposal, because il aU""", us lo 
explo.e the Icngth of con,,'crted segmen t •. a factor highly Te, 
laled lo lH migratlon. In particular . ...-c prediel Ihal in como 
parison to Ihe ",;ld type. (i) inanivalion of mdA shou ld nol 
affect g<:nc conversion Irael lenglh. (ii) nuJl mUl atiorn in recG 
should Icad 10 longer gene conve",ion Iracts. and (lii) abscnce 
of nl\'B would instigate a marked .e<luctlon in Ihe lcnglh of 
gene conve"ion segmcnts. or oven thei. disappcaraoce. E vi · 
dena: reported bere fuUy confinns these p.edÍ<"lions. 

MATERIAL.'l Al..-n MIrrlIOIIS 
_ .. rola> ud _ AU ~ .. U .... Ios .. "", 8""'" In p"ptonc-

1'1051 ulf3(1 mcdium <39).1 3O'C_ E _ .. nin>"-"" 8"""n In lu,ia_ll<runl 
(LII) m<diom .. 17'C. Antibiolics .",," U1C<I in ,he roIk>o-ing OOI>OC",,,,liomi <in 
micrognm> P'" mUtU"",), UIW")"" <Km~ t3; nali<lW< a6:I (NoI~ 20: >p«tl-
00<II)'<'in <Sp~ 100: ond 1<1"")'<1"", (Te).~. 

M_ . .... t¡-... of I~_ .... f~1oio _51)_t (F"- pn>--82W_1 

",dA, biRI7 >upE44 """¡11, dIlDmo.olll.11)' InI<Sro<ro RP--4-! /T""Mu Km:: 
Tnl]) (.3) W2> U><d:as. 00.. ro. COO¡ug.a''''' tnmt<t o( pJGus2B (J9). Thc 
"'I<u>llve pbsmid pJO ... !8Iwbor>. Lanamyri" .........-.oc ge"". '--ing """_ 
.. "lenl ",lcrtlon JoI 10> prnmce. ond. dorinlive 01 11>< .ofH gene modili<d lo 

"""':Un righ' ""ique "",""Ion 5it"" (""'rictioa Ingm<fIll<ngt/I M""""pIl­
IRFLI'>]) opa<OO "".Jty ""''1' lOO I!¡l (39). Illpar<ntol ","1Ing> -. Es<:N_ 
__ S1 )_lll:ubomg pJOIt<28 ond lhe <I<>im1 R. .. Ji "runo .. ~'" >C1 up 00 
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FIG. 1. Ge"" ron""rsion un<le. lh. DSIIR mod<'L (A) Two bomol­
og<llL'l ""'1"0"""5 a ... "'0.,.. •. dilfering by ""'I""1Kr poI)lOO'1'hi"", 
(blark <ÍII.-k. .. ). (Il) A ooublc-5lrand break;n lbe ,,,dpiem hOlllOlog is 
proccss.od (~' R<:<:IlCD o, AddAIl) 10 a gap. &""".aling J' tails. 
(C) AfIe , bomolog invasm DNA synlhcsl!; (disronlinuoo,linC:Sj filJ, 
lhr gap. ""d "pon ligalÍOll, \Wo I-\J s are formoo. Al lbe gap-fiUing 'lep. 
gen~ ronv ... ion h3li llOCIItfCd beca"", lbe UOCllI ""'I"''''''~ W3li lbe 
lomplal~ fm gap 1'C'>-yRlbesis (non' lh<> blrl drrlcs in lhe cul ho­
molog). (D) tU migralion (by RuvAll. Rc...-G. o. RadA) lead> lo 
belO.ooupkx fomtaLion. MisrnalCh "J"'í. in !h. bele.oou!>., region 
(mooialed ~'MuIS) dir1al..., dependmg <In !he "".n\alioll. ,,'he!he. 
fUrllter gene coov ... ion ocrurs. fE) AfIO. tU ",""olion. "'-""""""". 
""em .... ¡lh gene CO/lv ... ion 10 bolh !h. gaío (blrl circ\c:s in bolh 
bomolo,,) and 1""" of lhe JIOIl'merphi"", is ge""raled. (F) AooIher 
possible oolcome .. a CI'OMOVe. ewnl "-¡Ih gene coo"" .. ion 10 lhe gain 
of both poIymo'1'hisfll.'l. Only!he re",lulion of I-IJ, leading 10 <1'05>­

ove .. is sh",,'n. 

hexameric ring respoosible for Ihe mignllion of lhe HJs a"'aY 
[rom 1M inilialion silo Ihrough A TP hydroly'Sis, 

lñc RecG hdicasc binds lo I-Us as a nlOllomcr; Ihc!l().C3Ucd 
~wodge~ dornain in lhis proleio i, rcsponsiblc [01' bolh sl,and 
""paralion and proces,ivity (6). RecG was dcmonslralcd in 
vitro lo d ';"'e bmnch migralion in Ihe opposile d irection oflhal 
of ReeA (52); eonscqucnlly. RocG may unoo prdormcd IIJ. 
(an anlireoombinogenic ",,1;-'·ilJl). bul il also has rcoombino-­
gen", act ivity (30 ). Ahhough Ihc Ihird prOlein. RadA, has not 

becn .Iu di~d in vilro. mUlalions in lhe gene di"Played gene lie 
synlhc\ie effuls .,..;Ih both n/vA and rreG mUl81ions (4. 28). 
indicaling Ihat RadA participalcs in Ihe migralion of I-Us. 

Single mul,tion. in n/vB. rn:G. or",dA reduce homologou, 
rcoombinalion !o aooullhe same ~xtem in E.5chenchÚJ coIi (4, 
22). an uncxpce led n,sul! gi,,,n lhe dill"cring in ,itro aclivili"" 
fnr RuvB and RccG. lbc cll"cet of Ihese mutations on gene 
oon""",ion has hocen studicd only. loourknowlcdgc. in Ihe case 
or 8{)(}()C(lC(:3] p ilin "arialion (a spceialized gene eonveniÍOn 
syslcm). whcre mUlalions in cilher ",,·n o r ,....·G cqually redu"" 
Ihe rrcqueney o ( gene eOllVe",ion (40). As ;mercsting as lhe"" 
data are. Ilterc "rc sorne ooubl< as \O " 'hmhcr !he"" pbcno-­
typcs are app~cahk: for all bacteria. For inslan"". in several 
bacleria. sueh B~ Helicobocler "" Ion (IS. I !» , AcilU'lobacln- bay­
Iyi (15). and llhi:obiu", elli (27, 28). inacti,'alion o f n/I·n re· 

J. DAcrutlnt.. 

duces reoombina!ion markcdly. bUl inocliv-dlion of freG en· 
hances rcoombinalion. lbc role of RadA oUl5idc of E, coN has 
becn 51.udicd only in Bacillu .... húlis (7). wher1: il a lfeels ch ro­
mosomc ""gregalion, and in R. ellJ. whcrc rodA mUlants were 
only wcakly affceled in reoombinalion (28). llI<:sc dala opcn 
up !.he possibilily of dill"ering contri¡'ulions of Ru'-B, RccG, 
and RadA lo gene eonveniÍOn in bacleria olher lhan E. coli. 

One inlcresting sySlem in Ihis regard is in 1/1Iboh;,,,,, el/i. a 
symbiotie nilrogcn-fltÍng alpha proleobaclcrium. R.. e¡[i CFN42 
has a muhiparlÍlc genome of 6.53 Mb. barooring approxi. 
mately 200 rcilerated DNA [amili ... Mo re lhan 133 or Ihese 
[amilies are oompri",d o f identieal rc""alS longer Ihan lOO bp 
(13) . long eROllgh lo be subsl rau,s [or homologo", r~"COmbi­

nalioo (43). Scqucnce idcnlily among mcmbers of repcaled 
fam ilies in R. e//i (alleaSl for Ihe nilrogena...., muhigcnc family) 
is m"imaincd by muhiplc rccombinalion evenlS. inelud inggcne 
oonvcrsion (36). Ph)'logcneUc analys;" of lhe nilrogen""" mul ­
¡igene fami ly mcmbcrs in iC'I'cral R. flli isolalcs i.~ fully oo"-"i". 
lenl will> Ihe opcra!ion of genc oonversion as a homogeoÍ1.ing 
mochanism (E. Scpúlveda. M. CaslellllIlOS. and D. Romero. 
unllUblishcd rc>;ults). 

To gain insighl inlo Ihe m~"Chani,m of gcne con_"r;iOfl io R 
~11i. wc havc studicd lbe anatomics o f trael, undcrgoillg gene 
oon,'enion in Ihi, organÍlim (39). Our r"""hs re",aled 'bal (i) 
crossovcr ev~nt" ""re almOs! invari ably llCCOffil'"nied by a gene 
convcrsion cvcnl occumng ""amy; (ii) gen" con,,,,,,i,,,, trael 
knglru. mnged in ,izc fmm ISO bp up lO 800 bp; (iii) gene 
oonwrsion cvc,nts di"P1ayed a suong bias.. favoring lhe prcscr· 
valion of iT>OOming ""qucnccs; and (i\-> Ihe MUlS mismaleh 
rcpair S)'OICm plaY" an imporlam rolc in dcle""ining Ihe len8th 
of gene oon"crsion segrncnts (39). 

Thc diffcremiaJ rol"" of RuvB. RceG. and RadA in 001'11<)1 . 
ogous rccombinalÍ<>n in Ihi. organj¡;m wcre dc""ribed reeently 
(28). Bascd "" IIH .. e lfccrs of siogle and mulliple mul.tion, on 
rccombinalioll frcqucney. "" pr"J'O"'d Ihal R",AB is Ihe 
main syslcm for migra!ion of HJs.. .... ith RadA pl3)ing an ano 

cillary role. RocG. in oontras!. appe ars !O inhibil rcoombin3. 
lion. pcrhaps due lo I1J rcgrcss;on. Gene conwrsioo would be 
an ideal s)'''I"m \O tCSl. the.sc proposal$ bc<:ausc il BU""" u~ lO 
explore Ih" Icnglh of oon"crlcd scgrncnts. a factor highly re· 
lalcd lo IH migral ion. In panicular . .,.." prcdicl Iha! in como 
pari:son \O Ihe "ild IJIpc. (i) inactivalÍ<>n or rodA should nol 
aJfcct Il"ne oonwrsion lract !englh. (ii) null mUl alio", ill recG 
.OOuld lead 10 longer gene corwersioll trarls.. and (iii) abscna: 
of nll'B would instigalc a marked rcduclion in !he lell&lh of 
gene conversion scgmcnts.. or ","en Iheir disappcaraocc. E _i · 
dcncc reponcd here fully confimtll lhese prcdicrions. 

MATEKIAl.'l ANn MIrrlIODS 

BKSrriaI .. nln> ..... _ AH RAiYJIJi_ <fii _ """'-~ in peptoo<_ 
J'<0iI .ll~ mcdilHD /39) al JO'C. E. __ ~'O'" ~ IsIlurU._lIfrunl 
(LB) ..,..¡;"'" .. lTC. AnIlbio<l<:s..-.re UJCd !ti "'" -In¡; ronocn!r01lon!i (in 
m~ pe' mUlUit«): ~In (Km~ 1', n:r.l_ add (N"~ ~ >p«1~ 
rlO<n)'<"In 1S¡l)· !OO; and 10ln<)din< (Te). , . M_ , .... t,. 1> al lna><GI\I_ .... Es<hrn<IU<> mi ~J J_l (F- ,.o_tU tf./_I 

&dA1 biRI1 "'I'E# «<AIJ; dI"""""""'ty Inl<gr."'" RP'+2\T""M" Km~ 
Tnll l (~) 11'» -",... _ lo! OOO¡ugadY< 1nD<I .. o( f'lGu12S (39). Thc 

intoy>lr.. pbsmiIJ pIGIt<2tlIwbor>. Unomydn r<'Sl<U=~. '-'in!! ron­
veRle .. id<rtioo lo, it> pre><"I>C<'. :and a dormoLiY< oflh< nifll 8''''' _d lo 

""" 'U ~1 "nique l<'>Irk1.lon MI,., ¡f31r1<ti<Jft r~llrnf!L11 poIyrro<ph_ 
IRI--1Y>H'fl"'<'d "". r!y <Y<1}' lOO!!p 1l9~ 1IiJw=1Il ""'~"8' ~ fiKM_ 
"""" mIi SII_1 !l:trborinA f'lGIII!lI an<J l b< <hir<d R. ,,11 "..m. ... "'.., "p on 
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1'10 . 2. Experimenlal ma lC¡Y for analyzing g<ne roeversion. 
(A) TIIC mIXI,ficd nifll gene is rq>rcocmoo Ir)' a gray rectanglc. and 
capilal !cue" irnIk:ale diferen¡ rc:llricl.ion sil", as folJoou; H. H ind lll ; 
1I.lIamIU; M. M~m; A. Ap.o lJ : N. Na. l: Mt Mlu l: llc. 1Jdl; X. Xbal. 
The ooly "'ild~ .,;PI ¡ene of lhe ",'mbMKic plasmid of R. nh' is 
dcpóc1r:d as I .. 'hile ~~ U¡'IOII 1'CCOIIIbiruuÍDII of pJGII:i28 and 
pS)11I (a mM hcl"~ bOIh";pl ",1Ici). wc wuld npca. ~ 
rcocombWolÍD11 cvcm (mart~" are ¡IISl ""'istribul00) (11). a """~ 
nx:aJ rc<UI1lbinalioo ",,'cm 10 I pin ot .ites (noIC lhr c",ural malle .. 
A and N) (e). or I kM of ÑlCS (noo: lhall"" <rn1fal marters A lOO 
N ~ b«n 1061 In bOIh p:¡ns ot lhe coimegr.l1e) (D). """"'" in aII 
panels rcp!t'Kfll 1lIe sp«iJio: po;m.. .. ....,.¡ kI. ampIif}ing ead1 ";Pl 
J<'f'C in lhe coimegra¡e 1I'IOkao1e. 

