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ANTECEDENTES 

Las bacterias del género Rhizobium  son capaces de establecer una asociación 

simbiótica con las raíces de plantas leguminosas. En la simbiosis se forman unas estructuras 

llamadas nódulos, en donde la bacteria realiza la fijación biológica del nitrógeno (20). 

En las cepas de Rhizobium  es común observar una alta variabilidad morfológica, así 

como una alta frecuencia de pérdida de las propiedades simbióticas de la bacteria. Además, 

uno de los fenómenos más frecuentes al usar cepas de Rhizobium  como inoculantes, es la 

alta pérdida de la capacidad de nodulación y fijación de nitrógeno (2,10,12,21,26,33,41). 

Se ha reportado que Rhizobium  tiene un elevado , número de secuencias de DNA 

reiterado, el nivel de reiteración es poco común en bacterias (12). Este nivel de DNA 

reiterado se ha asociado con la generación de los rearreglos genómicos que affectan las 

propiedades de nodulación y fijación de nitrógeno. 	Sin embargo, los mecanismos 

moleculares, así como los genes que participan en la formación de real-regios genómicos 

son desconocidos. 

En E. coli se han reportado varios genes que promueven la recombinación homóloga. 

De éstos genes el producto del gen recA desempeña un papel central y de gran importancia 

en los procesos de recombinación homóloga (25,39). Este gen se ha encontrado en muchas 

especies bacterianas desempeñando el mismo papel (25). 

La donación y caracterización del gen recA, así como la obtención de mutantes recA 

nos permitirá evaluar la participación de éste gen en la inestabilidad genómica generada por 

procesos de recombinación homóloga. Además, la inactivación del gen recA en Rhizobium  

podría generar cepas con menor inestabilidad simbiótica. 
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INTRODUCCION 

1.- MECANISMOS GENERADORES DE VARIABILIDAD GENOMICA. 

En las bacterias, como en todos los organismos vivos, la información genética es 

transmitida establemente de una generación a otra. Sin embargo, la estabilidad no es 

absoluta; es mas, la inestabilidad es un prerequisito para la evolución biológica. Multiples 

factores promueven la inestabilidad genética, mientras que otros la limitan. De tal forma 

que, sí no ocurriera la inestabilidad, los microorganismos podrían tener dificultades para 

adaptarse a los cambios medio ambientales, mientras que una alta inestabilidad, podría 

causar letalidad en los microorganismos. 

Generalmente las bacterias tienen un genoma haploide y la variabilidad genética puede 

ser generada por mutaciones puntuales, infidelidad cn la replicación y procesos de 

recombinación genética. Otra manera de obtener variabilidad genética en una bacteria, es la 

adquisición de genes por transformación, transducción y conjugación. La integración de los 

genes dentro del genóma bacteriano se realiza por diferentes mecanismos de recombinación 

genética. 

Transformación. Es la penetración de DNA desnudo a la célula. Algunas especies 

como awtococcus pncumQnie, Bacillus subtilis y Haernophilus influenza poseen la 

capacidad de ser transformadas a una alta frecuencia. Después de la penetración del DNA 

de doble cadena (dsDNA) en forma lineal a la célula, una de las cadenas es degradada, 

mientras que la otra se integra al cromosoma. En otras especies como Escherichia coli y 

Salmonella typhimurium después de un tratamiento, las células pueden ser transformadas 

con DNA circular cerrado (15). 

2 



Transducción,  Es la transferencia de DNA de una bacteria a otra por medio de 

bacteriófagos. Algunos bacteriófagos corno P22, P1 y T4, por su mecanismo de replicación 

y encapsidación son capaces de incorporar DNA genórnico dentro de la capside. 	El Pago 

al infectar una célula inyecta dsDNA en forma lineal. Sí el DNA tiene regiones homólogas 

con el genoma bacteriano, puede efectuarse la recombinación homóloga (15). 

Q21~. Es la transferencia de DNA de una bacteria a otra por un mecanismo 

que requiere de contacto celular. Los elementos necesarios para realizar este proceso, están 

generalmente localizados en plásmidos que poseen el sitio para la iniciación de la 

transferencia, oriT, y los genes que codifican para las proteínas espe;íficas de la 

conjugación (i.e. los plásmido F y R100 contienen aproximadamente 20 genes). Otros 

plásmidos como ColE1 y C1oDF13 que sólo tienen la región de movilización, son 

movilizables por un plásmido conjugativo. En éste proceso el DNA se transfiere como 

DNA de cadena sencilla (ssDNA) en la dirección 5'--> 3' y requiere de la síntesis de DNA 

en ambas células (continua en la donadora y discontinua en la receptora). 	Algunos 

plásmidos como el F, son capaces de integrarse al cromosoma (Hfr) y trasferir parte de 

este DNA cromosomal a la célula receptora (15,16,50,51). 

En bacterias se conocen tres mecanismos de recombinación genética: transposición, 

recombinación sitio-específica y recombinación homóloga. 

Transposición.  Los elementos genéticos móviles (transposones y secuencias de 

inserción) pueden insertarse o insertar una copia en cualquier región del genoma. Este 

evento requiere de una transposasa codificada por el elemento y es recA independiente (15). 

Recombinación sitio-específica.  Se realiza entre dos moléculas que no requieren de 

homología y es independiente de la proteína RecA. 	Este proceso necesita de una 
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recombinasa específica que reconoce una pequeña secuencia homóloga. Ejemplos de este 

tipo de recombinación son; la integración del fago lambda al cromosoma de E. con, el 

cambio de antigenos flagelares en 1. kyphimurium, la resolución de cointegrados mediados 

por Tn3., la expresión de los genes de fijación de nitrógeno en cyanobacteiias, etc. (35). 

Recombinación homóloga. Este intercambio genético se lleva a cabo entre secuencias 

homólogas y requiere de la participación de varias proteínas. Se ha descrito que la región 

mínima para la recombinación homóloga es de aproximadamente 50 pb. En E. coli se han 

propuesto tres vías de recombinación y que dependen de la proteína RecA (39,40). 

j 

2.- MECANISMOS DE RECOMBINACION HOMOLOGA. 

Los fenotipos que han permitido la selección de células deficientes en recombinación 

son: incremento en la sensibilidad a agentes que dañan el DNA (rayos X, luz ultravioleta, 

agentes alquilantes, etc.), disminución en la viabilidad celular, y pérdida de la capacidad de 

propagación de fagos (39,40). 

En E. poli en base a los estudios realizados en las cepas mutantes, se han propuesto 

tres vías de recombinación (RecBCD, RecF y RecE) en donde participan varias proteínas. 

Además, cada una de las vías tienen preferencia por un tipo de sustrato (39,40). 

Vía RecBCD. Las mutantes en los genes recB y/o recC son sensibles a luz UV y 

rayos X y muestran una disminución de 10 a 1000 veces en la frecuncia de recombinación 

conjugacional. En esta vía participan las proteínas RecA, RecBCD, SSB, DNA girasa, 

DNA topoisoincrasa I y DNA ligasa (39,40). 

La proteína RecBCD tiene las siguientes actividades: a) exonucleasa tipo V dependiente 

de ATP, esta actividad hidroliza dsDNA lineal y ssDNA lineal a oligonucleótidos, b) 
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topoisomerasa de dsDNA lineal, c) endonucleasa específica de dsDNA lineal, esta actividad 

sólo es observada cuando la proteína funciona como topoisomerasa y cuando el DNA tiene 

la secuencia "chi" (5'-GCTGGTGG-3'). La enzima corta a 3 o 4 nucleótidos de la región 

3' de la secuencia "chi" (1,46). La proteína RecBCD tambien es capaz de reconocer y 

cortar a menor frecuencia secuencias muy similares a la secuencia "chi" (7). Proteínas con 

la actividad de endonucleasa específica similar a RecBCD, las cuáles reconocen y cortan 

cerca de la secuencia "chi", se han encontrado en otras especies corno Salmonella y 

Shigella (24,38). 