_~.,.,. eu ..... - .... 1ocUns; __ (flI. 1 ond .... bdo.¡: 
u--;.,.,... W«< 0<Im<d ..,. ltIcir _ lO __ ( ..... ..-

0<I<Wri0I ..... lo 011 Il .... $1"-) ond ~ ( ......... lar lIw: ~ 
01 ~ To _ lIw: ~ '" -.. 10 dile .... aquplioa c:<p<ri-
_ .... 0<1 "" loo ndI R. .... ttcipirn111nÓ11. moinint! _ """",¡".. ¡¡,,~ 
li<IP< _leo _ ..... <lp<'¡-. a.- DNA __ «1 _ ~ 

~ ''''''' _'Y todpi<nI $1_ ond .-""" ... onoIyzI«Ibj' I'CR 
","".T~ """""'<)<1« ond • ..,........1onoI T.., DSA po/)1ac.-. wiOh 

• ..pne '" JI cyáco ... IOh _'""llon .. ~'C Ior I mill. ...... ollng .. tl'C 
(pt'IIn<f> I ond 2) (F'II- la) DO .o8'C(pinIof> J ond ~) CA&- m) Ior I mill._ 
.... ....,., .. T.!"C lo, ""rlohlc 1_ ~ rmm 1 ID 1~ <nin. To:uoplify bDth 

.;/11 ptt><IIo<u lo "'" ...."."""" "f'«'iII< prim< .. wn< ""'pioy<tl (pm.. .. 1 ond 
l rOl ,,.. "I'P" pon '" ,he~,<v>,<: pm.. .. J ond 4 "" 'I!< "",'<1 pon) (J'J) 

(n I- 2), Thc ....... '1 ... PCR pn>dll<'lJ ""f< ..... nl'i<d by uW>g C<otr>-Sep opio 
",,"mm (A¡>pIi«I 11I0:00)'>0 .... ) 1><1,,", dlplloo.!Oh oppropriot< lUlri<l1oo <1>-

tym<o. R ... ri<I"" ."'1' ..... ,".f< I"""h.oK'd [mm div<r>< OOOIpani<s ond U><d 
_In8 ,p ,1It ............... _ tJf ,1>< ouw!lo:n. Rnlri<I«I prodll<'lJ .,re 
"p>ro,,<I ,oo 1% "& ..... "lo ond .1I<00I_ ofl<. iWnlnS ,..¡,¡, eOh;dium bro-
m~. 

C_ . .......... '" Il. tIII .... 01~ To dm. "'" ""<Bf",1on o(pJGm28 into. 
oInp .,;/11 ..p..n. ...., ""'" _ .. <JI'. 1kk110111k_tlv< hom pSym (1InIID 

C'fNXSl) ,IIo, Iocb ''''' '" ,ti< ,1Ir«: "{lI.,.._ r""".uaIn CFJ<'1 (J1~ T1III _ ... ....ro • ,1Ie .llll-<ypo ""Ir\. _ C'fN~ ...... <DOo1lIi<d ~ 

a,. _Io:....nona< .~h ,lit ",.'lrbl'Sp Of Mt4 ,:IaU'Sp _ (211~ To """ <n:I. 
~1tI pJMSJ ("" 'II:_I'Sp)" pJ MS15 ,Mt4;:mJ'Sp)""" __ ><'P'­
.. ..." ,..,. l . roIi .. , Il .,'i a,. ....- "'iop; doul!lc ....-..... ..... 

Ido",.., " oh<Ir S'" SV Km' fIh<-ypt, sMoB rioe '" ....... a:m:n8 
¡".J/::b1'Sp ~"') ..... ct'SXUO(Mt4::b;1'Sp .l.lj_~ 

fbt __ 1kri>~I""" lkk1Ion <JI' lile .,-., rqioD '" 11. .,,; .. 
_,, __ ..,.~ (RER)(~~ [D_ 

.,... ... _ <JI' • .-po-..ry .qoIicoI" oripD "" JIS!- _ "' lIw: 

.fr<qIotncy ......- 01. _Ion "" JIS!- kIrnI koI '" lIIor ..... """" 
Ct'NXl5 ()9. ~ "., >fItG _ -J<1'<'*'d" ~_ IIIorI«G:: 

bI'Sp __ (pJ MSII)""'" CEh"oloI.ood 011<.<10_ 'm ., .' .... ibr 
.,-,u< ....... -.l " RER. ............. ,.¡¡JI sm< (O"SXP-9)_ 
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To ___ .-. .... _OSp""'"""" <JI' .... Cl'!'o'Xm(...:G-" 

mI'Sf>~) ...... .- '" ...... cr. .. __ '''''''- r""" 
pIMriiI plloISI (lS)."-<JI''''' Sp .aÑ' •• W<!( .<JI'p./MS&. __ 
" ........... _.,_ .. loo. Sp"T<"p/IrnoIrp<.. AIt .. 1Iai B"'iA<p. 
otnIn ...c:*", ~ ......... ..., .~b plMSI5 (...t.o::bl'Sp ..... ~ Doo.-

l!Ic ~ ......... lM'" bj''-l'o>l'Sp' I(III"~ T1III"""" ...... 
coIl<d CfNX7J.O (~..,...u::lo:<l'Sp .l.lj ... ~ 

Tb __ ·/IOf<Gond"'.8 ..... __ ohe"""..JmI'Sp 011<1 • 

(plM SJ) (n.!JI) ..... 110."-"'" bj'1<"" ~ ........ CE3. TIlo< Sp 
....... , rl'Qlll "'" ul'Sp ... 1< ..... .- " ~ _I0Il -.liakcI "lb< cr. __ • -.- _ ...... ,"'ft _. "'" ....-G:_1'Sp 

(plM SIl) '" "'" ..... ::ltl<PSp (pJMSI5) oIelo ... wi'Odu<Td In Ih< _ '8 t-k_ 
P""f"I. ""W\Int 1", __ Inaro ... lo ,ti< .- <JI' "',./I:'.-....u~ 

"'1'Sp. ,lit _ ....... .-'" ,he 'tnl'Sp ... "' ..... oIiu_ .. Ior "'" 
.... '8 >.lI,'" Once _ m\lw"" .... .., obo.II'I«lIkk11ono o( oh< .,.mbIoüi: 
f<!lloll . ... 1< ..... '«1.11,..'" RI:R ( .... In O'SX7l2; .. >'f,;-Jw.I''''''O.J"."I'Sp 
~) or 1JIOfII~ (Otr>In CI'NX7lJ: .. ,'8::"'1' ....u:-Jw.P ~~ lb< 
u1pI< m"' .... {""In ct'NX7l5;""'B:J,,rI'f«(lc.J":d'....t.I:kttl'Sp, ........... _ 

I'f i<l'nxl"""" '1I<....t.I:-Jw./'Sp "1<10: (pJMSI5) In "'" .... '8..cti ~k8""'nd" 
,I!<...",. "n,og)''' <I<o<rlbtd ~""" (!JI). 
S~d.rlrll ... l)'~. Alllhc "" .. al ~i)'scs ........ oloor .';l ~ ""'" !iIJI1,. ... 

(M_' O>rp.. ll«ltn<nI. WA~ Nonp>ramc'rI<al bloom..., ........... OP¡>kd 
10 thoI< <lo .. ilMJ«Iln "'" ...:ludioS .,. .. pIn (1.<. -"<1"'<5 ~<d '" 
"'" .. 1111 _ """.....", 0IwJ 1'''" mnv<nitJn pln or 10.) ~ "'" 
_ .. """"",",,,, ncII <5""". lb • ..., <JI'._ 1<S1I ... ", ..,.¡ .. <t" 
proponlono cf the IWO ClI<¡pIe> """". _",Ion ~ ....,t IX _ Cbi­
_ ..... 0 ..... 0 ~ -rb""'''_Jor"""""..-b<twem 
"rolno; .. b<ft ,tI<".,., .. _ oIpbntIJ tIII ....... 1'" 5.,1noI. ~ 
..... o poIfOd .....,.,.. ...... _ ........ fioI "'" wJd.<yp< .. _ "" """17 ---

kt:sUI.TS 

E"p .. in,rn lbl d~5'Jln. TOC\1Itualc ttJ,cc~l3dcri.lic:o oí gene 
OOOVCrsKm in (lI.;:h ofltJ,c reoom bifl31ion mulanls. " " cmploycd 
a arnlcgy do:,'Clopcd pl'C\'iously in our Iaboratory (39) (F'og. 2). 
Thi§ stral~gy i§ bascd on ItJ,c UM' o( a RJ,i:JOÓium rlli ,,;[11 gene 
do:rival¡"'C. d ifrering rmm lOC " 'itd-type p:rM: in Ihal il ha rban 
cigh l unÍ<.)ue RFLPs. spaccd approximaldy every 100 bp along 
lhe ge"". Thcsc RFLPs SC/'lC as ooo''Cnicnl laOOmarb lo ", .. 1-

uale lhe occu rrcl'OCl: aOO cJucnsion o r gene con"el1<ion "'"n1S. 
Th¡" modified ",[11 gene was ctoncd into a mobitizablc p las­

mid Ihal Os ablc 10 . cpticale in ¡':sclrni<:h¡ .. c:oIi bu l <loes no( 

"'pl ic:alc in R. ~II" Upon ;nlroduclion of Ihis ptas mid in R. et!, 
dc rivati,,,,, IlO"S"ssing '>11ly ~ single Cop)' o f a .. i td -typc ,tifH 
¡¡ene on a dd~ l~d pSym (264 kb). sínglc..ao5S,wer .e<:ombina­
lion ge nc.alc5 ~ointC8 rutcs bet",..,cn bolh plasmids. separa tcd 
by ,,;[11 gene rop;C$ (Fig, 2A), 

Ilolh ni[1/ seq uC .... "5 uf the coinlcgralc molc..:u lc were am· 
p lificd sepa ralc1y by u,;; ng spccilie pri mer pairs fo. th~ nonho.­
mologous "'gion. Aanking ~ach nitrogc nase )!Cnc. llic I'CR 
prod uct< wcn;: sllbj.l,..:tcd lO d;gcsllons wilh [he cighl di lfc.cnt 
cnzymc. lhal rcmgni,.I' lhe intrnduccd RFLI's. Of COU"'"'. sim­
ple "'OliSO't'er rccnmhina, ion ,,'illlllut g~nc con"crsion lcads to 
a mere rcdiSlribu lion of the RFLI' mark~rs (Fig. 2 B). /n con­
lrasl. crossovers lISSOcialed "ilh gene COIl'o'CrsÍOtl ";c.~ cas ily 
idcnlificd by digcsrion ofboth ui[11 gene scgmcnl. flanli ng lhe 
coinlcgralc with lhe"me rcstriction cllZ)mc(s) (gene COnvcr· 
Un\!< I<w,aru a gain o f markcrs) ( Fig. 2C) Or by lack of n:st ric· 
IÍOn on both sidcs oftoc coinlcgratc (senc eo.wcn anl'i 'OIO'ard 
a 10M of markcrs) (F'og. 20). Applica tion of Ihis ""ra tcgy lo a 
sel o f 50 in<.kPl'n<.kn' cointcgr:al<:5 allooo",d toc CVlIlualion of 
orcurren«, u lcnsion. alld locaJizalion ol gene """", .. ion 
",..,nl!; in lhe .. iJd..lypc sIrain (J9). 

In lh;,; worl: ... " aimed to c:valuatc tbe difc.c11CC!i in ¡¡COC 
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1'10 . 2. I~rimcnlal 51r:Il~ f.,.. lnaI)W>¡ g<'" rofI,,,osion. 
(Al Thc IIIIM:l i6cd oJf/f ~ne 11 rr¡lfI:5Cnlcd by a gfa)' ",<!anglo. and 
capin.llcnen: indioue difcrenl n:s1ri<1ion OÍI.es as foDo..", H. Hindm: 
1I. IIamIU: M. Ma.cUl. A. Ap.oU: N. Na,l : Ml MI~1: Be. UdI: X.Xbal 
Tht ooly . iklo()'p<\ ni/ll FM O/1M I)'mbiocio: plasmid or R. n~' .. 
~ed IJ I . 'hile 1'«I1fl~ U".,., n:c.tlmbinalm of pJGu.-28 and 
pSym i l mllIó MI""ecn bo'llllnif/f p:nc::s) . .. -e coo ld ~. rcciptoo::ll 
~Iion cvenl (nwtcn: In: ¡lIS! n:diotribuled) (Il). a ~ 
rora] nxumbilllllm Cl1:111 10. pin o( J~C!I (note 1M renlro ..... rt.,... 
A and NI (C). 1If. klIlS o( siln (DOlO IIIlII !he cenlral marters A 100 
N havr btcn kJI.1 in Ilulb pans o( lhr aXnccgm..) (D). A...-; iD aIl 
Plrxh rq¡m;tfI1 lile spocifio: prilrK'n: ...ed for ampIi1)inj: racb "'/11 
F"c in lbe roimc~ mal«ule 

UkI 1'"1**""" CW'XI _ lId." _ ifil. l ..... __ " 
~ .. ....., .. kaaI ~ lIIclr ~., __ (o........,. 

-... ,no" Io"¡ 11. .. JI.-I ..... ~ I~ lDr 111< ~ 
of ~ Tu _ Il1o 00\aI)'si0 gf -... 10 dikT<aI coafapúoII o¡><ri-
_ ......... "" k>< nodo R. .. rmpi<tII ................ _ ..... _ 1M 
...... __ aIdI opn-. 0.-10: IlNA __ ... _ '\O 

1.........".". Jfum ... ., rtdpIo:nI JI ..... 0IId oodI <In< .... ~ .." PCR 
...... T«IiIrnt -<?d< . ...... __ T .. OSA p<lrmrnot.",11h 

....... <>Ill cy<Io . ilh dcNot_ .. 90"<: Ior 1 ..... ......aliq¡ .. ;j5' C 

(pf'\fD< .. 1 """~) (f'IJ. ~II).,. ore (pr!nI<n J 0IId 4) CAl- !8) Ior 1 ......... 
... , ........ 12'C "" .... 1aII1o: tima ....... ''''''' ¡ lO l.s ...... To >rDpIiry botIr 
.;pI """"""" In 111< ..,." ..... a., op<d1I< priIII<n _ ""'pIoyftI (¡dn< .. I .... 
¡ 1.,. U .. ~pp:t I"'n '" lile ..,.,1 .... '''; primon l ond 4 Joro ""' g'''' pon) (JII) 
(111. l) n.o ...... '1'" Kit p1ld""'" __ I"'rUInl by """& Crnlrl-Sep ,,"n 
,,~"m ... (AJ>pl1cd 111olirJ'>t'"") bd .... di.,.."'" ..-tIh 0JIJII0Ilri0I< """""loo <1>-

") ...... R •• "",~ ... "'1' ..... ~'" pw<h ... d 'mm d""'" """po1I"'" ond ..... 
~ U> ,,.. tml<IIIr ......... kIrn <11 ",.. .. flIlIl<n. R<><.irI«I pro<l""'" " .• ", 
"p;>nol<d "" ! 'iI opn .. FI. 000 • __ 011<. >loIninS -'1111 ,lIIillilrm bID­
.~. 