La frecuencia de recombinación en las cepas con mutaciones en los pul recB, recC o 

recD (10' a 10'), puede ser restaurada al nivel de la cepa silvestre por otras mutaciones en 

el genoma, denominadas sbcA, sbcB y sbcC (39,40). 

Vía RecE. Esta vía es observada en las mutantes recB recC sbcA, las mutaciones en el 

gen sbcA inactivan el represor del gen recE. El producto del gen recE es una exonucleasa 

tipo VIII, cuya actividad de exonucleasa de dsDNA y ssDNA es independiente de ATP. 

Estos genes son parte de un profago críptico llamado rac (por "recombination activity"). 

Otras enzimas que participan en esta vía son, RecA, RecF, RecJ, RecO y RecQ (39,40). 

Vía RecF. La activación de esta vía de recombinación se observa en la triple mutante 

sbcB sbcC recB y/o recC. La mutación sbcB, causa la desaparición de la actividad de 

una exonucleasa tipo 1, la cuál degrada ssDNA a partir del extremo 3'-OH. La actividad 

del gen sbcC es desconocida. Otros genes como recA, recF, red*, =O, recQ y ruv 

participan en esta vía de recombinación (39,40). 

La recombinación conjugacional y la de plásmidos pequeños (menores de 20-kb) 

presentan un comportamiento diferente en cada una de las vías de recombinación. Por 
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ejemplo, la inactivación de la proteína RecBCD no altera la recombinación de plásmidos, en 

cambio las mutaciones en los genes recA, recF, recJ o recQ la reducen marcadamente. 

Esto sugiere que en las células silvestes la recombinación conjugacional se efectúa por la 

vía RecBCD, mientras que la recombinación de plásmidos por la vía RecF. En la vía 

RecE, la recombinación de plásmidos pequeños ocurre en ausencia de la proteína RecA, 

además en esta vía, la recombinación intraplasmídica es 30 veces más frecuente que en la 

vía RecBCD (cepas silvestres) (9,17,39,40). 

Aunque se han observado tres vías de recombinación, algunos genes pueden participar 

en dos o más vías. Por ejemplo, cl gen recA participa de manera important9 en las tres 

vías, mientras que los genes recF, recJ, rec0 y recO, son utilizados en las vías RecE y 

RecF, pero no en la vía RecBCD (39,40). Muchos genes involucrados en recombinación 

también son necesarios en los sistemas SOS y de reparación (recA, recF, recO, 	rev, 

etc.) (8,36,39,40,48). 

La proteína RecA. En E. coli,  las mutaciones en el gen recA tienen un fenotipo 

pleiotrópico, los cuáles son: a) incapacidad de transducción por bacteriófagos, b) incremento 

en la sensibilidad a agentes que dañan el DNA (rayos-X, luz UV, etc.) c) disminución de la 

mutagénesis por luz UY, y d) incapacidad de propagación de bacteriófagos (25,39). 

La proteína RccA tiene una importante participación en diferentes procesos celulares, 

corno son; a) el apareamiento e intercambio de cadenas entre moléculas de DNA homólogo 

b) la reparación lesiones del DNA en forma directa, c) la activación de los sistemas de 

reparación del DNA (SOS y umuDC) y d) la inactivación de algunos represores como, 

LexA, UmuD y ci. La inactivación de LexA y UmuD provoca la des-represión de los 

genes de reparación y del sistema SOS (8,25,29,36,39,48). 
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El conocer las funciones del gen recA, así como los fenotipos de las mutantes en E. 

coli,  ha permitido identificar análogos del gen en muchas especies bacterianas. El gen se 

ha encontrado ampliamente distribuido en cepas de las familias Enterobacteriaceae, 

Psudomonadaceae, Rhizobiaceae, Vibrionaceae, Neisseriaceae, Bacteroidacene, 

Methylomonadaceae,  y en otras especies como, Bacillus subtilis, Anabaena variablis, 

$ynechococcus  sp, etc., así como en algunos eucariotes (25,39). 

En todos los genes recA  donados, hay una conservación de muchas de las funciones 

fisiológicas de la proteína RecA (Le. sinaptasa en la rccombinación homóloga y las 

funciones de reparación del DNA). Esto suguiere que el gen es muy conservado 

evolutivamente. El análisis de la secuencia nucleótidica o de aminoácidos del gen recA de 

varias especies, indica que varios dominios yio regiones están altamente conservados. La 

homología a nivel de aminoácidos varia entre un 56% E. coli y Synechoccus  sp) y un 

100% E. coli  y Shigelia flexneri)  (25,39). 

En E. coli la región entre los aminoácidos 204 a 230 parece estar involucrada en la 

actividad de co-proteasa de LexA y cI, pero no en la afinidad por los represores. Este 

dominio es altamente conservado (arriba del 82%) entre las diferentes proteínas RecA 

reportadas a la fecha (25,39). 

Un péptido de 24 aminoácidos (aminoácidos 257 a 280) de la proteína RecA de E. coli 

es capaz de unir ATP, éste péptido se encuentra muy conservado entre las proteínas RecA 

de enterobacterias, pero no en especies alejadas filogenéticamente. Dentro de esta región se 

ha identificado al aminoácido Tyr264 como el sitio de unión al ATP; este aminoácido está 

presente en todas las proteínas RecA, excepto en Synechococus  sp (25,39). 	Los 

aminoácidos Cys90, Cys116, Cys129 de la proteína RecA de E. coli se han involucrado en 



el dominio que participa en la hidrolisis del ATP. La sustitución de estos aminoácidos no 

afecta la actividad de ATPasa, pero si la afinidad por el ATP, lo que sugiere que no 

forman parte directa en la catálisis. Estos aminoácidos no están conservados entre las 

proteínas RecA de diferentes especies analizadas. El posible efecto de estos aminoácidos 

puede ser por una alteración en la estructura conformacional (25,39). 

Los primeros 30 aminoácidos de la región NI-12-terminal, están altamente conservados 

(arriba del 70%) entre las diferentes especies analizadas. En E. coli la región de los 

primeros 40 aminoácidos del NI-12-terminal se han implicado en la unión de la proteína al 

ssDNA, y mutaciones en los aminoácidos 25 a 40 alteran esta actividad (25,39). 

El gen recA de E. coli es regulado negativamente por la proteína LexA, la cuál es 

parte del sistema SOS. Los eventos que inducen la expresión del gen recA son: agentes 

que dañan el DNA (luz UY, rayos-X y agentes alquilones) son capaces de generar 

oligonucleótidos de ssDNA que interaccionan con la proteína RecA. Esta interacción activa 

a la proteína para que funcione como co-proteasa sobre LexA. La inactivación de LexA 

causa la inducción gen recA, así como la de otros genes del sistema SOS (dinA, dinB, 

dinD, uvrA, uvrB, recN, recA, ruv, ssb, ect.) (8,25,29,36,39,48). 

En los genes de E. coli regulados por LexA, se ha encontrado una secuencia en la 

región 5'-terminal que es reconocida por LexA (secuencia SOS), esta se ha localizado en el 

gen recA de diferentes especies. Sin embargo, algunas especies como, Thiobacillus 

ferrooxidans., Anabaena variabilis, Synechococcus sp, Agrobacteriurn tumefaciens, y 

Rhizobium melitoti no la tienen (25,27,34). En el caso de Synechococcus sp, el gen recA 

tiene una secuencia parecida a la secuencia consenso que es reconocida por sigma 32 

("stress" por calor) (27). En el caso de T. ferrooxidans, el gen recA es incapaz de 
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inducirse en presencia de mitomicina C (34). Sin embargo, en A. variabilis  el gen recA  es 

inducible con agentes como, initomicina C, metil-metanosulfonato y luz UY (25). Los datos 

anteriormente mencionados nos sugiere que la secuencia consenso SOS y el gen lexA no 

son tan conservados en las especies bacterianas. Sin embargo, es posible que existan 

análogos funcionales de LexA. 