C_ ...... u ... '" l • • 1II ........ 1'<, dm:. ,11< ""g::o''''' '" p./Ou!o:':!i Into o 
oIn¡Ic oif/I ......... ..., I0OI; """,",. "'o !kl<ló:JII Ól"riVII"" ht>m pSym (1tnIn 
O'NXSS, 11101 _ .""'" lile _ oiJIl ...... rmm """" CFM1 lIT). 1biI 
__ -.:1 • lile wUcI-typo >lrúI.. _ Cf1.,~ .... arWi1kd aIle ... 2rdo "'_I<.-... .. IIh''''',."".. __ ~.,...u~ .. kIr(::8~ To",",md.. 
~ plMSl l"" ·".. .... PSp) <lO plMSIJ C...t04~) ____ • 
BOtIJ r .... ti: ro>6 '" It fIIi.." ~ _onp: _ ~ __ 

ldt.loW '" ...... :-.~ ~ !:m' ~' ..... rV IO .. .- CJ'N){n'I 
""'-"' .... PSp _ 1 """ C1'I'iX1lO(...t04::ta<~ ». ... )-

FoI ...- -.... """"', ..... <lr:1nbr '" .,... .,....toiod< lqÍmI of 11. m; ... 
_",_.- .... Ir!"~ {RER)(~ ID_ 

.,...... ... _ "' • .-¡ .. ,_ ... , ~_ ""P-'" pSyaIlcado lO 111< 
.froqoI<Iq ,........ao '" o <IdnIoo ... pSJ-. u.:. i<IoI lO "'" ..... in _ 
cp,.¡:u!I ()o. jO). lb< >ftG __ JI<1I<nU'd '" ~ _ .... I«G::. 

1\II:I'SfI_(pIMS11)""' .... CEJ_..JoIIn'_.= t .... "'" 
.,-..po. ............. '" !tER. ........ o .... ...pt _ (Cl'NX7:'9). 
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TI>"' __ -.-. .... DPSp""'" "' ... CP.o:m(.wG:: 
~.) ....... __ "' .... III<~,tw bt_~ r .... 
pIaotnid pI_(!&) . ...... DI oIIt Sp _ •• • __ of plMlia,.....,O<i«;cd 

'" ~,..,.....,., ........ loo • Sp"T" flh<-¡po. AIIa ...... S1c'p. 
....... -o.:../oop ~ ... .......,....., .. U plMSI5 ~~_). Door-
'* _ ......... _"'IIIritN ... 'iIfI' K.or'~.lWo_ .... 
<3Il<dCfNXUO ~...u-..lot1'Sp ~~ 

TI> ......... _II..,;G.,.¡_,II...t04 __ ,IIe .... 'II'.:lnPSp .... Ir 

(pI)ls'\) (r/.::8) _1rrtto<IoIMI _ "' ..... ~ ",tInOln CEJ. Tbo Sp 
....te. 1 .... lII<ul"1>p _ ..... .-.."......- _ó:JII on<oJIat ... 
..,. oIIt ~ -.. ............ _. Ind lIIcn _ 111< ...o.:b:P!ip 

(pI ),I SII) QI" .... ..w.:lnPSp (pJMSIJ¡ ..... 10: ... Iro.ru.Ioud In ""' _ 'Ir bad_ 
I""'RI. .. Ior:tInJ ,." ___ l. 111< o:aoo: '" ", ,'/I'".bP ....ué 

bd'Sf>. ""' -""'"tqumI <><I0I0 .. '" "'" /4t1'S¡l ... 11<" ...... _ .. for "'" 
nA'lr .Uri<. 0In olr>l4lllo: .. ~ ......... re ""'.1 ...... dr:kt_ '" 111< 'j'mbIoUo:-
rtP>n "."", ......... d .1'11< • .." Rt:R ( .... In Cl-NX111; .. ,' II,;Im"~_PSp 
.1Jo,ooo ) o' _--...,. ("rain CI-"N:rnU ",,'/I""~~" ....u: :kuP l.I)-). no. 
uipIo m ..... ( .... In CfNXm ..... ·//;""'pf«G:"JnrI' ..w:bPSp) ..... 0000_ 

"inlroolU<ir"« olo<,""""JatI'SfI anol< (pJMS15)In ""' ..... " otrti IIack5fUU"l " ""' """" .... ,'!l'. olr.......u..'II pt~ (211). 
SlIIllorkrtl DI.,_ Alllk' "l!ilIk'al 1m1yleo ""'"' ~ ..a~ EltrlllllUo"ti(l 

{MI<"""" Corp, R<olrft<ond. WA~ No<op> ....... tbl _1011 ........... opp&ol 
lO """" ola .. _ '" """ """'InJ ""pkro (( •• -l<Jr"" -.x1olod or 
no< 0011~ _ """ ........ .,.¡ se'" ............. phI ... 1000) ~ "" 
_ , .......... I",..:ft .. "'..,.. lb. pllll d ......... . COI VI ...... tt .. 

P"'I""'''- <rf .............. pIao .""". _ ... 100 ........... '" ""'- CIrI-
.......... h ...... ~.-pI<> ....... _Iot~b<t....no 
__ . b<to "'",. ~_ ...... ...........". tItI"""" "' di< ~ ~ d!Ho¡""'" 
0=0 lDr poirrd ~ ...... _ . ~ "",....u..l'\'<""" _ .... '7 - .... 

Rf.sUL"fS 

El; .... rlnl"n~1 dtSIJlII. To f;YIOlUalC rhe chlrac!cris!ic; 01 8""" 
ron~mon in cao:h of lbf;, ln"Om h;1IlItioo mutants. "'" empk.,.,d 
a Slnoregr dt;:"doped pmiow.ly in our labo",cOIy (39) (Ftg. 2). 
Thio< SlralcJ)';' ~d onlhc use 01. RItiXlb.um rlli .. ifll gene 
ocnv,nr.l'. dilrcrinl rrom lhe " '¡ld-typc: senc: in Ih.:n it h:ubon 
e;glll unique RFl.h. "*,,,d app,oximaldy ~l)' 100 bp Ilong 
1"" so:ne. ~ RfU'J; sc/VC UCOfl\.l'nicnl laooma,b ro ",.,.1· 
ual;: lhe: oa:urrcllolX DOO "",lclISion o r lene c:on ... ".»oo ':''' 1115. 

This: modir~d ",jll gene was c:loncd into a mOOilizablc pi_ 
mid Ihal ;, ablc 10 reptat" in Eschnid,¡" MIi but docs not 
repltallC: in R. elli. Upon inl rudllCtion of Ih is pl""",jd in R. di 
"",ival;""'" p<lllSC!<'inll <>nlr a s.ingk eopy or a ",ild-typc ,rif1/ 
gc..., on D ""k: I~d pSrm (264 kh).l<Í n¡¡lc-a'OM<lVer rccomb¡na­
Imn gcn~nllc~ ,,'¡nlqVlltcs bet"'!:.:n bolh plasmids. ""pa",t~d 
by uijl/ K"I\C cupil'$ (Fig. lA). 

30lh "'jll SCllu~nces of lhe coinlC:llrlll!: mob:ulc ,,"ere am· 
plificd IlI:panlldy by usin, spo.:cilk primer pa;n; {ur Ihe nonoo. 
moqOtl< regions nuoking ~lfCh n¡tm,coasc: gene. Thc PC R 
pruduClS " "re suhf¡.'Cl ~d lO digc:slions "'¡lh 1m: cigbl dilfcr.:m 
cnzyn,e, Ih"l rcwgni~.., Ihe ;ntmd\ll'(d RFLI's. or mur.;,:.. . im­
ple Cf",""",r rccumhin81;o n .... ,i' lIoul gene oonl'crsMm Icads to 
• me", n:di. l,ibu,mn o( 100 R ... l..P markers (Fig. 20). In oon­
I""'t. c~'" _lcialed wilh leno: OOft\"l:rsKm .... " re casily 
idcntificd by digcstion ofbotll .ujll SC:"" scgmcnt. flalll.:ing lhc 
minlcgral~ ,,¡,h the s.ame rcsltictKm c:nzymc(s) (gene tonv<:r· 
lan!,; lo .... ,d a pin o r ma,kers) ( Filo 2C) or by lao:k of ,estric. 
lion on both I<Ídor:s or ibe roinlcHratt (acoc OJfn1:rtlnlS ..... -.ud 
D "- ni ma.kcn) (filio 20). Applica tion or Ihis strlltcgr lo a 
""1 o f 50 irw.kp"'rw.knl toinlClflUCS allowo:d lhe f;YIOloaacion of 
oral"",,". CSIC:nsion. a OO localw uioo of acne ronvcrsioo 
"""nI. in lhe: wild-Iypc ~ua;n (39). 

In m;' 'A'Ork. " '1' .imcd to .:vaIU3Ic ,,,,, difc"'l'IO:S ;11 8"111." 
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CASTEllANOS AND RO;\.tERO 

T AlILE 1. High IIS9JciatÍlln of cointcgr:uion ,,·¡th gene ronvet<ioo 
in all tite HJ migratioo mutan« 

, .. 
",""'<¡¡"' te> ... ,,"' 

CFN:>Ci5 (wild I)pe) ~ " 
, 

CFNX128 ('''''B:1m:PSp) n " 8 X !O " 
CFNX729 (moG::Iru:I'Sp) " 

, , 
CFNX7J(l (~::JoxPSp) ~ " 

, 
CFNX732 (,,,.B::kaP m:G::SOXPSp) ~ " 9X 10 
CFNX733 (""'B:1m:P rodA :"Jm:P) ~ " 2 X 10 " 
CFNX734 ( .. cG:"Jru:P n"tA :"Jm:PSp) " • , 

• I'roIIlbHity 'h,u 'b< obo<rved dl5lribu,,,,,,.SU"' .. kb u.. nul l "penl'''''' 
("'in'ogro"" "'~" 8"" 00II"0""'" brins oqu>' lO coIldegr:o"" .,._ 8""" 
""""""""') . ..,.......,d by , no<ll'.""'''''' "ol binomio] t .... A11 l' ' .. 1 .... o", 
<ign1fi<2n' ., ,.,. 5% ""'1. 

ro'¡VCrsK'" architccturc betwccn the ,..ild-I)'1>c strain and ""vco 
mutam slraio. affectcd io HJ migratioo aetivity. To cnsure thal 
Ihe obscrvcd chang"" .... ·cre nO! due to slati.úcal ,·ariability. "" e 
dccided to aoalyze a new set of 50 roimegrntcs fmm lhe wild­
rype slrain. lo Ihe COUISC of Ihi, anal}'Si .. wc discovercd Ihal a 
.ignifieanl fraction of lhe convertams in our pr~"VÍOu, wor~ ,..as 
wroogly idemified as haviog a ron"c,,;ion of Ihe llamHI RFLP, 
This error wa. ¡fue 10 lhe unnolia:d prcscncc of 8 !),mHI sile 
on thc pl",mid scqucncc. which gcnerated digcslion pattems 
reminisccm orbona fide gene converlams for Ihi, RFLP. Thi. 
error "",. com;cted both io lhe prcvious data ami io lhe oc,.. 
dala sel. Com(Xlrison of gene com·e"';on paramelers io bolh 
da la seIS by chi_square lests rcvcaled Ihe abscnce of signi f .... nl 
dill'ercnce .. as expcCled (dala nol sho"o'II). For Ihi, reason. all 
subscqucm slati'lical analysc' (comparison or Ihe .... ild rype 
vc";u, mmants) werc done by pooling togelhcr data from bolh 
.... ild -typc data seIS. rcprcscnting 96coimcgralCs (sec Fig. SI in 
Ihe supplemcmaJ malerial). 

To evaluate lhe ell'ect on the gcoe co",,,rsion of mmations 
in gene. all"ecting lB migration. SO indcpendem coimcgratc. 
"'crc generaled in eaeh oh", dill'crcm mutant, (!heni"n. roce. 
rod4. ",,·n recG. rn,B radA . and recG radA mUlanls) a. de· 
seribed in Matcrials ami Me!ho,k It w"" no! possible lo ana· 
1)'7'<: gelle convc .. ion io Ihc n ... n roce md4 lriple mUJam 
because i!, low rccombination acli,·ity (2g) prcduded the iso­
lalion or rointegrates. The lo ..... rcrombioa lioll frcquency oIJ.. 
",!Ved in Ihis lri ple mulanl supporl, lhe vi"", tha! RuvAll. 
RccG. and RadA are the main s}'Slems for I1J migralioo in R 
~/Ii. Ik!ailed dala on gene con"crsion ror caeh mutam are 
sh""n (sec Fig. SI in the .upplcmemal material). 

Associmio n or gene con, ... ·. ion to ero"o"" en nl' "n<l ge ne 
con"c",ion st ..... in mut" nt. <loes not ehan l:'" " 'ith res!",e! lo 
tha l or th "ild l,-pe. Previously (39). "" have reponed a .tmog 
association betwcen coinlegralioo and gene con,,,,,,ion in Ihe 
Re/Ji wild_iype .Irain (i.c .• ,,,,er g¡y;¡, of lhe coimcgralcs have 
all associated genc con.."rsion evem). l1<:re ... c fouml that in aH 
Ihe HJ migration mutams. o..-er 70% of the coinlegrales aoa­
Iyzcd harbor a gene con..",,;ion L'VCnt (rabie 1). For alllhe 
. u aillS.. indudiog Ihe wild rypc. a nonparamct"""'l binomial 
tcst revcaled Ihal Ihe proponioo of coinlcgrat cs .... ;Ih gene 
conversloo was significamly lar¡;cr Ihan Ihe pmpor!ion of 
coimegrales ..... ,thout gcnecon"ersion (rabie 1) , To aseenain if 

J. 8AcrER:rOL 

TAllLE l. Gene coovct<ioo is biascd towatd garn of markMS in all 
tbe IU migralion mulanlS 

~. ~. -"- rnarlo .. 

CFN:>Ci5 (,"'lId t)pe) " ~ 9)(10 " 
C1'-NX728 (n ll'8::bd'Sp) ~ , 0 .0015 
CfNX729 (moG:"Jm:PSp) " 

, IX 10 • 
CFNX7.lO (1UdA ::SOXPSp) ~ • 5 X 10 ' 
CFNX732 ¡nl\'B::kuP moG .... """PSp) m n 0,0035 
CFNX733 ""'H::kuP ",dA:"Jm;P) m " ,= 
CFNX734 (I"eeG".:JruP rndA::bd'Sp) ~ • 3)(10 ' 

• Prob:Ibility <hit !be obo<rv<d _rIJot"" "V«' ..-ith tlle .... O <>p«U11on 
<_ ~ -.rd pln o( mane .. ""¡"!l <qI1II '0 8<"" """""nioa "",,~rd 
_ o( ... rke .. ~ """ ... tOO by o ~icII "'romW t<>l. AU P vol .... .." 
>igr"Oflc'"H al ,1Ie ~<;¡, kv,!. 

Iher.: werc significam ehaoges amoog Ihe dill"erem Slrains in 
lhe number of coinlegrat cs wilh a gene con"crsion versus the 
numoor of coimegr3le, lacking a gene rollversion. a chi_squarc 
leSl for scvco independem samplcs was applied. Thc cakulated 
P "alue ror Ihis comparison wa. O.l~: Iherdore. Ihere "'cre 
nOl signi f .. .o nl d'lI'ercnc<:. among Ihe SIrains. Thus. mUlalioos 
in m,·R. recG. and rad4. ei!her alone or in combin3lion. do not 
alfeel lhe association ocl""eo gene coo",,,ion aOO 00111010_ 
gous recombinalion. 