3.- INESTABILIDAD GENOMICA EN RHIZOBIUM. 

En la mayoría de los organismos el nitrógeno es asimilado aparar de los compuestos 

inorgánicos, amonio y nitrato, o de los compuestos orgánicos, aminoácidos y bases 

nitrogenadas. Sin embargo, un número pequeño de microorganismos (aerobios, anaerobios 

o facultativos, algunas cyanobacterias y bacterias fotosintéticas) son capaces de asimilar 

nitrógeno atmosférico y reducirlo a amonio. La fijación biológica de nitrógeno en algunas 

bacterias se lleva a cabo en vida libre, mientras que en otras se realiza en asociación 

simbiótica con plantas. Tres géneros de la familia Rhizobiaccae (Rhizobium, 

Bradyrhizobium  y Azorhizobium)  son capaces de infectar plantas de la familia 

Leguminoseae  y formar una estructura diferenciada y especializada llamada nódulo (en la 

raíz o tallo), en donde se realiza la fijación del nitrógeno molecular (20,21,32). 

En las cepas de Rhizobium,  se han encontrado de 1 a 6 plásmidos, con un rango de 

peso molecular• que varía de 100 a 1500-kb, éste DNA extracromosornal puede representar 

el 40% del DNA total. En Rhizobium  y Azorhizobium,  los plásmidos contienen la mayoría 

de los genes involucrados en la nodulación y fijación de nitrógeno (20,21,32). En algunos 

casos ,la información simbiótica es codificada en un sólo plásmido, este es el caso del 

plásmido simbiótico (pSim) de la cepa CFN299 de R. phaseoli  que confiere a 
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Agrobacterium tumefaciens  la capacidad de nodular y fijar nitrógeno (21). 

Una característica del genoma de Rhizobium  es la presencia de una gran can ►idad de 

secuencias de DNA repetidas. Para algunas cepas de R. phaseoli,  R. meliloti,  y A. 

tumefaciens,  se estima que hay 200 familias repetidas con un promedio de 3.5 elementos 

por familia (12). Recientemente, se han localizado en el pSim de la cepa CFN42 de R. 

phaseoli  24 familias reiteradas, estas representan el 12% de todas las familias reiteradas en 

el genoma (13, ver Fig. 5). También, el plásmido simbiótico de R. freclii  contiene un alto 

número de secuencias repetidas (21). 	En 13. japonicum  28 elementos repetidos 

pertenecientes a 5 familias se encuentran alrededor de los genes de la nitrogepasa (iii1)(21). 

El alto nivel de secuencias reiteradas se ha correlacionado con la inestabilidad genómica, la 

cuál puede generarse por recombinación homóloga entre las secuencias repetidas. 

Una observación común en las cepas de Rhizobium  es la gran variabilidad morfológica 

de las colonias, así como un alto número de rearreglos genómicos que afectan las 

propiedades simbióticas (2,3,4,10,12,18,21,26,28,33,41,42,43,53). 	Además, uno de los 

fenómenos más frecuentes al usar cepas de Rhizobium  como inoculantes de leguminosas, es 

la rápida pérdida de la capacidad de nodulación y fijación de nitrógeno (20,21). 

La inestabilidad simbiótica en condiciones de "stress" por temperatura en R. trifolii,  

está determinada por la pérdida total o parcial del pSym (10,53). Bajo las mismas 

condiciones de "stress" en la cepa CFN23 de R. phaseoli,  un rearreglo en el pSim que 

causa la pérdida de la capacidad de nodular se observa a alta frecuencia. Este rearreglo 

involucra la pérdida de los genes nif y la amplificación de ciertas secuencias, sin que exista 

una alteración en el tamaño del pSim (41,43). Por otro lado, se ha observado que en 

condiciones normales de laboratorio las cepas 8002 y 1233 de R. phaseoli  presentán una 
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deleción en el pSim que afecta la capacidad de nodulación; esta ocurre a alta frecuencia 

(0.5%) (3,4,18). Otros tipos de rearreglos genómicos han sido detectados por hibridización 

en otras cepas de R. phaseoli  (12). En B. japonicum  deleciones que ocurren a alta 

frecuencia son generadas por la recombinación entre las secuencias repetidas que rodean a 

los genes nif (21). 

Otros eventos de dinámica genómica en Rhizobium  son causados por la introducción de 

un plásmido dentro de la célula. 	Por ejemplo, en R. leguminusarum  eventos de 

recombinación entre dos plásmidos simbióticos causan rearreglos, que en algunos casos 

forman plásmidos simbióticos híbridos (26,28), Otro ejemplo, es el caso en B,, japonicum  en 

donde el plásmido RP1 se integra al cromosoma y una parte de DNA cromosoma se 

incorpora a un megaplásmido (2). 

Aunque hay muchas evidencias de inestabilidad simbiótica y de una gran dinámica 

interna en el genoma de Rhizobium,  los mecanismos moleculares, así corno los genes que 

participan son desconocidos. 	En esta área son necesarios más estudios para poder 

establecer los diferentes componentes de la dinámica, variabilidad y evolución del genóma. 

En el presente trabajo describimos algunos enfoques para el estudio de la dinámica 

genómica de R. phaseoli.  El primer enfoque fue la clonación y caracterización el gen 

recA. La caracterización del gen nos permitió construir un plásmido que fuera útil para la 

homogenotización de la mutación reck:Sper en diferentes cepas R. phaseoli.  Las mutantes 

recA fueron usadas para evaluar la participación del gen en diferentes eventos de 

recombinación. Además, se describen algunos rearreglos del plásmido simbiótico que 

ocurren durante su transferencia por conjugación. 
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Thc Rhizobiumn phaseoli recA gene has been cloned by interspecific complementation of the Fcc phenotype of 
bacteriophage.  lambda. The cloned gene restored the recombination proficieney and conferred resistance lo 
DNA-damaging agents (methyl methanesulfonate and nitrofurantoin) to an Escherichia coli recA mutant. The 
direction of transcription and the localization of the recA gene were determined by mutagenesis with ptiage 
MudIIPR13 and heterologous hybridization with an E. coli recA probe. An R. phaseoli recil::Sper mutation 
introduced In two R. phaseoli stralns by homogenization. The R. phaseoli recA mutants wcrc more sensitive to 
DNA-damaging agents and exhibited a 100-fold reduction In recombination frequency as comparad with their 
parental strains. A deletion of the symbiotic plasmid abolishing nodulation was found at high frcqucncy (10') 
in 1?. phaseoli CFN42. This evcnt was recA dependent. In R. phaseoli CFN285, two events of symbiotic 
instability were found at high frcquency (10'); one was a deletion in the symbiotic plasmid, and the othcr was 
the loss of whole symbiotic plasmid. In the CFN285 rec/1::Sper mutant, only the Ioss of the symbiotic plasmid 
was observad. 

The product of the Escherichia coli recA gene is involved 
in severa' functions of DNA metabolism, Thc RccA protein 
is required for proccsscs of homologous recombination, 
DNA repair, and induction of prophagcs, bactcriocins, and 
SOS genes, as well as for the coordination of cc!l division 
events (6, 41, 45). 