Wc have reponed previously (39) that gene con,·e"';on in R 
etli is highly skewed loward the acquisi!ion of markers locatcd 
in thc inroming plasmid (i ,c .. a gain of RFLPs in Ihis case). To 
explain Ihis skew. we have proposcd ao altemali..". bascd on 
Ihe DSBR modcl. io ",hieh Ihc modified ni//{ gene in the 
incoming plasmid frcqueml)' fundions as a lemplate for re_ 
pairing the dcgradcd scgment. In Ihis ..... ay. wc proposcd that 
break. happcn prcfereotially in the resident wild_typc "ifH 
gene becausc it i. io.ide R. di aH thc time (39) , lbi, altcrna ­
li"e has turocd out lo be more conviocing than explanal ions 
bascd on Ihe Loonventional ¡'Iolliday model or it, modifiea ­
lioos. sueh as Ihe Aviemorc (Meselsoo-Raddiog) model 
(39). According lo Ihi. propon1. Ihe reason for this skcwed 
di.l r ibUlioo is cvem. al Ihe ocginning or reconlbioation ,,"d 
Ihey should nOl be a ll"eelcd by rnndifieations in laler cven t. 
(.uch as HJ migralioo). Supponing Ihis pmposal. all the IU 
migration mu ta nls tcsled werc still strongly biased loward 
Ihe gain or RFLPs (Tablc 2). Thi. bias was highl)' .ignifica n! 
in cvcry strain. as evaluated by a nooparameuical bioomial 
lesl (Table 2). As cxpceled. a chi _squarc tesl ror ..,vcn 
independent samples revcalcd Ihal Iherc w<,re no significant 
differene<:. amoog slrains iOlhis paramcler (a cakulated P 
valuc of 0.1036). 

R,,,I.\ h an indllcicllI system rO<" l.'Cne cO Il "c,"" ion in R. ~Ii. 
For evalualioo of the effeel of HJ migration systems 00 gene 
conversion. it can beamicipalcd. ba..,d on currem model .. t hal 
Ihe mo.l ",nsi!i.." parameter would be lhe length of gene 
convc,,;ion segmcms. Thi. is duc 10 !he rael that con"crsion 
knglh .... ;11 be alFccted by Ihe encnt of hClcroduplcx migration. 
Thu .. e,.,.luation of Ihis paramcter will rC"cal the relativc cf­
ficiency of ea,h of the HJ migration ')'Slems. 

As sh""" in Fig. 3. ioactiva!ion of md4 docs nol have a 

CASJToUANOS ANO ROMERO 

T ABLE L High "'-'<lCÍalÍOl1 or roimcgralion ... ilh gene COIl",r.sioo 
in all lbe HJ migralion mulan" 

No, of 
"""'<¡¡"He> .,.0: 

CFNX55 (wild ¡ype) ~ " 
, 

CFNX728 ¡",,'n::Jm:PSp) n " 8 X 10 " 
CFNX729 (...-G::lruPSp) " 

, , 
CFNX7JO (....tA::JmPSp) ~ " 

, 
CFNX732 ¡",,-n::laxp .... G::JoxI'Sp) " " 9X 10 
CFNX733 ¡"" 'n,,,,,,,p ....tA::lru:P) " " 2 X !O " 
CFNX7J4 (...-G::IoxPnu!A ::Jru:PSp) 42 • , 

• I'rotIlI>lity lha, "'" oboi<",," diYrlbuUoo 1IS""" .. 1th u.: nul l .. p«U, .... 
,\DÍn'osrn'" wilh 8"" ro,,""'.'" bri'1! <qIW lO coinl<gr:>lC .. ,,'~_ ~ 
OOIIV<nIocI~ .... U>kd toy • ~ri<oI binomial , .... AlI l' ''llrue. ... 
signlfi<a'U .. "'" ~% In<l, 

oo",-~rsloo arehil\JClUr ... bet .... ccn Ih ....... ild.l)l'" .nain and "...""n 
mutam "!rain. afl"cc¡ed io HJ migra¡ion ac¡ivity. T o en,ure ¡hal 
Ihe obscrve<l chang~ ...... ere nO! due lo slali,I;"'1 ,-ariability. "'e 
decided lo analyzc a ocw sel of 50 minlcp"te. from !hc .... ild­
Iypc slrain. In the coursc of !his analysi .. wc diseo..-cred !hal a 
significanl fraclion of lhe COIlVenams in ou r pr~"";ollS wor~ .... as 
wrnngly idemificd as having a mn"e.,;ion of the IJamHI RFlP. 
Thi, error wa, d "" lO !he unnotia:d prcscncc of 3 IJamHI ,ile 
on !he plasmid !iCqucncc ..... hich generalcd digeslion paUerTl'l 
reminisccnt ofbona lide gene cO/1Venams fOl Ihis RFLP, This 
error v'a, corrcClcd oolh in !he previotlS dalll and in Ihe new 
data !iC1. Comparison of g<'''''' co",,,,,,"on paramele,"" in oolh 
dataseIS hy chi~uarc lests revealed the abscoce of signiflCllnl 
dilJcrcncc .. as expcCled (data nol shown). For Ihis reasno. all 
subscqucnt ,!alislical analyscs (eomparison of the .. ild typc 
'".,;us mutams) wcre done by pooling IOsether data from oolh 
... ild -typc dala seIs. fl'prcscnlíllg 96coínlCgralcs (see Fíg. SI in 
Ihe suppLcmemal malcrial). 

To evalua!e the cffcCl 011 the &<,nc con,,,,rsion of muta!ion. 
in gcllCll affeCling fU migration, 50 indepcndcm coimcgrates 
were gener.ited in each ofsÍll dilJerem mulam, (!henll'B. roce. 
md4. nll"B n-eG. ",,-8 radA. and m:G rodA mUlants) as de· 
seribed in Materials "nd Me!lto,!.. h W3'l no! possiltle lO alla· 
Ip.e gene conversion in the nll"B roce md4 triple mutanl 
bccausc ils lo ... rccombinalion acti,ily (28) predmkd thc iso­
lalion o f coinlcgrales. The low n:oombilla lion frequcncy oh­
..,<ved in this triple mulanl ""ppo r!~ !he ,'i",,- Ih.! RuvAB. 
Re<--G. and RadA are !he main .)'Sterns for HJ migralion in R 
etli. Dc!ailed data on !,'Cne convcrsion for eaeh mutam are 
,h"",n (see Fig. SI in the supplcmenlal malcrial), 

A§socialion or g.,,~ (1)n,-~",ion to uossonr ~Hn ts 3n~ gc n~ 

con"c",ioll sk.-w in mu m nU ~"",s 1101 cltan ~c .. ith res!",r! lo 
Ihat orl h . .. il~ typ~. Previously (39) . .. " ha"c reponed aSlrooS 
associalion be!"",en coimcgralion and gene con,,,rsion in the 
R. e/Ji ... ild.i)l'" slrain (i.c .• ovcr 8O'Jl', "r lite coi!llcpalcs lIavc 
all associaled se ne conw.,;ion e"e!ll). 11ere we found Ihat in all 
Ihc HJ migration mulams. over 709:, of the ~'OÍmcgrnles ana­
Iyz.:d ha,oor a ,gene ronwrsion ~'VC!II (TaNe 1). Frn 811 Ihe 
strains. induding Ihe wild tyPC. a nonpar:1mclric31 binomial 
test rewaLcd thal !he proponioll of ooinlegr.l1 cs with gene 
convcrsion W3'l signif".;mly larger Ihan lhe propor!ion of 
coimegra!e ... i!hout gcneconversion (Tablc 1). To asccnain if 

J. DAcn:Rla_ 

TABLE 2. Gene roa' .... """" i:'l biased lowatd gain of maR.", in aJl 
lbe IU migralion mU!3fIL< 

No, af g:n<' 
corn'c"tSion 

s.r:oln ( .. Ie>->nt. ~"_}'p .. ) 'n<U .. !lh: ,~~ 

~. ~. 

~"~ "",B."" 

CFNX5S ( .. -¡Id !)1"') ~ ~ 9>< !O • 
CFNX728 (nl\'n::JoxPSp) ~ , O,OO!S 
CFNX729 (...-G;:JaxPSp) " 

, 1 X 10 • 
CFNX7.lO (nuL-I::lro:PSp) " 

, ~ X 10 ' 
C1'-NX7J2l"",n::hú' ncG'~""'PSp) m " o,oros 
CfNX7JJ ,,,,,n: :lro:prudA::lru:P) ~ " 0,0".!i 
CFNX7J4 (~:JmP rudA::knPSp) ~ • J" !O • 

• Probabihly tIw. u.: oo.er.ro di>lrib.,,1o<I "P"'" ..-lth !he .... U «peali"", 
~ """"""'" towvd goin af mm . .. belll]! «¡U>I 10 11""" COfI'<<Voo 1O"<I,.,d 
..,.. o( m.uI«,,~ ... :aI","ro toy. ~1caI binomi.>l ,""- AD P ..... "'" "'" 
>igJ>1I=>' al 01< y~ k"Y<l 

there were sigoifleam ehanges among Ihe diffe rem strains in 
the numbe r of oointegral es .... iln a gene con'-crsion vcmus the 
numbcr of ooimeS,,!e. lackins a gcne oonvcrsion. a chi.squarc 
test forsewn independenl sample. wasapplicd. lbe cakulatc<l 
l' ,.,.Iue for lbis companson wa§ 0.1892: Iherdore. Ihere wcre 
nol signiflCanl d ilJeTC"""" a",ong the straios.. Thus. muta tions 
in nldl. m:G. and ",d4. ci!her alo"" or in combination. do not 
alfecI lhe associal ion OCI""CO G"IIC coo'IC.,;ion and 00111010· 
gous recombina!ion. 

Wc have reponed previously (39) Ihat genc con"crsion in R 
~tli is higbJy skcwed loward Ihe a<'I:juisition of marhrs local~d 
in lbe inromins plasmid (i ,c .. 8 gain of RFLP, in this ca",). To 
explain this skcw. ,,"e hay", proposcd an alternal'''e. bascd on 
the DSBR modcl. in which lhe modificd ni!" sene in thc 
inmming plasmid frcquenlly fundioos as a te,mplat" for re· 
pairing lhe dcgraded scgment In lhis way. we proposcd Iha t 
h.ukli happco prdcrenlially in lbe residenl .. ild.typc "ij1-/ 
gene bccausc i!" illsid<: R. elli aH lhe time (39). Thi. alterna­
live has turncd out to be more convineing Ihan explanalions 
bascd on the ~..,n\"Cnlional f'lolliday modcl or il, modifica ­
liolls. sueh as the Aviemore ( Mesclson-Raddins) modcl 
{39). Accord ing lo th;' propo.al. !he rcason fOl lhis skcwcd 
disl r ibution i. cven!. at the bc¡;.inning of rcconlbina!ion IIn<l 
Ihey .hould n Ol be afl"cclcd by modiflcation, in laln cven!. 
(.ueh a< IU misralioo). Supporting thi, proposal. all the fU 
migration mu la ms leslcd wcre .Iill strongly bia!iCd !owar<l 
the gain of RFLPs (Table 2), Tbi. hias w"-' highly significa n! 
in cvcry slrain. as cvaluatcd by a nonpara metrical binomial 
lesl (T able 2). As cxpcelcd. a ehi.squarc le'l for ",vcn 
indcpcndcm .amples re,·cakd thallherc ,,",'re no signifieant 
difl"ercn""s amoog slrains in Ihi. parame ter (a calcuLa!ed P 
valuc o f 0.1036). 

k<lJiA h "n ¡,wllidcm s)".le,," rOl" J:<'''. ro n ,'~", io" In H. ~Ii. 
For e"alualron of lhe clreel of HJ migralion syslcms on gene 
convcrsioo. il""n bcamicipaled. ba",d on currcm modd ... Iha! 
Ihe m",1 scnsili'·e paramc!er .... ould be !hc lenglh of !lene 
conve.,;ion scgmcms. Thi, i, duc lo !he foct lhat conve.,;ion 
knglh .. ill be affeeled by Ihe enenl of hcteroduplCJ: misrntion. 
ThUs. cV".;lualion of Ihis parameter will r~vcal the rdat;"'" cf· 
licicocy of eaeh of the HJ migration syslem •. 

As sho"ll in Fig. 3. inoclivat ion of rud4 docs 001 have a 
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A G. l. Lcngtb, of gene co,,,,,,,ion lract, are modifi<'ll in 'lram. wilh mUlalio", all"CCling r-u migralion, Each panel s.I><!ws II>c dislribmÍOfl of 
knglM of gen~ ooR"""ion 1ra<1S (clduding disoonl;nuoo, evenl') in !he indicaLed.lrains. ""rÍ"c'<l frorn Fig. SI in !he ,ul'J'lcmenlal material. To 
facilitale oomparison, be",'<"'" lbe 'lrains. data are presemed '" pc=ntagcs. allbougb ¡be .... ' i'¡ical anal)~is I""'sentcd ¡n ¡be lexl "'.,., done ",ing 
lhe acI"al ""Iues. Lcngths of gellC ronvc"ion lracr, are ,00-.11 in base pai .... Numbers of gene coo,,,,,ion Iraen analyzed far cacb Slrain we", a. 
follows: -..'ikllypc. 65: ",dA::Iad'Sp. 37; n'CC::ku"l'Sp. ;IO; " ... B::ku"l'Sp. 37; ",,#:'laxP =O::ku"PSp. 35; "nB::JoJ.P NdA :'laxP, 36: and n'CC::/ad' 
roM::IruJ'Sp . .\O, 

suong clFee¡ 011 gene eonversion Uael 1cng¡h. Th" lcnglh of 
g<:1IC oonv~rsion scgmellls in ¡hi, slraill shavo." a unimodal di,... 
¡ribOlion oxnl~rcd al 400 bp. similar 10 lha! in lhe wild-typc 
"uain. ComparisollS of lhe knglh di,uibulÍDII in lhc wild typc 
,,,rsU" lhe dislribOlion in lhe rodA mOlanl revealcd lhal lhe 
dilfercllCC. ""'" nol significanl (ehi-squarc tesl; a P ".. .. Iue of 
0.87). Thus. lhese resuhs sugge"l lha¡ RadA is a rclalivcly 
inellicicm S)'Slcm for g<:ne convc."ion in all olhe rwisc wild-typc 
suain. 

T o suppon lhis inlerpretalion, analysis of lhc lenglh o f g<:1IC 
collversion scgmems ill a nwn recG mulan! was inslruelivc. In 
lhis mUlDnl. two of lhe lhree main IU nligral;on ')'SlCmS ,,"ere 
removed. allnwi ng us lo "''aluale lhe participal;on of RadA on 
g<:lIe convcrsion in a more dirccl way. In lhi, mulan! ( Fig. 3), 
lhe g<:1IC conve"';on lraellenglh was scvcrdy alfocled, displa)'. 

ingscgmemswilh" modallcnglh orjusl 150 bp. Th is ditrercncc 
" 'a, highly significan! comparcd 10 lhe wild.typc slraill (chi­
squarc lCS1: a P value of 0.!Xl6). Therefore, lhese re,mh" con­
firrn lhe participalion of RadA in g<:1IC conv~rsion. a1loough ils 
elliciency is vel)' low. 