Thc purificd RecA protein is a DNA-dependent ATPasc 
that in vitro promotcs the invasion of duplex DNA by 
homologous single-stranded DNA and its activated form 
(apparently by binding to single-stranded DNA) and accel. 
erates the cicavage of thc LexA repressor, causing the 
induction of SOS genes. The activatcd RecA protein is also 
responsible for the protcolysis of the lambda repressor, 
promoting the lytic growth of the prophagc (6, 41, 45). 

The important functions pluyed by the recA gene in cell 
metabolism suggest that a recA gene may be conserved in 
many spccics. In fact, intcrspecific complementation of E. 
coli recA mutants has been used to obtain recA genes from at 
lcast 16 bacterial spccics, including five members of thc 
Enterobacteriaceac family (9, 21), two mcmbcrs of Che 
Rhizobiaceae family (2, 10), and othcr spccics (1, 15, 16, 23, 
24, 31, 35). 

A high degree of DNA rcitcration is a general character-
istic of the Rhizobiaceac genome (11, 27). This feature has 
been reponed only for a fcw other bacteria! spccics, such as 
Halobacterium and Streptomyces spccics (38, 39). More-
over, a high frcquency of rearrangements has been found lo 
be associatcd with the presence of repcatcd DNA (12, 38), 
Genomic instability and rearrangements that affect nodula. 
tion or nitrogen fixation abilities have bccn observad in 
severa' Rhizobium spccics (25, 27, 37, 42). 

In Chis report wc describe the isolation of the Rhizobium 
phaseoli recA gene. Thc cloned gene complements an E. coll 
recA mutant for recombination and DNA rcpair activitics. 
Stable R. phaseoli recA mutants were obtained by a novel 

CorrespOnding author. 

proccdure which allows a positiva selection for site-specific 
markcr exchange, Thesc mutants show a rcduction in recom-
bination proficiency. Two evcnt of symbiotic instability that 
affect nodulation abilitics werc analyzed: one was recA 
dependent, and the other was recA independent. 

MATERIALS AND METHODS 

Bacteria' strains and plasmids. Thc bacteria' strains and 
plasmids used in Chis work are usted in Table 1. Bacterio-
phage Plvirri was a gift of F. Bastarrachea. 

Media. E. coli strains wcre grown in LB or M9 media (29) 
at 37°C. When needed, amino acids were added to a final 
conccntration of 0.2% (wtivol). Rhizobium strains wcre 
grown in PY mcdium (30) at 30°C. Antibiotics were used for 
selection at Che following concentrations: nalidixic acid 
(Nal), 15 lig/mi; strcptomycin (Str), 100 p.g/m1; spectinomy-
cin (Spc), 100 p.g/m1; kanamycin (Km), 15 p.g/m1; ampicillin 
(Ap), 100 p.girni; tetracycline (Tc), 10 p.g/m1; and chloram-
phcnicol (Cm), 30 p.g/mi. Mcthyl methanesulfonate (MMS) 
or nitrofurantoin (N1-1') wcrc uscd at diffcrcnt concentra-
tions, ranging from 0,005 to 0.05% and 1.0 to 140 p.g/ml, 
respectively. p.Galactosidase—positive strains were identi-
dad by growth on LB piales with 5-bromo-4-chloro.3-in. 
dolyl.B-D-galactoside (X-Gal) at 25 p.girn! (29). Production of 
mclanin in R. phaseah was done as dcscribed by Lamb ct al. 
(25) with the following modifications. Thc colonies were 
grown on PY mcdium supplemented with 20 p.g of CuSO4  
per ml and 100 p.g of L-tyrosine per ml. Aftcr 4 days of 
growth, thc colonies wcrc lysed with a Whatman filler 
containing 10% sodium dodecyl sulfato (SDS). 

Microbiological techniques. Plasmid DNA transformations 
of CaC12-treated E. coli ccils were performed by the protocol 
of Maniatis et al. (26). Hfr mating tests of E, cola strains wcrc 
done in LB mcdium as described by Artillar (29) with a 
donor-to-recipient ratio of 1:10. Cells wcrc incubated for 1 h 
at 37°C without shaking, and transconjugants werc selected 
by thc acquisition of amino acid prototrophies. 
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TABLE I. Bacteria' strains and plasmids used 

strains or plasmid 
	

Reievant gcnotype 
	

Sourcc or reference 

R. phascoli 
CFN42 
CFN285 
CFNX101 
CFNX102 
CFNX103 
CFNX104 
CFNX105 
CFNX106 

E. coli 
RR1 
H13101 
CSH62 
MX971 
MC4100 (Mucts) 
M8820 (Mu+) 

Plasmids 
pSUP202 
pHP4511 
pGUS3 
pRK2013 
pCR3 
peC)15 
pBX404.7 
pPR13 
pMS16 
pMS20 
pMS26 

Str' Nal' Nor Fix+ 
Nalr Noel* Fix' 
Thc samc as CFN42, but recA 
Thc samc as CFN285, but rccA 
Derivative of strain CFN42 Meted in pSym; Nod- 
Derivative of strain CFN285 cured of pSym; Nod- 
Derivative of strain CFN285 (Meted in pSym; Nod- 
Derivative of strain CFNX102 cured of pSym; Nod- 

F-  leu proA2 lacY1 rsp1.20 (Str') 
Thc same as RR1 cxcept recA13 
HfrH 
thi./ á(pm.lac) 
á(argF-lac) U169 re/A1 rpsL150 (Str') (Mucts) 
araD1.19 á(araC0113,4-leu) 7679 ‘5(prorIB argF-lac1POZYA) XIII rspL(Strr) (Mu) 

Ap' Cm' Ter mob'; CoIEI origin unable to rcplicate in Rhizobilun 
Ap' Spe/Strr  
sacRI1 Spe/Strr Km'/Gen' Tm' Ap' 
Tra* Km'; CoIE1 origin 
Ap!; carries 3.0-kb Bam1-11 E. coli rcc.A 4  gene 
Ap' Te; carnes 4.7-kb EcoRl R. phaseoli nifil gene 
Te; 5r-deletcd KmrfNcor; 3r-deleted Km'/Neo'; RK2 origin 
Mud1IPR13; Ap' Cm' 
Ap' Ter; ColE1 origin bcars 2.9-kb &oil! R. phascoli recA* gene 
Apr Ter; Cola origin bcars 4.8-kb EcoR1 R. phaseoli recA* gene 
Thc samc as pM16 but bcars 2.0-kb HindIll Spc'/Str' finto recA gene and 5.7-kb 

Datr:Hi sacRD Km' Spe/Str' Tm' finto Te' gene 

33 
11 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 

3 
4 
Cold Spring•Harbor Laboratory 
F. Bastarrachea 
34 
34 

40 
32 
37 
7 
18 
33 	,1 
46 
34 
This work 
This work 
This work 

5P13. 

Conjugational transfer of pSUP202 plasmid derivatives 
from E. coli to R. phaseoli were obtaincd by triparental 
mating by using plasmid pRK2013 as hclper (7). 

Phage Plvirrl was propagated in E. col! MX971. Plating 
cfficicncy and transduction assays wcrc done as described 
by Miller (29). 

Mutagencsis of pMS20 with phagc MudIIPR13 was carried 
out as described by Ratet et al, (34). MC4100(Mucts)(MudII 
PR13)/pMS20 was thermoinduced at 42°C for 80 min, and 
mini-Mu lysates wcrc uscd for transduction to M8820(Muc+) 
strain. 

The R. phaseoli CFN42 gcnomic library in X1059 was 
prcviously constructed (33) and propagated in E. col( Q359 
as described by Karn ctal. (19). 

Nodulation and Orogen flxatlon assays. Phaseohes vtdgaris 
(cv. Negro Jamapa) piants were inoculated and grown as 
described by Noel et al, (30), and the nodules were assaycd 
for nitrogcn fixation by using the acetylcnc rcduction tech-
nique. 

Recombinant DNA methods. The recombinant phages were 
purificd by cesium chloride density gradicnt centrifugation, 
and the DNA was obtaincd by phcnol extraction (19). 
Plasmid DNA was isolated by an alkalinc•SDS lysis method 
(26), For large-scalc prcparations, the plasmid DNA was 
purified by ethidiutn bromide-cesium chloride density gradi-
ent ccntrifugation (26). Restriction endonucleases and T4 
DNA ligase were purchased from Amersham Corp., and the 
rcaction conditions were as spccificd by the manufacturar, 

Plasmid profile and colony and Southern hybridization. 
Colony hybridization was carried out by the method of 
Grunstein and Hogncss (17). R. phaseoli plasmid profiles 
werc obtaincd by the method of Eckhardt (8) and transferred 
to nitrocellulose filters by the method of Southern (43). 
Gcnomic or plasmid DNA was digested with thc indicatcd  

restriction endonucicases. Digestcd DNA was subjected to 
electrophoresis in 1% agarosc gels (26) and transferred to 
nitrocellulose filters by the method of Southern (43). Probes 
were labeled with [oc-'219CTP by nick translation (36). For 
low-stringency hybridizations, the filters were prehybridized 
for 4 h at 42°C in a mixture containing 30% formamidc, 5x 
SSC (1 x SSC is 0.15 M NaCI plus 0.015 M sodium citratc), 
10 mM EDTA (pH 8.0), 0.5% SDS, 20 mM Tris-HCl (pH 
8.0), S x Dcnhardt solution (1x Dcnhardt solution is 0.02% 
Ficoll, 0.02% bovino scrum albumin, and 0.02% polyvi-
nylpyrrolidone), and 100 µg of denatured salmon sperm 
DNA per ml. Thc filters were hybridized for 16 h at 42°C in 
the same solution with the labeled probo and washcd once 
with 2x SSC-0.1% SDS for 15 min at room temperaturc and 
twicc with 2x SSC-0,1% SDS for 15 min at 50°C. The high-
stringency hybridizations werc done in phosphate buffer as 
prcviously described (11). Autoradiography in the presence 
of intensifying screcns was carried out at —70°C. 

RES U LTS 

Isolation of the R. phaseoli recA gene. Thc R. phaseoli recA 
gene was isolated by complementation of a X red gamma 
mutant. Lambda red gamma mutants are able to replicate in 
wild-type E. coli but are unable to grow in E. col! reas( 
mutants (Fec—  phenotype) (44). 

An R. phaseoli CFN42 gcnomic library with the bacterio-
phage X1059 as vector was prcviously constructed (33). In 
chis library, thc 17-kb Bam Hl fragment that contains red and 
gamma genes was substituted by Bam Hl genomic frag-
mcnts. Thc recombinant phages werc plaqued on E. col! 
wild-type (RR1) and reaA13 (H13101) strains. Fec+ phages 
were found at a frequency of 1/1,000 PFU, One Fec+ phagc 
(XRprecA) was partially digested with EcoRI and cloned in 
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FIG. 1. Rcstriction map of R. phascoli recA gcnc. Locatization 
and dircction of transcription of the recA gcnc (.0.), the rcgion of 
homology to the E. coli recA probc (t3), and inscrtion of phagc 
MudIIPR13 that inactivatcs the rcc,1 gcnc (Y) or that do not 
inactivatc the recA gcnc (V) are shown. Abbreviations: E, EcoRI; P, 
Psti; H, 	S, Sal!. , 

pSUP202. Plasmids with the functional recA gcnc were 
selected by thcir ability to confcr resistance to NFT (1 

to strain H13101. Two plasmids, pMS20 and pMS16, 
were selected for further studies. Plasmid pMS20 carries 
tour EcoRI fragmcnts (0.65, 1.15, 1.25, and 1.75 kb), and 
plasmid pMS16 carrics two EcoRI fragments (1.15 and 1.75 
kb) (data not shown). NFT-resistant clones with a single 
EcoRl fragment were not found. 

Mapping of the R. phaseoli recA gene. Figure 1 shows the 
restriction map of the recA rcgion locatcd in plasmid pMS20. 
The pMS20 plasmid digestcd with severa! restriction endo-
nucleases was hybridized with an E. coli recA probc (0.56-kb 
Pstl-EcoRI fragmcnt from pCR3) al low stringency. The 
rcgion that hybridized to the recA probc is shown in Fig. 1. 

Phagc MudIIPR13 was uscd lo mutagenizc thc R. phaseoli 
recA gene in pMS20. pMS20::MudIIPR13 clones were trans-
ferred to HB101 by transformation and tcstcd for sensitivity 
to NFT and for 13-galactosidase activity. Restriction maps of 
NFT-sensitivo and p-galactosidase-positive clones were ob-
tained. Figure 1 shows the direction of transcription of the 
recA gene and of the MudIIPR13 inscrtions. The 1.15-kb 
EcoRl fragmcnt contains the 5' cnd of the recA gene, while 
the rcst (approximately 1.0 kb) is located in the 1.75-kb 
EcoRI fragmcnt. 

Complementation studies of the R. phaseoli recA gene. Thc 
ability of the R. phaseoli recA gene prescnt in pMS16 lo 
complement both a defectiva DNA repair function and a 
rccombination function was studicd. Thc presence of pMS16 
in strain HB101 increased the resistance to MMS and NFT 
but did not restore it to thc level found in the parcntal strain 
(Fig. 2A and 13). 

TABLE 2. Rccombination proficicncy of E. con strains° 

Conjugational 
	

Transductional 
	

PI plating 
Strain 	rccombination 	rccombination 	c fficicncyd  

frcquencyb 
	

frcquency 
	

(PFtJ/mI) 

RR1 9.5 x 10-3  8.6 x 10-6  8.9 X 106  
1113101/pMS16 1.7 x 10-3  5.2 x 10-6  6.2 x 106  
11E3101 <1.0 x 10-7  <LO x 10-9  1.0 x 102  

" Average of threc experimcnts. 
• CHS62 (HfrH) strain was thc donor. Valucs are numbcrs of Lcu# Sir' 

rccombinants per donor. 
• PI phagc lysatc was uscd as donor. Valucs are numbers oí Lcu` Strr 

rccombinants per donor. 
d Dilutions of a PI phage wcrc platcd. 

Thc cfficicncy of P1 phagc lytic growth is controlled by the 
general rccombination system of thc post cell and requires a 
functional recA gene (5). Plasmid pMS16 restored the plague 
formation of P1 in HB101 al a level that is only 30% lower 
than that observed in the wild-type strain (Table 2). 

The ability of the R. phaseoli recA gene to promote 
homologous rccombination was determine(' by standard Hfr 
mating and P1 transduction experirnents. Plasmid pMS16 in 
strain HB101 was ablc to complcment conjugational and 
transductional rccombination. Howcvcr, thc rccombination 
proficiency leve' found was lower than that observed in the 
parental strain (Table 2). 