R«G pl:o)'. g dual rol ~ in g~n~ concr:sion. Inactivalion nf 
/'ffG has a slrik ing clfc-cl 0 11 lhe Icnglh of gcllC con"",..,ion 
scgmcms. TIte modallcllglh of gene con'"rsion lract, (Fig. 3) 

was Ionger in lhe /'ffG mUlam (600 bp) lhan in lhe wild -lypc 
sl rain (400 bp).ln fael. inlhe recG mUlam. abou! 75% nf Ihe 
scgments "",re 10nger lhall600 bp, oomparcd 10 Icss lhan 40% 

for lhe wild.lype slrain. Thesc J ilfcrcllCCs ""r~ highly sigllifi. 
cam as cvalualcd by a chi-square lest (1' = 0.003). The ob­
sc" 'ed iocrcasc in gcoc con"".,.;on lract 1cnglh ill lhe recG 
mulanl i" full)' consislcm wilh lhe pmposcd anlirccombino· 
genic role of RceG in R. di (28). as has been de monslraled in 
vilm in E. roli (52). 

To ovaluale if RccG in R. FIIi is also able 10 migrale lB away 
from lhe rccombinalion , lart poim (rcrombinogmic role). Ihe 
gene convcrsion UaCl knglh was analyzed for lhe ,,,,,n lUdA 
mUlan! suain. As shown in Fig. 3. ahoough lhis doubk mOlam 
showoo a dimibUlion of conve"";on Icnglbs wi lh a mOOe of 150 

bp. [he lM:rall distribulion wn nol significamly ditrcrcm from 

lhe dislribulioo found ill lhe ,,'Id.l)'pe .lraill (chi -squarc lest; a 
l' value of 0.241 ). E,,,n though many of lhe !J1Iets in lhis 

mulan! fell in lhe 15o.bp si,e da.., 45% of lhc scgmcm, "'cre 
Ionger lhall 400 bp. similar lo lhe ~asc in lhe wild-l)'pe Slrain 
(65%. Fig. 3). Thus. lhese r""uh. indicale lha! RccG in R. elli 
p1ays a dual rok. having bolh rcoombillOg<:nie and amirccom· 
binogcnie aelivilics. 
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I'IG . J . L.ngll,'I of gene ron",,,ioo lrac1s a.., f1I<)dified in slrlIm, wilh mutalÍ<>D< alI"eaing I-U migralÍ<lll. Ilarh pallCl ~s ll>o dislmmÍOf1 of 
kngtbs of gme oonv .... ioo tra.ct.s (.-",¡ud;"g di.oom;nuoos event.) in lile il>dialLoo .(raim. dem'oo ffOm Ag, SI in lile '"JlPIcmcnlal material, To 
facililatc rompario;on, b<-tween (1)0 mai ..... <tila a.., prn;emcd "" pcrcemage ... althnugh Ih.c =Iislical anal}~is Jl"'C'SCnlOO in Ih.c 1eX!,..,.. dollO u.ing 
lhe "",ual value:s. Lcngtbs of Il"IIC ronvcr.;ion lran. "'" """"n;" base p:ai ... Numbersof Il"ne ron,·c ... ion traets analyred for earh .. ",in wen;, a, 
folklws: wiklll'P". 65: ",dA;:ktd'Sp. 37: n'CG::lad'Sp. -lO: n ... a,:Io.TPSP. 37; ",,'H:'loxP =O::kuPSp. 35; "tl'B::JoJ.1' n><L4 ~JoxP. 36: and nocO::Jad' 
...d,l ::laJlSp. 41), 

.uong drcel on gene con""rsion lract length. TIte k nglh of 
gene oonv~r.;ion scgml.'nls in Ihis slrain dIO"''' a unimoda l dis­
Iribution cc mcred at 400 bp .• imilar 10 Iba! in lhe wild-typc 
suain. ComparisollS of lhe knglh d;';uibul¡.,n in lhe wild lypc 

"ersus lhe distribulion in the rodA mutam rcvealed lhal the 
dill"c.er.ce • ..-ere not significan! (chi-squa.c tes!; a l' y.;lue of 
0.87). Thus. th"se resuh, sug¡¡esl lha! RadA ¡s a rdatively 
inefficicnl >}'Slcm fo. gene co nvcrsio n ¡n sn othe""ise ... ·ild-typc 
suain. 

To suppon lhi. intcrpretsl¡o n. anaJ)"is of Ihe lenglh of gene 
con"",r.;ion ~grn cnu; in a " ... B recG mulam was ¡nslruel¡...,. In 
Ibis mula nI. No'o of the lhree main HJ mi",,,tio n '1"I"n" ",ere 
.emoved. allowt ng us lo ",,,Iuate Ihe partÍ<"ipation of RadA on 
gene convcrsion in" more dircct way. In Ihis mulanl ( Flg. 3). 
lhe gene convers.ion 1r.K1.lenglh was "",,c rely alfccted. display. 
ing segmemswilh a modallength ofjusl 150 bp. Thi. diH'crcnc., 
was highly sign¡ ficam comparcd 10 lhc wild . typc Slrain (ehi­
"'luare lesl; • l' "alue of 0.0Cl6). Thc rcfore. IOCS<: rcsuh. ~"On­
finn the participalio n of RadA in gene convcrsion. a1loough ¡ls 
e fficicncy is "ery low. 

RKG pl~~'s u dllul rol ~ in grnc conorsion. loactivalion of 
rr:r:G has a slrlking e lfc'Cl 011 Ihe length o f gene conve rsiO<l 
scgmems. The modaJ kllgth of gene con\"cniOfl tracls ( Fig. 3) 

\VaS kmgc. in the rn:G mUlam (600 bp) lhan ¡n lhe wild-I)"., 
sl rain (400 bp) . ln far t. in the reeG mUlam. abou! 75% of lbe 
scgmenlS " " re longe. Ihan 600 bp. compared 10 Ic$S lhan 40% 
fu. lhe wild -IYJIC st rain. Thcse Jilfcrences wcr~ highJy signifi. 
cam as ... ,."Iuatcd by a ch¡-square tesl (1' = 0.003). The oh. 
~r ... ed ¡ncrca", in gene COflwrsiO<l trae! Icnglh in the rccG 
mUla nl i. fuJIy consistem ..-ith the pm(lOSCd anl;.ccomb¡no­
ge ni" role of ReeG ¡n R. ~II; (28). as has hee n denlOnslrated in 
";tro ¡n E. rol; (52). 

To cvaluatc if RccG in R. FII; i. a lso abk 10 migr .... le IU "way 
from the .ccombinalion Sl3rt poim (.ecombi nogcnÍ<" mle). Ihe 
gene convc",ion l.aet Ic"llth was analyzcd fo. the rm-B rad.4 
mUlan! slrai n. As sIlo..-n in Fig. 3. a1lhough thi. doubk mutam 
sIJoy.·cd ~ di.tribution of co nvcrsion lenglhs"'ith" modc of 150 

bp. Ihe m-nall distribution Was nol signiflCllnlly dill'crcnl from 
Ibe dislrihulion fou nd ¡n the "ild.l)'pe Slrain (ehi -squan: tesl ; a 
l' value of 0.241 ). E,,, n loougb many of the lrae!!; in lbi.< 

mulam fel! in lhe 150-bp s¡le da"" 45% o f tIK scgmcms " 'en: 
kmB"r Iban 400 bp. si mila r lo IOC ~asc in lhe wild-l)'!,c Sl rain 
(65%. Fig. 3). 11m" thcsc rcsuhs indlcate Iha! RccG in R. F/li 
play" a dual role. having bolh recombillogcnic and ant¡rccom· 
binoge nie aelivilies. 
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RU I-II is thp mosl efticienl tU migratio" 'l.tem. and ils 
abs~nce (:mses a , hin in Ihe diSl,i hu liOlI of mosl """ wrtro 
¡ilt'S. As soown in Fig. 1 inacliva lioll of ¡he RuvB prol ei!! 
causes a notllble reducl;on in gene con,-c",;on lcngths. Thc 
modal Icngth fo, gene convcrsion scgmcnts (150 bp) was. in 
fael. Ihe shoncsl uf lOOs.: obscrvcd among lhe singlc - ~\J mi ­
gratioo mU!anl5. Comparison o[¡he [c!lglh distrihution ¡o, Ihis 
mutam ";lb Ihe wild-lypc distribulion rcvcalcd highly signifi­
cam diffcrcI>CCs (chi~uarc [esl: a P value of 0.0(5). Sirnuha­
ncous inactiva!;o" of Ihe RccG and RadA systcms allo..."cl us 
10 analyzc ¡he aClivily of Ibe RuvB syslcm alonc. In ¡his doublc 
mutanl. lhe obscrvcd modal lengl;' ,' .. as 600 br (Fig. 3): al­
¡lIough Ibe dilJcrmccs in Ihe Icnglh dimibution in Ihis doublc 
mutan! ",en: nO! signiflCant from Ihe dislribution in the w:ild­
type strain (chi _square test: a P value of 0.27). il is dcar Iha! 
lhis mutant displa)'!' the Iongcst lrae! Icnglb modc among the 
oouble mulanl .. lbcsc rcsuhs support Ihe inlcrpretation Ibal 
lbe RuvD prolein is Ihe mast efficicnt .)"stem for gene conver­
sion in R. dli. 

Our approach a11o",s us lo explore lhe Iocalion of lhe mosl 
highly con'ulcd .i\cs. As '00wn in Fig. 4. Ibe mosl highly 
convened RFLPs in the wild_typ<" slrain sbowcd a symmclrical 
disuibution. ""me red in the Apa.L1 site. This was e.pceloo 
becausc Ibe interval spanning tbe ApaLl and NarJ sites (2('(1 
bp ) is the longest scgmcm in the ,,¡PI gene ladcing RFLPs. 
One consequcocc of Ibis disuibulion is that the Mlu l and Bdl 
RFLPs were convencd in a minority o f tbe cases. This distri ­
bulion was maimaincd in tIM: "",G, rodA. aoo"",G rodA mu-

13mS (ebi-square lest: P ,·aJucs of 0.83. 0.54. and 0.28, re.pcc­
tivdy). Notably, in the sel of mUlalions wbere lbe RuvIl systcm 

is i"active (1II,'R. nll'R m::G. nll'R rodA) (Fig. 4). lbe dislribu_ 
tion of Ihe IIlO1<I con,·crtcd sitcs ",as shiflcd toward sile. lo­
ca tcd lo Ihe righ! oflhe ApaL! RFLP.lnstead of a S)mmctrical 
distribu lion eemered on the ApaL! site. lhese mutams showcd 
a highly skewcd distribu tion. fa,·oring con'·ersion of the Narf 
RFLP. More",,·cr. the Mlul and IkJ\ RFLPs "",re al>o .igníf­
icantly convcrted in !hese s!rain .. Ix:ing convertcd at a freo 
quellCJl twice as high as the one obscrvcd in the O!hcr straios 
(Fig. 4). TIt.:sc differcllCCs "·en: highJy signiflCant. as evaluatcd 
by a ehi _squarc test (P :;;; 0.001). Possibl" rcasons for th is 
skewcd dislribution. bascd on lh" p rdcrrcd role of RuvD in 
gene conversion. will be prcscnted in Discussion. 

IlISCUSSION 

For lhe intcrpn:tation o f the data reported in lhis papero it 
is important to stress tbat RuvAB. ReeG. and RadA appear !o 
be the main .)'Stcm. respon.ib!c for HJ migration in R etl¡ 
(28). The main "",<lenee in favor of Ihis inlerprdalion is Ihe 
vcry Iow rccombination frequellC)" in a "" ,8 recG rodA uiple 
mutan!. which is as 10w as the onc obscrved in a ",cA mutan! 
(28). h has becn rcporled that !opoisomcrasc 111 may abo 
promotc HJ migr~tion and rcsolution in E. col;; lhis rcsolution 
palb"."y. bowcvcr, can produce only gene conve~on not as· 
socialed with crossovers (23). As mcntioncd io Rcsuhs, a11 the 
gene convertants anaJ)ozcd IK; rc rcquire the prescnee of a prior 
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I' IG. 4. Dislribmion of ro"wned ,il"" in ro",in""", gone rom'c"';"o lracts in lhe "'ild-I)pe Ind IU mulam Slm;"'. For ~arh pano!, lhe 
""recnla&" of ""enl> in .. hich lhe rorrespoOOing sile apJJCars ronvencd (eillK-r fur gal" or for m) io Ihe indirnlcd Slr:iÍII is shown. Data are 
derivffl from Fig. SI in !he . "pplemomal material (exchtding d¡",orninuo", ",·cnlS). For clari!)'. dala are """",oled ... p<"recm.ges, .!tlloogh lile 
.... ,Í'ólicalllllalysi!; rresen1ffl in Ihe lc.xl ",a. """" using lile aclOal v31""," capital Ienl'1'S on lile x axis repre"n! ea<h RFLP lnlroduccd aloog lile 
"¡fH geno. o,ienlffl from!he 5' cRd 10 Lhe J ' .00 of ",pI, H, Hindlll ; B. DamU1: M. Mae!!l: A. ApaLl: N, Na,!; Ml MM; Il<". 1l<"1J: X. X!>a l. 

Rm'lI ¡. Ihe nlOS! ~lIi denl IU ",igralion .)'st~lII. and ils 
"bse,, <~ ~u~~s a s hifl in Ilw di slri buliOlI of tll os l ''')I,,'~ rlcd 

si!l~. Al; shm'l1 in FIg. J. in3cti\'alion or the RuvB prol e," 
causes a nolablc retluclion ;n gene ron"crsion lcnglhs. Tbc 
modal lenglh ror gcne ronversion ""gmenl. (ISO bp) was, ;n 
fact. the shenesl of lhose om.:rvctl 3rnong Ihe singlc -~U mi ­
gral;on mutanlS. Comparison oflhe Icnglh tlisu;bm;on ror Ihis 
nlUlanL "';Ih Ihe wiltl- I)'IX" d;Slribution rc~calctl highly .;gn ifi­
eanL dilkre"""" (eh;-.;quare lesl: a P ~alue o f 11.(05). Simuha· 
neous ;oactiva, ;on of Ihe RecG snd RadA systems a11mo."d us 
10 analyze Ihe aCIMly of Ihc RuvD S)"iIem 3k>nc. In Ibis ooub1e 
mutant. Ihe observed modal !cngth "''''' 600 bp (Fig. 3): al· 
lhough Ihe diffcrcn=! in Ihe Icogth d;stribulion in Ihis <ioublc 
mutant ",en: nOl sign;flCanL from ¡he d;mibmion in lhe "";ltI· 
Iype slr ... in (ehi -square test: a P valuc of 0.27). il ;s dear thal 
Ihis mu!alll display,; lhe 100gc'11rac1 knglh modc among Ihe 
doublc nlmants. lbcsc r,,"ulls suptXlft Ihe ;nlCrprel3lion 1h:11 
lhe RuvD prolein ;s tbe masl dliciem systcm for ll""" ro.,,"er· 
sion;n H.. dli. 