Construction of R. phascoli recA mutants. We constructed 
R. phaseoli recA mutants by a novel proccdürc which allows 
a dircct positivc sclection for site-specific markcr exchangc. 
The pSUP plasmids (40) are intermediate vcctors uscd 
commonly for sito-specific mutagenesis bccause of thcir 
inability to replicate in Rhizobiwn species (suicide vector). 
However, in chis homogenization proccdure, clones with thc 
substituted region (double rccombinants) are obtained at low 
frequency as compartid with those that have integrated in the 
homologous rcgion along with the vector (single rccombi-
nants). This problem was solved by cloning in the vector a 
conditionally lethal gen; thc Bacilhis 	Ievansucrasc 
gene (sacRB) (13). In several species, thc product of the 
sacRB gene confcrs sensitivity to sucrosc and allows a 
positive selection for clones that have lost it by plating on 
mcdium containing sucrose. Furthermore, the recA gene 
was interrupted by a markcr gene that in low copy number 
confcrs a high level of resistan= 

Plasmid p:s1S26 is a derivative of pMS16 carrying a 2.0-kb 
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FIG. 2. Viability of recA' and rccA cells in thc presence of MMS and NFT. Survival curves are shown of E. eali g R1 (0), HB101/pMS16 
(A), and 1113101 (0) in the presence of MMS (A) and NFT (13). Survival curves are also shown of R. phaseoli CFN42 (II) and CFNX101 (0) 
in thc presence of MMS (C) and NFT (D). Bactcria from a log•phase liquid culture wcrc sprcad on LB or PY platos with MMS or NFT. 
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FIG. 3. Charactcrization of R. phascoli recA mutants. Southcrn 
hybridization of EcoRI-cicavcd Rhizobitim gcnomic DNAs with E. 
coli ree,t (A) and pMS26 (13) probcs. Lancs: 1, CFN42; 2, CFN42:: 
pMS26; 3, CFNX101; 4, CFN285; 5, CFN285;:pMS26; 6, CFNX102. 
Thc lower autoradiogram of panel 13 had 10.fold•iongcr exposure, 

HindIII Sper/Strr fragment from pHP45f1 (32) cloned finto the 
HindllI sito of the recA gene and a 5.7-kb BamEll sacR13 
Kmr Sper/Strr Tmr fragment from pGUS3 (37) inserted finto 
the Bandil site located in the Tc' gene of the vector. This 
ree.A::Sper ailcic is unable to complement the HB101 strain 
for MMS resistancc or recombination proficiency. 

R. phaseoli CFN42 and CFN285 ;me chosen for con-
struction of recA mutants. The mutagenesis was carricd out 
by homogcnization in two steps. In the first step, plasmid 
pMS26 was transferred to R. phaseoli strains by triparcntal 
mating, and clones with pMS26 insertion finto gcnomic recA 
gene were selected for Nal' and Sper. The frequencies of 
pMS26 insertion in CFN42 and CFN285 wcrc 2,0 x 10' and 
6.0 x 10', respectively. In the second step, thc single 
recombinant CFN42::pMS26 and CFN285::pMS26 strains 
were grown in PY medium with 10% sucrose to select the 
vehicle and wild-type recA deletion. For both strains, 
CFN42::pMS26 and CFN285::pMS26, sucrose-resistant 
clones were found at a frequency of 2.0 x 10' and 3.6 x 
10-5, rcspectively. Approximatcly 50% of the sucrose-resis-
tant clones had a Sper Km' Ap' phenotype and are therefore 
a substitution of the recA wild-type gene by the recil:;Sper 
mutated gene. 

Figure 3 shows the Southcrn blot hybridization of strains 
CFN42 and CFN285 and their derivativcs hybridized with E. 
coli recA or pMS26 probcs. The CFN42::pMS26 strain had 
the vector (EcoRI fragmcnts of 5.48, 4.78, and 2.89 kb) and 
both recA+ (EcoRI fragmcnts of 1.15 and 1.75 kb) and recA:: 
Sper (EcoRI fragment of 3.75 kb) (Fig. 3, lane 2). Thc 
CFNX101 strain showcd that the wild-type real fragment 
was substituted by a recA;;Spct fragment (Fig. 3A, lane 3) 
and that the vector was deleted (Fig. 313, lane 3). Hybridiza-
tion at high stringency showcd that strain CFN285 was 
homologaus with thc CFN42 recA region (EcoR1 fragmcnts 
of 0.72, 1.15, and 1.7 kb) (Fig. 313, lanc 4). Moreover, thc 
0.72-kb EcoRI fragment was homologous with the E. coli 

FIG, 4, instability in thc symbiotic plasmid in R. phascoli 
strains, (A) Plasmid profilc staincd with ethidium bromidc; (f3) 
hybridization of plasmid profIle with a symbiotic probe (0.27.kb San 
fragmcnt of nifN gcnc). Lanes: 1, CFN42; 2, CFNX103; 3, 
CFNX104; 4, CFNX105; 5, CFN285; 6, CFNX106. Thc arrows 
show the symbiotic plasmid. 

recA probe (Fig. 3A, iane 4). in the CFN285::ptvIS26 strain, 
the integration of plasmid pMS26 finto thc gcnomic recA gcnc 
was obtaincd by recombination betwecn the 1.7-kb EcoRI 
fragmcnt from CFN285 and the 3.75-kb EcoRI fragmcnt 
from pMS26. This recombination generated two new EcoRI 
fragmcnts of 0.92 and 4.5 kb (Fig. 313, lane 5), In this strain, 
two EcoRI fragmcnts (0.72 and 4.5 kb) hybridized with thc 
recA probe (Fig. 3A, lane 5). In strain CFNX102, the vector 
and 0.72-kb EcoRI (recA wild type) fragmcnts wcrc not 
found, but EcoRI fragmcnts of 1.15 and 4.5 kb (recA::Sper) 
wcrc maintained (Fig. 3, lanc 6). 

Genctic characterization of R. phascoli real mutants. Thc 
CFNX101 strain was more sensitive to MMS and NFT than 
thc wild-type strain (Fig. 2C and D). Both E. coli and R. 
phaseoli strains showcd similar scnsitivitics to MMS, but R. 
phaseoli strains were resistant lo higher conccntrations of 
NFT than the E. coli strains. Thc survival curves of strains 
CFN285 and CFNX102 in responge to MMS and NFT wcre 
similar to those of strains CFN42 and CFNX101, respec-
tively (daca not shown). Thc pBX404.7 plasmid was used to 
determine the recombination proficiency in R. phascoli 
recA+ and real mutants. This plasmid contains two un-
equally truncated and overlapping fragmcnts of the Kmr/ 
Neo' gene from TnS. The restoration of a functional KmV 
Neor gene is obtained by interplasmid rccombination (46). 
Thc frequencies of recombination in strains CFN42 and 
CFNX101 were 2.9 x 10' and 1.01 x 	respectively, 
and in strains CFN285 and CFNX102 were 2.2 x 10' and 
2.0 x 	respectively. 

The CFNX101 and CFNX102 strains were analyzcd for 
thcir symbiotic properties in P. nilgarts. Both recA mutants 
were able to'induce phenotypically normal nodules with a 
4-day dclay. These nodules fix nitrogcn at the same level as 
those formed by thcir parental strains, 

Nitrogenase (my) and melanin (mol) genes are closely 
linked in the symbiotic plasmid (pSym) of severa' R. pitase-
oli strains (25, 27). Instability that affects thc pSym was 
tested by the loss of melanin production or the ,ufH gene. In 
strain CFN42, of 1,500 single colonias tested, 26 (1.7 x 10-2) 
were 	whilc in strain CFNX101, of 3,500 colonies 
examinad, no Mei' clones wcrc found (<2.8 x 10'). These 
Mer clones had a deletion of about 120 kb in the plasmid 
pSym (390 kb) and were unablc to nodulate P. vulgaris. A 
representativa strain (CFNX103) is shown in Fig. 4, lane 2. 
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Because mclanin production in strain CFN285 is low, the 
pSym instability of Chis strain and of its recA derivativc was 
tested by colony hybridization with thc tu/J- probe. In 
CFN285, of 1,100 single colonies tested, 5 (5 x 10-3) were 
ntfilmutants, and in CFNX102, of 1,100 colonics examined, 
2 (1.8 x 10-3) were tufil mutants. Two typcs of 	mutant 
clones were found in strain CFN285. Typc I had the same 
plasmid profile as the parental strain (CFN285) but did not 
hybridize with the nifkl probe (Fig. 4, lane 3). In addition, 
Southern blocs that uscd thc homologous pSym as probc (470 
kb) showed the loss of the whole plasmid (data not shown), 
Typc II had a deiction in the pSyrn of about 100 kb (Fig. 
lane 4). These data suggcst that another plasmid sharcs thc 
samc electrophoretic mobility of pSym. The nifil mutant 
clones in strain CFNX102 were similar to the type I clones of 
strain CFN285 (Fig, 4, lane 6), In addition, typc I and type II 
clones of both strains were unablc to nodulate P. vulgaris. 

DISCUSSION 

Wc cloned thc R. phaseoli recA gene by Fec+  phenotypc 
complementation of bacteriophage lambda and subcloncd it 
to confer resistance to a DNA-damaging agent (NFT) in an 
E. coli recA mutante In most cases, the cloning of recA genes 
has bcen done by interspccific complementation of E. coli 
recA mutants for resistance lo DNA-damaging agcnts (2, 9, 
10, 15, 16, 21, 23, 24, 31, 35), except for Haetnophihts 
influenzae, where the recA gene was isolated by Fcc pheno- 
typc complementation (1), 

The R. phaseoli recA gene in an E. coli recA mutan( 
background was able to restore recombination proficicncy 
and DNA repair activities. The complementad functions 
tested were not al the level of those of a wild-typc E. coli 
strain, perhaps because of low interaction with thc sub-
stratos or low expression of the gene in the E. coli back-
ground. Wc uscd the 0.56-kb EcoRI-Pstr fragmcnt of the E. 
coli recA gene as probc (this fragment contains thc ATPase, 
ATP binding, and protease domains (20, 22]) that hybridized 
to R. phaseoli undcr losv-stringency conditions, 

R. phaseoli CFN42 and CFN285 have diffcrcnt EcoRI 
fragments (1.75 and 0,72 kb, respcctively) homologous to the 
E. coli recA probc. Howcvcr, Southern hybridization at high 
stringcncy showcd that both strains were highly conscrvcd 
in the recA gene region. This conscrvation allowed the 
construction of the CFNX102 strain by gene replaccment by 
using the recA gene of strain CFN42. 

Wc described a now homogcnization proccdurc that is 
basad on the positive selection for loss of the sacRB genes. 
In this proccdure, the vector that has the sacRB genes was 
uscd to obtain thc double rccombinants from single rccom-
binants. The positive selection is an advantage for selecting 
double rccombinants in systems where thcy occur at low 
frequency. 

The R, pliaseoli recA mutan ts constructed were hypersen-
sitive to DNA-damaging agcnts (MMS and NFT) and had a 
lower recombination frequcncy than their parents. Wc uscd 
the restoration of the Kmr/Neor gene in the plasmid 
pDX404.7 to mcasurc the intermolecular rccombination fre-
queney (46). 13y use of this system, Xu ct al. (46) reported a 
reduction in the rccombination frequency of approximately 
800- and 1,000-fold in E. cok and Agrobacterium turne-
faciens recA mutants, respectively. With this system, we 
observed a reduction of 100-fold for CFNXI01 and 300-fold 
for CFNX102 in their recombination frequencies. Thc re-
maining recombination activity shown by R. phaseoli recA 
mutants could be due to other rccombination genes. 

The R. phascoli recA mutants had a nodulation delay and 
were able to fix nitrogcn in P. vulgaris. Wc think that thc 
nodulation delay is due to low viability of the strains. That 
the recA gene rcgulates some genes involved in riodulation is 
a possiblc alternativo. In this rcgard, the pectin lyase gene of 
the plant pathogen Erwinia carotovora, that is involvcd in 
the pathogenicity, appears lo be regulated by the recA gene 
(28). 

The pSym instability in strain CFN42 was tested by the 
loss of mclanin production. The event was a deletion in the 
pSym of about I20 kb that occurs with a cumulativo fre-
quency of 1.7 x 10-2  and was recA dcpcndent. This rear-
rangement was similar to othcrs previously found in our 
taboratory (37). 

Two evcnts of symbiotic instability were detected in strain 
CFN285, a deletion event of about 100 Kb in the pSym (type 
II) and the loss of whole pSym (typc E). Wc found the type 1 
event in strain CFNX102 only; therefore the loss of the 
pSym was recA independent. In pSym, several familics of 
reiterated sequences have becn found (14); some of these 
scquences (those that are in a direct oricntation) may par-
ticipatc in homologous rccombination to generale a deleted 
pSym. A diffcrcnt approach is required to stabilizc the 
symbiotic phcnotypc in thosc strains that lose che pSym. The 
participation of the recA gene in symbiotic instability in 
othcr R. phaseoli strains is now undcr study, 
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RESULTADOS ADICIONALES 

En el trabajo adjunto se describe principalmente la donación y caracterización del gen 

recA de R. phaseoli,  así como la construcción del plásmido pMS26 que facilitó la 

homogenotización de la mutación recA::Sper en diferentes cepas de R. phaseoli. 	La 

construcción de las cepas con la mutación recA::Sper fue con el objetivo de conocer cual es 

la participación del gen recA en diferentes eventos de recombinación (intermolecular de 

plásmidos pequeños, intramolecular en el plásmido simbiótico, e intermolecular de 

plásmidos grandes durante la conjugación). En esta sección se describen Jos siguientes 

resultados: 

1.- Caracterización del plásmido pC1-1. Este plásmido contiene información genética que 

confiere la resistencia a mutágenos, lo que sugiere que podría estar involucrada con la 

recombinación. 

2.- Obtención de cepas de R. phaseoli  con la mutación recA::Sper. La construcción de las 

mutantes recA en las diferentes cepas de R. phaseoli  se realizaron utilizando al plásmido 

pMS26. Las cepas elegidas para la homogenotización, son polimorfícas y con diferente 

homología en la región del gen. 

3.- Análisis de diferentes eventos de recombinación, Las cepas construidas se utilizaron 

para estudiar la participación del gen recA en los siguientes eventos de recombinación: 

• Recombinación intermolecular de plásmidos pequeños. 

- Amplificación de una región flanqueada por secuencias repetidas en el plásmido 

simbiótico. 

• Deleción de una región flanqueada por secuencias repetidas en el plásmido simbiótico, 
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- Formación de cointegrados y rearreglos moleculares entre plásmidos grandes de R. 

phaseoli durante la tranferencia del plásmido simbiótico. 

El estudio de los diferentes eventos de recombinación en R. phaseoli, así como la 

dependencia de éstos por la proteína RecA, fue con el objeto de comprender mejor la 

dinámica molecular de los plásmidos, en especial la del plásmido simbiótico, ya que 

algunos rearreglos en este plásmido podrían afectar las capacidades de nodulación y fijación 

de nitrógeno. 

1.- CLONACION Y CARACTERIZACION DE UNA REGION QUE CONFIERE 

RESISTENCIA A MUTAGENOS. 

La mayoría de las cepas deficientes en recombinación son sensibles a agentes 

mutagénicos. La restauración de la resistencia a los mutágenos permite seleccionar de un 

banco genómico aquellas donas que contienen el gen silvestre. La Dra. Guadalupe Espín 

generó un banco genómico de la cepa CFN42 construido con fragmentos de EcoR1 y 

donados en el plásmido pSUP205. El banco genómico fuó transferido a la cepa de E. coli 

HB101 (recA13) por transformación seleccionando aquellas donas que confirieron la 

resistencia a 1 ptg/m1 de nitrofurantoina (NFT). De este experimento se seleccionó sólo la 

clona denominada pCl-1. 