Our approach all""" us lo explore lhe Iocalion or lbe m(}/;I 
highly eon,,,rtcd ,;tes. As shown in Fig. 4. Ihe most highly 
ronverted RF LPs;n the ",ikl.lypc st rain showed a symmclrical 
distribu';on. <:enLcrcd ;n the ApaL l sile. lbi, ";llS c . pcelcd 
becau,", Ihe intcrval spanning Ihe ApaLI 3001 Na rl siles (200 
bp) is lhe longesl segrnenL in Ihe "ipl gene l"diog RFLPs. 
One ronscqucncc of Ihis disuibu!ion is lhal Ihe Mlu l antl Bdl 
RFLPs were con",netl in a minoriry of lhe cases. lbis distri· 
I"nion was m,;IlI,;nctl in Ihc recG. rodA. ,nd fFCG rodA mu-

lan!s (ehi-square lest: l' ,,,Iue. of 0.83. 0.54. antl 0,28, respe<:' 
1;'''Iy). NOl ably. in Ihc set of mutalions ",here ,be RuvD 'Yslem 
is inactlve (1I1l'R. nll·n rocG. mL,n rodA) (Fig. 4). lhe tlislribu ­
I;on of lhe =1 ron"crted .iles ",''s 5I1iftetl loward siles lo-­
ca led lo Ihe r;gbt of lhe ApaU RFLP. lnSlcatl of a S)mmelric-~I 
distribu tion e<:mcrctl on Ihe ApaU s;te. lhese mutanls 511"",..,01 
a highly skcwed dislribu lion. fa\'Oring con"c",ion of the Narl 
RFLP. Morc""'er, lhe Mlu l and Ikl l RFlPs ","ere also sign ;f. 
icamly con"nled in Ih"", slmins. Oc;ng ron",rted at a freo 
quency twice as high lIS lhe onc observed in Ihe OIher Slrains 
(F;g. 4). Thcsc tliffcrcllCCs ""ere highly signiflCanL. as evaluatcd 
by D chi .square lest (P S 0.001). P"",;ble rcaso"" for Ih ;s 
skewcd tlislribution. ba...,d on Ihe p rdnred ro!c of RuvD in 
genc convcrsion. ",'ill be presented ;n D;scussion. 

m SCUSSION 

For Ihe illlcrprcla,;on of Ihe tlaJa rcportctl in Ihis paper, il 
is important lo stress Ihal RuvAB. RccG. and RadA appear lo 
be the main syslems resportSib!e for I-IJ migration in H.. etll 
(28). Thc ma;n cvi<knce in favor uf Ihis ;n\crprelalion is the 
""'Y lo", rccombinalion frequcncy ;n a 111,·8 fFCG rodA uiple 
mula nI. whieh is as low as Ihe one obscrved in a n-cA mulan! 
(28). 11 has been reported Ihal topoisornerase III rna)' 31", 
promOle l-lJ m igralion antl rcsolu,;on ;n E. 001;: Ihi" rcsolution 
palh",ay. howcvcr. can produce Oflly gene eOflvcrsion nol as· 
soc;al~d wilh er""""ven; (23). As mcmioned;n Rcsuhs. all lhe 
gene rorn"nanls anal)'zctl oc re rcqu;re Ihe prescncc uf a prior 
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cros.'<O\'C': Ih ... rcfore. Ihe ronlribulion of a lopoisomcra", 111 
palhway is judgcd 10 be ncgligiblc under our cond ilions. 

lbc main condusions ootained herc. namcly lhal (i) inacli­
~ation ofmd4 docs not aff~cl genc ronvc",ion lrael knglh, (ii) 
null mUlalions in IffG kad 10 longc. gene ro.",,,,,,ion lrael" 
and (iii) the abscocc of "",8 instigales a markcd rcduction in 
the knglh of gene ronvcrsion scgmenls. fully agrce wilh prc_ 
vious propmal, lhat RuvAD is lhe main ,)'slem for HJ migra. 
tion while RccG prom01cs HJ ,egrcssion (bul also migralion 
away from Ihe recombinalion slan sile) and lhal RadA has a 
minor role in I'U migralion. Thes<: rondusions. bascd on lhe 
analysis of single-gene mu talion •. are al"" fu lly romi.tent ",ilh 
the results found ",ilh mulliple_gcne mutarions. 

lo this rcga.d. ",e ha,." c' plorcd here fotl, different scenarios 
after formation of HJ • . In both lhe ",ikl -typc and radA gcnetic 
backgrounds. Ru~AD and RecG musl be aeting. compelÍng 
""ith HJs. and originaliog gene conversion Iraels of about 400 
bp 00 a"erage. The scrond secnario is thal in ",hieh either 
RuvAD (in lhe rece rodA mUlanl) or RuvAD·RadA (io lhe 
recG mutant) is active. In these cases. mig.alion of IIJ, by 
Ru"AD procceds ",ithout inlerfcrcncc by RecG. leading 10 the 
production of long gene ~-onvcrsioo . racts; lmnlenglh is fu._ 
the. exlernkd by a small bUl signifICam ronlribution by RadA. 
The third secoario is ",herc RecG (in the "",8 md4 mutam) or 
RccG-RadA (i n lhe "",8 mUlant) is prescm: io these ca",,, 
upon e~mination of lhe main IIJ migration acli"ity (RuvAB), 
HJ migration should be ,da!Í.,..,1y r<:5trK-ted as a rcsuh of the 
rc1ativc contribution of lhe rccombinogenic and antirecombi_ 
nogcoic aclivities of ReeG, Icading 10 lhe gencrat ion of sIIon 
gene convcrsion traets. Inlerestingly. lhe faC11hat lhe raogc of 
traet lengths ",as ""ide. fo, cases in ""hich RccG ",as Ihe only 
acti"e syslem than for Ihe situalions ",he", bolh RccG and 
RadA were functioning sugge," thc inniguiog possibi~ly thal 
RadA may polemiale the antirccombinogenic aClÍ,it)' of 
RccG. The lasl """nario i. ",here RadA is the o n1)' "}'Slem 
mig.ating IU. (in the '''''8 rocG mUlant) and thereby produe_ 
ing ""y soon gene coo"ersioo traets. 

Dascd on published dala on the in "ino activilics of at lea'l 
sorne of tm:.., S)'liIems in E. coli as ""ell as t hei, relati"e abun_ 
daocc in the ccl1, il is possible lo make a rough approximalion 
of how big Ihe amirecombinogcnic etreel of Rece ,hould be io 
vivo. The E. col; RuvAB ellZ}me sl>crM; in vino prcferenlial 
migration of HJs away {rom lhe inilialion si te (48). a high 1cvc1 
of proccssi"ity (98 :!: 3 bp s ') (2). and higb intracellular 
abundaocc (200 protein copi .... per cdl oro considering lhe 
multimcnzation stale. roughly 35 acti,'c copies per ccll) (44, 
51 ). RecG. in conHast, cxhibilS an in ,iHO prcfcrellCe in E. coli 
for regrcssion of HJ intennediates. ahhough il also promot"" 
its migralioll away from lhe inilialion sile (JO, 52). This ract. 
coupled ",ilh RccG's 1"",,,. k"eI of proccss;"'ity (26 bp s ') 
(29) comparcd lo lhal of Ru"AB and low int,aecllular abun­
da""" (le"" lhan 10 copies per co1l) (6). militat"" in favor of all 
inhibilOf)' role of thi. "}'Slem in gene con,."",ion. 

Assuming. for simplicity, tha! RecG's dl'cclS are mostly in_ 
hibÍ1ory, the relalivc e l!'ccl on HJ migral;on in a wild_type 
slrain can be sbov.n as follo.>'S: [(circe! of lhe RuvAD S}'Stem) -
(cffecl of the RccG "}'Stem) X lOO]. Si""" the prOCCSSivil)' of 
RecG is roughl)' one quarter of Ihal seen for RuvAB and its 
abundaocc is 3.5 limes lo""er. the lenglh of gene eorwcrsion 
segmcnts ill a wild -typc slrain should be juSI 7% shon c. than 
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the leogth thal would be obscrvcd in a /'/'CG mulam. The 
prcdic1ed modcst el!'ccl of recG climinalion in E. coli agrees 
""th published dala woorc recG mutants displa)'cd weak re· 
duetion. in recombinat;on frcquency (22) CJrCCpl in ')'sIems 
,ueh as adaptivc mutagenesi .. whae inacti''lIlion of RccG pro_ 
vok", a markcd iocrease in lhe frcquency of Ihis interesting 
phcnomcnon (11. 17). This hc havior contrasts ",ith lhc 50% 
inere"",,;n lhe modal gene convenion Hact lenglh obscrved in 
R. nli (from 400 bp 10 600 bp) upon r!'CG inactivation. Thcse 
differenees in the in vi,,, beha,'ior of R. el/jvcrsos Ihat of E. coIi 
lead us to suggcst (hal RecG pa rameters .hould dil!'er bety,-cen 
these spccics in abundanec, proccssi,·ity. or even prcfere""" 
for HJ regression. Thcsc possiblc dil!'crellCCll shOlJld be cx· 
plained by our propmal that RadA potemiatcs the amirccom· 
binogenie aetivity 01' RecG. fupcrimental support for Ihese 
proposals. ineluding ao exploration of h"",' generallhey can he 
to cxplaio gene ronversion in baeleria, should havc 10 ""aÍ1 for 
the in vi\'O quantifICalion. purirlC3tion. and kinctic eharacter· 
ization of RuvAB. RccG. and RadA in R. di. 

A rclativcly unexpected fcaturc of our data is Ihe shift in the 
posi tion of gene com",,,;ion 1raCls loward the 3' cnd of Ihe" ij71 
gene ",hen",,,. RuvD is abscn1. AhhOlJgh this shift mighl be 
explained by invoking a differclllial asso"iatioll of HJ proleins 
",ith repair syslems. otIr previous dala mililalc again'l sueh an 
explanalioll (39). In faet. an analy,i. of prcferrcd ronverted 
markers in a miliS deri~alivc failcd to revcal such a .hift (39). 
Howevcr, two non-mutuall)' exclusi"e alternati"cs can be pos_ 
lulat ed. narncl)'(i) prderential HJ migration to""anllhe 3' end 
of the gene by RecG and RadA and (ii) a prdcrcntial as.soci· 
alion of the RuvC lIJ cndonueleasc "ith RuvAD couplcd ",ilh 
the association of RecG and RadA with a dilfcrcnt I~J re _ 
solvasc. 

Rcgarding the fírst alternalivc. it has been reporled lhal 
RuvAD (49) and RecG (52. 53) are helicascs ""ilh oppos,ing 
straOO polariti"" on ReeA-coalcd subsu:nes. Thes<: oppos.ing 
pola ritics impose dil!'ercnl migr:nion abiliti",. ""hieh ma)' tra ns_ 
lale into diHácnt posÍ1ion, for gene ronversion lraclS. h ",as 
prcvious1)' proposcd that lhe Ru,AIl systcm extends J' end 
invasio .... "hile too RccG syslern un""inds Ibis inlcrmedia!e. 
and lhalloo revcr.;c happcns wÍ1h a 5 ' end in"""ion imern,e_ 
diale (17). Iloth 3' and 5' in"ading ends occur in Ihe DSDR 
mndel (Fig. 1). Invasinns employing a J' cnd are commonl)' 
rcgankd as prcfcrrcd alternativcs for gene ron.,..,rsion because 
this kind of invasion ma)' gi"c ri"" lo gene con"enanls eilher 
lhrOlJgb lirnlted DNA ,ymhesis or by heterodup1cx exlcnsion. 
According to lhe prcviOllS propasal (17). CJrlension in thi. 
circumslance occurs dfICiemly by the Ru"AD "}'Slem. aided by 
ilS high copy Imrnhe. and significam processivit)'. In~a5ioos 
using Ihe 5' eOO. in contrasto may generale only gene ron"e.· 
lam. through exleosion. " .. hieh occurs in Ihi. ca"" by using the 
Icss-cllieie.m RecG o. RadA 'ystcrn. According to Ihi, proposal 
(Fig. 5), in lhe wild-t)'pe silualion. gene eon\o'C rtants ma)' be 
gcne .• ated eithe. in thc 5' half or lhe 3' half of lhe gene by the 
combined aclion of Ihcsc ty,'o hclicascs (and pcrhaps through 
lhe action of RadA). Ho",,,ver, in lhe abscncc of the RuvAD 
'ystem. convcrtants should be gcnerated by lhe oclion of Rece 
and RadA, with a prufcremial localion t"",'ard the 3' half of 
the gene. 

A sccond ah,'.mativc is 10 postulale the p.c.'iCn"" of pre_ 
ferrcd resolution .iles depending on lhe HJ rnigralion .)'Stcm 
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erossovcr; thereforc. the contnoution of a topoisomerasc 111 
path",ay is judged 10 be negligibk under our condilions. 

lbc main condu';o"" obtained here. namdy that (i) in¡¡cti­
'"3tion of ",44 docs not .lfe.t gen~ cou~crsion lrael lenglh. (ii) 
null mutations in rreG lead lo longcr gene ronvc,,;ion lraels, 
ami (iii) Ihe abscnce of ,IlIon instigates a marked r~d""lion in 
Ihc length of gcne ronvcrsion ""gmenls. ruUy agree wilh pre· 
vious proposal. lhal RuvAD i, Ihe main s)'slem for HJ migra. 
lion ""hile RccG promOles IH rcgression (huI also migralion 
awa)' from 1m, recombination start site) and Ihal RadA has a 
minor role in ¡·U migralion. Thcsc condusion., based on lhe 
anal)'sis of single-gene mutations, are al"" ru Uy consistent wil h 
the resuh. foun<! ",ith mulliplc.genc mutalions. 

In this regard_ "''' have e'plored here fOlJr dilfcrem ""cnarios 
afler formation of HJs. In bolh Ihe wild -typc and",dA genelic 
background., RmAD and RecCl musl be aeting. compelÍng 
with HJs, and originaling gene eOlwersion traels of about 400 
bp 0 11 avera&". The 5CCOnd sccnario is Ihal in ",hieh either 
RmAD (in Ihe,.,cG rodA mutam) or RuvAD·RadA (in the 
rreG mutam) is aelive. In Ihese casc. ... nligralion of ~lJs by 
RuvAD procceds ",ill>ool interfe rcncc b), RccCl.leading 10 the 
production of long gene ronversion trac!s; lrael Icnglh is fur­
thcr ""te.mlcd by a .malJ but signiflCanl conlribution by RadA. 
Thc thi rd sccna";o is where RecG (in the "1l"8 rodA nlulant) or 
RccG·RadA (i n lbe "",n mutant) is prcSCIl1: in these cases, 
upon e~mination of 1m, main I~J migralion selivily (RuvAD). 
HJ migrotion should be rdBlÍvcly n:.stricted 8S a resuh of lhe 
reJative contribution of Ihe rccombinogcnic and antirccombi· 
nogenic activitics of RccG, kading 10 lbe generation of sltort 
gene ron"ersion Iracts.lnlerestingly. the facllhat Ihe rangc of 
lrac! lengtbs was ",ide, for cases in ",hich RecG was Ihe onl)' 
active sysIcm Ihan for Ihe silUalions wbere oolh RcrG ami 
RadA .. -.:re functioning su¡¡geSls lhe intriguing possibi~ly Ihal 
RadA may polcntiale lhe antirecombinogenic acti.ity of 
Rc-cG. TI.e laS! """nano is whe re RadA is lhe on!y s)'Stc.m 
migrn.ting IUs (in the "",8 recG mUlam) ami thereby produc. 
ing '''''y soort gene con'-c";lon lmets. 

Dased on published dala on lhe in viuo octivitia of al le"l 
sorne of lbese S}'5Iems in E. col; llS ..... ell as their reEativc 3hun­
dance in lhe cell. il is possillle lo make a rough approximalion 
of how l>ig the ami rccomblnogcnic elrcet of RccG sbould be in 
vivo. The E. col; RuvAB enZ)mc ,ru,.... in .-iuo preferenli.1 
migration of IHs away from Ihe inilialion sile (48). a high ¡"vc1 
of proccssivity . 98 :!: 3 IIp . - ') (2). and high ;mracellular 
abondancc (200 prolei" copies per ",,11 oro COflSidering the 
muhimerization .Iate. roughly 35 octi." copia pe' edl) (44. 
51). RccG. in conuaSI. exhibit. an in .iuo prefereocc in E. coli 
for reg"""ion of IH imennediales. ahhougb it also promotes 
its migral;on away from !he iniliallon site (JO. 52). This fael, 
rouplcd wilh RceG". lowc, 1e.-eI of procco;.sivity (26 bp. ') 
P9) compared l o lhal of RuvAB and Iow inlracrHular abon­
dance: (le", Ihan !O l."Opics per ",,11) (6). mili tat"" in favo, of an 
inhibilOry role of tbis S)'S!em in gene con.-crsion. 

A>suming. for simplieity. !hal RccCl's circe," are mostly in· 
hibilory. lhe rc!ative c lfcet on HJ migral10n in a ..... ild.type 
strain can be .oo..../l1lS folloo.>1<: [(cifcct of lbe Ru~AD S},.¡em) -
(elfeCl of lhe RcrG S)'Slcm) X ]00]. Sincc lhe proccssivily of 
RccG i. rough]y onc quaner of Iha! ""cn for RuvAB and it. 
allundancc is 3.5 lime. Ioo.>'er. Ihc length o f gene con"crsion 
segment. in a wild -Iype slrain should Ix jU51 7% shork, tban 
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lhe length lhal would hc omc"'ed in a NXG mutan!. The 
pr..-dicted modcsl clrecl of ",cG eliminalion in E.. colí agrecs 
.....ilh publishcd dala "" here rece mutams dispEa)'oo ..... eak re­
ductions in recombination frequency (22) """"pI in s)'SIem. 
such as 3dapti." mutagencsi .. whcre inact;""lion of RccG pro-­
voke, a rnarkcd iocre . S<" in the frcqucncy of Ihis inlcrcsting 
phcnomcnon ( El. ]7). lltis behavio, contrast. with Ihe 50% 
ine,ease in lhe modal gene conversion traCllcnglh obsc,,-cd in 
R. ell; (from 400 bp 10 600 bp) upon NXG inactivation. Thcse 
dilrc,enccs in lhe in vi./I beha.';or o f R. elli w ISU. Ihat of E.. col; 
lead u. 10 suggc.t Ihat RccG pa rarncters should di!Ferbet",-ccn 
lbese spo:ci"" in abundanee. proccssi.ily, or evcn prefercncc 
for HJ regression. Thcsc possiblc di!FercnCCII shouJd be ex­
plained by our proposal lhal RadA potemiat,,-, the antirecom· 
binogcnie aclivity of RccG. Experimental support fo, theso: 
pr<>p<>$3Js. iocludingan explorallon ofho ..... g<.>neraJ the)'ean he 
lo e"plain gene con~ersiou in bacleria. should h"" 10 ",'ail for 
lhe in vi"", l.juamiflCalion. purifiouion. and kinetie eharaete,· 
ization of RuvAD. RecG. ami RadA in R. etli. 

A ,clativcly unexpeelcd fcature of our data is Ihe sltifl in the 
posi tion of gene conversion IraelS t"""ard the 3' end of Ihe ,,;f11 
gene ",hen",,,, RIIVD is ahscnl. Ahhough tltis shifl mighl be 
""plaincd by ;nvoking a dilfcrcnli.1 associalion of HJ proleins 
";Ih repair S)-';lem •. OI./r previous data mililate again'l .uch an 
""planalion (39). In fac!. an anal}-,;is of prcfcrrcd ronvertcd 
marke.rs;n a miliS dcrivalive failed to revca! sudl a .hif! (39). 
Hnwc""r, {W(} non-mutu.Uy ""clu,i"" ahemalives can be pos. 
lulat cd. namcl)'(i) prcfercntial lU mig"'tion t"""am lbe 3' end 
of tbe gene by RccG and RadA ami (ii) • prdercmial associ· 
alion of lbe Ru"C I-U endonuclease wilh RuvAD couplcd wilh 
lhe aS'iOCialion uf RecG and R adA wilh 8 dilfcrenl HJ re· 
solvasc. 

Regarding lhe fi,,;t altemalive. il h .. been reported thal 
RuvA D (49) .nd RecG (52. 53) are hclicascs ",ilh opposing 
.1mOO polantic.. on RccA--coated subslImes. These opposing 
po!a rities impose di!Fcnont migration abilitics, which may tra nso 
Jale imo dilieren! posilions fo, ge/IC conve,,;ion ImclS. h was 
pr..-viou.1)' proposcd that the RuvAD system CXlcnds 3' end 
inva.io"" ",·hiJe lbe RccG system un",-inds this inlermedialc. 
and Ihallbe reve""" happcns wilb a 5' end invaslon interme· 
diale (17). Both 3' and 5' invading ends occur in the DSBR 
modcl (Fig. 1). In ... sions emp!oying a 3' end are cornmonl)' 
r..-g.nlcd a. prcf~rrcd altematives for gene conver";on beca"so: 
lhis k;nd of ;n~asion may give risc to gene com-crtanlS cjtber 
lhrough limilcd DNA synlb~sis !Ir by heteroduplcx cXlension. 
According to lbe provious proposaJ (17). c:cten,ion in this 
cireum.lance occurs ellicicntly by lbe RuvAB S)'Slcrn. aidcd by 
ilS high copy Immhc, and significan! p roccssivity. Inv"';ons 
using Ihe 5' cml. in contrn.st. may generale onl)' gene mnver· 
lant. Ihrough cxlension. which oceors in Ihi. case by using Ihe 
ks:s...,i!ieicnl RccCl o, RadA .)'stem. Acrording 10 this prnposal 
(Fig . 5), in tbe wild-Iype siluation. gene convertams may be 
gt:I\C,atcd ..:ilher in lile 5' half or 1m, j' h.lf of Ihe gene by Ihe 
combined action of lbese ro.-o heJieascs (ami pcrhaps lhrough 
Ihe action of RadA). However, in lbe ahscnce of the RIIVAD 
>)'St..:ffi. con~crtants .nould be gcneralcd by Ihe setion of RecCl 
and RadA. with a pnoferenlial location l""" , m lbe 3' half of 
lbe gene. 

A sccond altemati"e i5 lo P'O"lulale the proscn", of pre· 
ferred resolulion .i!es dcpending on Ihe HJ migration s)'Stem 
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¡' lO. S. I'ftIJIOS'IllO clplain lJIifl ing of lbe mooI COfIvened ,;,'" in 
IU mUlillll,;, lo all panels. lwo l'C<ombi niog I!oroolop are ,h<JW!I. as 
.. "tilas J' cnd:l (1IaIr-alTOlO'lIc.o:b). RI'LI"5 (sm.U black ci.eles). RuvAlI 
(gray diamoods). RccG (Ir RadA (gray ci.eI .. ), . 1Id (be direcÚOll of 
m<I'o'CmCnl of 1U migralion flrulcinl ( .......... ). (A) W migralÍOll and 
,.:ne cOII'o'cl'$;'m in lile ... ¡Id lyPC .00 M:G or nuLA mutan! >!rain. Al 
lhi: lopotpaneJ A. J" clld im'uioftsuc ~ by RuvAD. " hil< S' 
cnd InvasioM are pllX'C:S5oed by RccO or RadA. Tbcoc inlermcdi.\e5 
migrate ptt'fcll:nlialty in lile dircction illllic:ou:d by lbe.<mall .......... 
Givcn ,1Ie high process;"ily or RuvAII. mignl1ÍOf1l<JOf1':l1'd lile S' me! 
~,alatg<',c.lcll>Ioo llwl migraliom loorard lbe Y <1Id. The pro<!­
\ICl uf boIh migr.IlÍOCl "".m! CllCOOlpasOiCS • ocelo. I<l<2Icd in lhe 
middlc o( lile F'1lC. (11) f U migJ3lion llId 1'""" convnsion in Lbe 
abi<:nt't' of ",,8 (lile ""8,,,,,,8 m:G. or ",,8....tA mulanl ...... in~ 
Undcr lhesc Cll'C'UmstaIlCt$. J' .nd ¡fI\'3SÓOn!I."", DO! ~ ":nin¡ 
""]y tlIt pnxn.son¡ of j ' ¡m"aSions by Rrc:G DI' RadA. "",r.,"'DIW 
lIW)\'l'fl'Cnl of ~ inlCl'ftItdiI,es u, .. ."n1 tilo 3' md (1Op) instiplrs 
FDe~1SÍOII C\"tmss/liflCd _an! 1M l' mdoflhe gmo (bollom). 
tC) IU miJr.llion alld JCfle I.'OIM:MIn in Lbe ~ of bollI MOG and 
"","" , In dus~. prol'~II" al 3' ene! imu- by R .... AB pnwotes 
,he lOO\'cmcn, oflUs (and llenoc FIle COII'ocnion) moWy towatd lile 
S' cnd. ah~ migralloll OOII'Orinl""'- 3' tOO is,.... p<lOSibk, g..,n lbr 
hi¡b ~"Y uf lIlis compIcI. 

UKd, 'fh,¡, r~ is clcar C\'Klcnc<:. both in vitro:loo in ........ (lO. 42). 
that t~ RIIVAB romplex associa tes " ilh lhe IU-spccific endo­
noxlcase Ru...c, RccG-loUd IU ... in contrast. a re lhoughl lo 
be rC!lQlwd by aoolhc r unn:laled endonudeasc. caJlcd RusA 
(26), E. roli Ru..c dcpicts dcar prefc rcncc:s fo, . i,es " il h lhe 
"''1 u~ncc AfI1TGtc (41): RusA. in conlraS!: •• OOws ""mcwhal 
Ic"'-Slringent scqllCrK'e re'lui",mcnt ... favo, ing cleavagc al lhe 
5' coo of a ce dinud ootidc at Ihe po inl o f efO:\\<O\'cr of Ihe HJ 
(8, 25), In lcn:~t ;ngly. ]lOlenl;al Ru\{; rC!IQlulio n ";ICS are t"'ice 
as fn:quc nl (cight versus fou r) in lhe S' half lhan in ,he 3' half 
of lhe nif1/ gene. Th;s SUggt:s1S lh ,l RuvAS migra!ing com_ 
rMxcs have an incrcascd probability ofbcing ,esoh ...... on lhe 5' 
h.3 lf of "i/1I. Sine.: lhere are no ekar nttA o rthologs in lhe R. 
et/i gcnomc. R~'CG migraling complCJICll should be re!IQt...,d by 
anolbcr RusA analogoos aCl ivity in lhi. organism. Idc nlilica­
lion of Ihis pulalive cndonude:asc: :100 d ucidalÍOfl of its pa'_ 
lio,-ipation in gene con'..,rsion ronstilute an inlc rcsting avenu<: 
fo. fUlure n:scarcll. 
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RESULTADOS ADICIONALES. 

 

 Programación de cortes en doble cadena para analizar conversión génica. 

Uno de nuestros resultados, que de hecho, se mantuvo con respecto a un 

análisis anterior 74, es que la conversión génica está altamente asociada a 

entrecruzamientos y que además el tipo de conversión es hacia ganancia de la 

información entrante. El modelo que mejor se ajusta para dar explicación a esto, es 

el de reparación de rupturas en doble cadena. Como la conversión génica es hacia 

ganancia de la información que entra, propusimos que el corte en doble cadena 

ocurre en el nifH silvestre, y esto es simplemente porque al estar permanentemente 

dentro de R. etli, esta secuencia tiene más oportunidad de sufrir un corte. Así, el 

nifH que posee los RFLP´s sirve como plantilla para sintetizar el DNA degradado 

en el nifH silvestre, copiándose los sitios de restricción. 

En busca de probar esta propuesta, decidimos insertar un sitio para una 

enzima que produce cortes en doble cadena dentro del nifH que posee los RFLP´s. 

El propósito es observar que la conversión génica se invierte y ahora es hacia 

pérdida de los sitios de restricción.  

Se utilizará la misma estrategia aplicada anteriormente, con excepción de 

que el pJGus28 tendrá el sitio para la meganucleasa ISce-I, y que además ésta se 

encontrará presente al momento en que se conjugue el plásmido para poder 

efectuar el corte. ISce-I reconoce una secuencia de 18 pares de bases y proviene de 

Saccharomyces cerevisiae. 

Hasta este momento se han intentado algunas estrategias para lograr 

insertar el sitio, sin éxito. Entre ellas se encuentran la clonación convencional de un 

adaptador que contiene al sitio y PCR reversa. 

 Actualmente estamos realizando intentos por medio de una técnica con la 

cual es posible insertar DNA lineal, generando un reemplazamiento alélico (Fig. 

12), en un blanco específico en E. coli con ayuda de los genes genes exo, beta y gam 

del fago λ 23, 24.  
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 Gam es una proteína que inhibe a RecBCD evitando la degradación del DNA 

foráneo. Exo es una exonucleasa que produce extremos 3´ libres para que Beta al 

reconocerlos, pueda alinearlos con su  sitio blanco en el genoma de coli. Un 

requisito básico de esta metodología es que el DNA que se va a insertar 

(generalmente un PCR), tenga al menos 35 pares de bases, en ambos extremos, 

idénticos al sitio donde se desea introducir.  

 

Sobreexpresión de las proteínas que migran los intermediarios de Holliday. 

 Otro aspecto interesante derivado del proyecto inicial es la sobreexpresión de 

las proteínas que migran los intermediarios de Holliday en Rhizobium etli, esto 

debido a que sabemos que en otros organismos existen diferencias significativas en 

el número de copias protéicas, afinidad y procesividad entre las enzimas y creemos 

que dichos parámetros podrían verse reflejados usando una metodología como la 

aplicada en este proyecto para analizar conversión génica. Debido a la actividades 

concluídas para cada enzima, gracias a los resultados en este proyecto, de inicio, 

nos interesa conocer los efectos que tendría la sobreexpresión de RecG y RadA ya 

que no son ni las más procesivas, ni con mayor número de copias en la célula, al 

Sp 

Id1 

Id2 

A) 

B) 
Id1 Id2 

C) 

Figura 12. Estrategia de clonación por medio de los genes de λ. En A) se 
representan los oligos con flechas y las 42 pb idénticas (Id 1 y 2) al sitio donde se 
desea introducir el cassette. En B) la secuencia a donde se insertará el cassette de 

resistencia, en este caso nifH con los RFLP´s (lineas verticales). Id 1 y 2 
representan las secuencias idénticas. C) Después de la expresión de Exo, Beta y 

Gam, se muestra la construcción obtenida. 
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menos en Escherichia coli. Los genotipos en los que resulta conveniente generar la 

sobreexpresión son: para RecG, la cepa silvestre, las mutantes ruvBradA y ruvB, 

mientras que para RadA la cepa silvestre, ruvBrecG y ruvB. 

 Se ha logrado la clonación de recG y radA en un vector replicable en Rhizobium 

etli que además es inducible y regulable con IPTG 45. Así también se logró la 

introducción de esta construcción, por medio de conjugación, a las cepas de R. etli 

con los genotipos antes mencionados. 

  Para proseguir con la estrategia y lograr analizar conversión génica en las 

cepas que sobreexpresan nuestras proteínas, comenzamos con las cruzas de la cepa 

silvestre que sobreexpresa recG (con 1mM de IPTG) con el pJGus28. 

 Las frecuencias de cointegración de 5 cruzas son similares a las de la cepa 

silvestre sin sobreexpresión: 10-7, sin embargo al hacer las PCRs para analizar la 

conversión génica de los cointegrados, no obtenemos producto en varias colonias 

(en la primera cruza, de 25 colonias analizadas, sólo 2 generan producto). Esto sólo 

ocurre en las cruzas con la cepa que posee el vector de sobreexpresión. La 

explicación a lo anterior reside en que tanto el vector de sobreexpresión (pSRKGm) 

como el pJGus28 poseen secuencias idénticas de aproximadamente 200 pb 

correspondientes a lacZ. La identidad y longitud de estas secuencias puede 

provocar que el pJGus28 recombine con el pSRKGm y no con el nifH silvestre del 

pSym. A pesar de lo anterior, hasta este momento ya se han encontrado 17 

cointegrados cuya recombinación ocurrió a través de las secuencias de nifH. 

Algunas de las características de la conversión génica en estos cointegrados no 

varían sustancialmente en comparación con la cepa silvestre en la que no se 

sobreexpresa RecG: la conversión génica está altamente asociada a los eventos de 

entrecruzamiento y las longitudes de los tractos no parecen verse afectadas, sin 

embargo, un dato contrastante es que la conversión génica es en su mayoría hacia 

la pérdida de los sitios. El último resultado abre la posibilidad de que RecG 

interactúe con los sistemas de reparación, sin embargo es necesario finalizar el 
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análisis de los 50 cointegrados para realizar las comparaciones estadísticas y 

conocer si los cambios observados son significativamente diferentes. 

 

Complementación del análisis filogenético de nifH: ¿es la conversión génica el 

mecanismo que mantiene la identidad entre las familias multigénicas de R. etli? 

 La evolución concertada es un proceso por medio del cual las copias de un 

gen se mantienen idénticas a lo largo del tiempo, el mecanismo por el cual se 

puede dar explicación a la evolución concertada es la conversión génica. Dentro de 

R. etli, existen varias familias multigénicas cuyas copias son idénticas o muy 

parecidas entre sí, como por ejemplo nifH. Con el fin de descartar una duplicación 

reciente y saber si hay un mecanismo interno (conversión génica) que mantiene la 

identidad entre las copias, se realizó un análisis de polimorfismos para la familia 

de nifH. La hipótesis que se planteó es: si las copias de nifH son idénticas o muy 

parecidas entre diferentes cepas de Rhizobium etli, entonces ha habido una 

duplicación reciente y no ha habido tiempo para divergir, sin embargo, si las 

copias son más parecidas o incluso idénticas intracepa, entonces la conversión 

génica está manteniendo esta evolución concertada. Los resultados de ese estudio 

fueron que las copias intracepa eran más parecidas entre sí, que comparadas con 

otras cepas, concluyendo que la conversión génica es el mecanismo que está 

evolucionando concertadamente estos genes (E. Sepúlveda, tesis de Licenciatura). 

Sin embargo, este análisis tropezó con el problema de una baja diversidad en las 

secuencias analizadas (posiblemente debido a selección purificadora), lo cual 

dificulta la detección de evolución concertada. 

 Para tratar de solucionar estas dificultades, se pretende extender el análisis a 

otra familia multigénica: nifK. Un análisis preliminar de algunas cepas de 

Rhizobium etli que se están secuenciando, indica que en efecto, también hay más 

parecido intracepa que intercepa en nifK (Fig. 13). Si los resultados de todas las 

cepas a analizar se mantienen igual, nuestras conclusiones de que la conversión 

génica es un proceso que genera la evolución concertada serán más contundentes, 
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además de que podríamos concluir que es un proceso muy activo en Rhizobium etli, 

que ocurre al menos en dos diferentes familias.  

 Los genes de nifK se encuentran duplicados. Se están generando PCRs de 

ambas copias de 10 diferentes cepas de R. etli, incluyendo a las que se usaron para 

el análisis de nifH. Después de tener los juegos completos, se mandarán a 

secuenciar para realizar el análisis de polimorfismos. 

 

 

 

 

   
 

Figura 13. Árbol de los genes nifK de algunas cepas de R. etli. El alineamiento 
fue realizado con las secuencias nucleotídicas utilizando el programa MEGA 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis). 



PERSPECTIVAS 

 

Longitud de homología mínima para que haya recombinación homóloga en 

Rhizobium etli. 

 Es bien sabido que la longitud de la homología afecta directamente las 

frecuencias de recombinación, al igual que el grado de heterología entre las 

secuencias 80, 34. En E. coli son necesarias al menos 27 pares de bases idénticas 

para que haya frecuencias de 10-4; dichos valores aumentan conforme aumenta 

la longitud teniendo que con longitudes de 166 pb, las frecuencias son de 10-2, 

sin embargo cuando a esta longitud se le introduce un 8% de heterología, las 

frecuencias disminuyen 10 veces aproximadamente 80. No obstante, en 

Rhizobium etli las cosas parecen ser diferentes. Por medio de la estrategia 

utilizada en el presente proyecto, observamos que una heterología del 1.6% 

disminuye las frecuencias de recombinación unas 1000 veces. Más aún, 

experimentos en donde se cointegra un plásmido que posee una secuencia 

idéntica de 400 pb al genoma de R. etli, las frecuencias que se obtienen son de 

alrededor de 10-7. 

 Detallar los requerimientos del proceso en Rhizobium etli, además de 

contribuir con información básica diferente a E. coli, contribuiría a desarrollar 

mejores herramientas para la ingeniería genómica de R. etli. 

 

¿Qué determina la direccionalidad de RuvAB in vivo? 

RuvAB es una helicasa con dirección 5´ a 3´, esto fue analizado in vitro 

utilizando como sustrato DNA lineal de cadena sencilla que en ambos extremos 

posee secciones cortas (24 a 40 pb) de doble cadena, de manera que la dirección 

del movimiento es con respecto a la hebra sencilla 85. Sin embargo como 

sabemos, RuvAB se une a estructuras de Holliday y es capaz de migrarlas. Por 

experimentos in vivo donde las frecuencias de recombinación y la reparación de 

DNA se ven afectadas, se ha sugerido que esta proteína es recombinogénica de 

manera que alargaría los heteroduplex. A pesar de lo anterior, in vitro se ha 

demostrado que puede mover a los intermediarios de Holliday formados por 



RecA bidireccionalmente, tanto hacia delante donde alargaría los heteroduplex, 

como de regreso, teniendo como resultado los sustratos iniciales 86. Lo anterior 

es debido a que la estructura de Holliday es simétrica y el par de anillos de 

RuvB (quien es el motor para el movimiento), tienen dos opciones de unión: ya 

sea en los duplex parentales (donde funcionaría migrando de reversa) o en los 

heteroduplex (donde funcionaría migrando hacia delante, alargando estas 

regiones) 26.  

 De acuerdo a los resultados de este proyecto, eliminar la actividad de 

RuvB lleva a que haya tractos de conversión más cortos que en la cepa silvestre, 

lo cual es una evidencia de que in vivo esta proteína está alargando los 

heteroduplex en su mayoría, sin embargo, ¿qué determina que los anillos de 

RuvB se unan mayoritariamente a los brazos heteroduplex? Podría ser que 

apenas comienza la invasión por el nucleofilamento de RecA, y recién se forma 

la estructura de Holliday, RuvAB se ancle reconociendo la invasión 3´ de 

manera que se observe su dirección de helicasa, sin embargo probablemente 

esto provocaría el desplazamiento de RecA 1, evitando que concluya la 

búsqueda de la homología.  

¿Acaso la heterología juega un papel importante en esta situación? 

Estudios han demostrado que RuvAB cambia su dirección cuando encuentra 

heterologías de 370 pb aproximadamente 43,  mientras que otros proponen que 

aunque sí tiene actividad de reversa, logra atravesar regiones heterólogas 

(inserciones-deleciones) en cierto grado y dependiendo de la longitud 2. En 

nuestro caso, las heterologías son de máximo 3 pares de bases por lo que no 

influirían en producir la regresión de la enzima, cosa que en efecto no se 

observó ya que los tractos son largos gracias a RuvAB. 

 ¿Es (son) otra(s) proteína(s) la(s) que dirige(n) la unión de RuvAB? o 

¿Quizás sea un efecto topológico?. 

 

Caracterización bioquímica de  RadA. 

 RadA es una proteína de la que poco se sabe, la mayoría del 

conocimiento sobre ella proviene de experimentos genéticos en donde se ha 



demostrado que participa en la recombinación homóloga y más aún en la 

conversión génica, a nivel de migración del intermediario de Holliday. Sin 

embargo, ¿su afinidad es específica por estructuras de Holliday? ¿cuál es la 

forma activa de la proteína? ¿cuáles son los dominios importantes para su 

actividad? ¿interacciona con otras proteínas de la recombinación, con otras 

proteínas en general? ¿podría tener un papel en la replicación? ¿cuáles son sus 

parámetros cinéticos? Es claro que la purificación y análisis de esta proteína es 

un objetivo de gran interés. 

 

Sistemas de reparación en Rhizobium etli. 

 De acuerdo a los resultados obtenidos por Santoyo et. al, 2005, y en este 

proyecto, el tipo de conversión es, en su mayoría, hacia ganancia de los RFLP´s. 

Explicamos esto, por medio del modelo de reparación de rupturas en doble 

cadena, en donde el DNA que se sintetiza lo hace copiando la información del 

plásmido entrante. Con ello es posible explicar una parte de la conversión hacia 

ganancia, la cual dependería del tamaño del segmento que se degrada, sin 

embargo, como se sugiere en este proyecto, también existe la formación de 

segmentos heteroduplex, deducido ésto por el cambio en las longitudes de 

conversión génica en cada una de las mutantes ruvB, recG y/o radA. De esta 

manera, al parecer, aún en los heteroduplex la reparación es hacia la cadena del 

DNA externo.  

La reparación de las bases mal apareadas en E. coli se genera por 

sistemas como MutSL. Este sistema está caracterizado como un sistema de 

reparación libre de errores (error-proof), es decir, que tiende a arreglar los 

apareamientos erróneos hacia la secuencia endógena.  

En R. etli, se ha comprobado que MutSL  participa en la conversión 

génica. Al mutar mutS, los tractos de conversión resultan más pequeños, lo que 

quiere decir que probablemente al quitar una de las actividades de reparación 

dentro del sistema, un porcentaje de las bases mal apareadas se mantienen así y 

después de la replicación cada duplex fija un polimorfismo 74.  



Con los resultados y explicaciones anteriores, podríamos pensar que en 

R. etli, MutSL está funcionando a la inversa que en E. coli, manteniendo la 

secuencia del DNA externo; esta sería desde luego una suposición 

contradictoria para la operación de un sistema de reparación. Sin embargo, hay 

que enfatizar que MutSL no parece ser el único sistema de reparación, ya que 

aunque los tractos de conversión en una mutante mutS se acortan, no son 

excesivamente cortos y menos aún desaparecen, además de que siguen 

manteniendo el patrón de ganancia de los sitios. Para lo anterior hay dos 

posibles explicaciones, una es que los segmentos de conversión que observamos 

en una cepa mutS son sólo el resultado del segmento degradado, con lo cual 

siempre veríamos conversión hacia ganancia con el modelo DSBR. Aunque esta 

es una explicación razonable, esto implicaría que RuvAB, RecG y RadA 

tendrían una participación minoritaria en la formación de heteroduplex, 

implicación que vá en contra de los resultados observados aquí. 

Alternativamente, propongo la existencia de otros sistemas de reparación de 

heteroduplex, los cuales podrían actuar en conjunto con las proteínas que 

migran el intermediario de Holliday.  ¿Que otro(s) sistema(s) de reparación 

está(n) funcionando en Rhizobium?. Además la(s) proteína(s) que pueda(n) estar 

participando en este punto alternativa(s) a MutSL también tienden a introducir 

la secuencia externa.  

En E. coli, además de MutSL existen otros sistemas que reparan bases 

mal apareadas o dañadas. Sistemas como UvrABC, glicosilasas y metilasas 

participan en estos procesos reconociendo y escindiendo los daños. ¿Podrían 

participar en R. etli para la reparación de los heteroduplex?. 

 

Resolvasas alternativas a RuvC. 

 Uno de los resultados observados durante este proyecto fue que en 

mutantes donde está ausente RuvB, los sitios que más se convierten tienden a 

ser hacia la mitad 3´ del gen. Una de las dos posibilidades que proponemos 

para explicar esto es que haya una resolvasa alternativa a RuvC,  que no es 
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RusA, que pudiera tener una secuencia específica de corte, preferencialmente en 

la mitad 3´, y que participara junto con RecG o RadA.  

 Resulta interesante en principio, hacer una mutante en ruvC, y observar 

cómo decaen las frecuencias de recombinación. Si el efecto en la mutación no es 

tan drástico como aquel en una mutante recA, probablemente haya(n) otra(s) 

proteína(s) que participen como resolvasas y que sean funcionales. Caracterizar 

a esta(s) posible(s) proteína(s) en caso de que exista(n), contribuiría a soportar  

nuestra propuesta,  además de que posiblemente sería(n) proteína(s) 

desconocida(s) tanto en R. etli como en otros organismos.  
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