El plásmido pCl-1 tiene aproximadamente 40-kb (Fig. 1) y confiere a la cepa HB 101 

la resistencia a metil-metanosulfonato (MMS) y NFT (Fig. 2). El nivel de restauración a 

los mutágenos fue de un 50% comparado con la cepa silvestre (RR1). Este plásmido en la 

cepa 1•IB101 fue incapaz de complementar las funciones de recombinación conjugacional 
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(mediada por 1-Ifr) o transduccional (mediada por P1). En condiciones de baja severidad 

(forrnamida 20%, 42°C), el probador gen recA de E. coli (0.56-kb PstI/EcoRI del pCR3) 

hibridizó con un fragmento de EcoRI de 1.5-kb del pCl-1, el cuál no corresponde al 

observado en el genoma de R. phaseoli (fragmento de 1.75-kb de EcoRI)(Fig. 1). Estos 

datos sugieren que el plásmido pCl-1 tiene algún gen que proporciona la resistencia a los 

mutágenos y que no complementa las funciones de recornbinación. Además, la hibridización 

con el gen recA puede estar dada por la homología de un dominio y que posiblemente el 

fragmento de 1.5-kb contiene parte de este gen. 

2.- CONSTRUCCION DE CEPAS DE R. phaseoli CON LA MUTACION reck:Sper, 

Las cepas de R. phaseoli elegidas para la hornogenotización de la mutación recA::Sper 

fueron; CFN2001 (derivada de CFN42, sin el pSim, ni el p42a), CFN2370 (derivada de 

CFN23, sin pSim) y CFN299 (ver Tabla 1). La mutagenesis del gen recA se realizó por 

reemplazamiento genético, usando el plásinido pMS26, como anteriormente se mencionó. 

El plásmido pMS26 fué movilizado con la ayuda del plásmido pRK2013 a las cepas de 

Rhizobium. 	Las clonas con la inserción del pMS26 (recombintmtes sencillas) se 

seleccionaron en PY Nal(20 tg/m1) Spc (50 14/m1). La frecuencia de integración del 

pMS26 en las cepas isogénicas CFN42 y CFN2001 fue idéntica, pero en las otras cepas 

disminuyó de 30 a 1000 veces, posiblemente porque las dos regiones (recA) en donde se 

efectúo la recombinación, no son 100% homólogas. La excisión del plásmido pMS26 y del 

gen recA funcional (dobles recombinantes) fue seleccionada en PY con sacarosa al 10%. En 

la Tabla 2 aparecen la frecuencias de sacarosa-resistentes para las diferentes cepas. La 

frecuencia de excisión disminuyó 10 veces cuando ésta se efectúo entre genes heterólogos. 
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Tabla 1. Cepas de R. phaseoli usadas en el u-abajo. 

cepa 	 fenotipo relevante 

CFN42 	 aislado natural, Nal' 
CFN285 	 aislado natural 
CFN2370 	 derivada de la CFN23 
CFN299 	 aislado natural 
CFN2001 	 derivada de CFN42, pero sin pSim y p42a 
CFNX5 	 derivada de CFN42, con pSimX5 (nifHc::GDYN1) 
CFNX4 	 derivada de CFN42, con pSimX4 (nifHa::GDYN1) 
CFNX6 	 derivada de CFN42, con pSimX6 (niflib::GDYN1) 
CFNX101 	 derivada de CFN42, pero recA::Sper 
CFNX102 	 derivada de CFN285, pero recA::Sper 
CFNX103 	 derivada de CFN42, pero pSim deletado, Mei', Nod* 
CFNX104 	 derivada de CFN285, pero pSim curado 
CFNX105 	 derivada de CFN285, pero pSim deletado, Nod* 
CFNX106 	 derivada de CFNX102, pero pSim deletado 
CFNX107 	 derivada de CFN2001, pero recA::Sper 
CFNX108 	 derivada de CFNX107, pero Eryr 
CFNX109 	 derivada de CFNX107, con pSimX5 
CFNX112 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX5 y p42a 
CFNX114 	 derivada de CFN2001, pero con pSimX5::p42a 
CFNX115 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX5::p42a 
CFNX116 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX5::p42a 
CFNX117 	 derivada de CFNX108, pero con pSimX5::p42a 
CFNX118 	 derivada de CFNX108, pero con pSimX5::p42a 
CFNX119 	 derivada de CFNX108, pero con pSimX5::p42a 
CFNX120 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX5del::p42a 
CFNX122 	 derivada de CFN2001, pero con pSimX4 
CFNX123 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX4 
CFNX124 	 derivada de CFN2001, pero con pSimX5 
CFNX125 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX5 
CFNX126 	 derivada de CFN2001, pero con pSimX6 
CFNX127 	 derivada de CFNX107, pero con pSimX6 
CFNX128 	 derivada de CFN2370, pero recA::Spc‘ 
CFNX129 	 derivada de CFNX299, pero recA::Sper 
CFNX130 	 derivada de CFNX299, pero recA::Sper 
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Figura 1.- Caracterización del plásinido pC1-1. DNAs digeridos con EcoRI y teñidos con 
bromuro de etidio del plásmido pC1-1 (1) y de la cepa CFN42 (3). (2) y (4) 
Autorradiogramas de la hibridización con el probador del gen recA de E. coli (0.56kb 
EcoRliPstI del pCR3) de los carriles 1 y 3, respectivamente. Las condiciones de 
hibridización fueron de baja severidad (formamida 20%, 42°C). 
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Sin embargo, una clona recombinate sencilla de la cepa CFN299, denominada CFN299::- 

pMS26C1, presentó una alta frecuencia de formación de donas sacarosa-resistentes (1000 

veces más frecuente que en la clona CFN299::pMS26C2), ésta inestabilidad no correlacionó 

con un incremento en la frecuencia de recombinación interplasmídica obtenida con el 

plásmido pBX404-7 (2 x 10'). Aproximadamente el 50 % de las clonas sacarosa- 

resistentes fueron, Spr Km' MMS` y por lo tanto conservaron la mutación recA::Sper. 

El análisis molecular de la inserción y excisión del plásmido pMS26 en la construcción 

de las mutantes recA se realizó por medio de hibridizaciones tipo Southern. 

En la cepa CFN2001, la inserción del plásmido pMS26 se efectuó el) la región de 

recA. La cepa CFNX107 (recA::Spc') derivada de la CFN2001, fué generada por la 

recombinación entre los dos genes recA repetidos de la cepa CFN2001::pMS26 que causó 

la deleción del gen recA silvestre y del pMS26 (Fig. 3, carril 6). Esta homogenotización 

fue idéntica a la descrita previamente en la cepa CFN42. 

Tabla 2. Frecuencia de inserción y excisión del plásmido pMS26 en diferentes cepas de 
Rhizobium phaseoli  

cepa 
	

Frecuencia 	 Frecuencia 
inserción b excisión 

CFN42 	 2 x 10' 	 2.0 x 10' 
CFN2001 	 2 x 10' 	 2.0 x 10' 
CFN285 	 6 x 10' 	 3.6 x 10' 
CFN2370 	 6 x 10 6 	 3.0 x 10" 
CFN299 	 2 x 104 	CFN299::pMS26C2 	1.1 x 10' 

CFN299::pMS26C1 	2.5 x 104  

a Valores promedio de 2 6 3 experimentos. 
Expresada como número de recombinantes por donadora 
Expresada como número de sacarosa-resistentes por célula. 
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La cepa CFN2370 presentó tres fragmentos de EcoRI (0.7, 1.15 y 1.7-kb) homólogos a 

la región de recA del pMS26 (Fig. 3, carril 1). El plásmido pMS26 se integró por una 

recombinación entre los fragmentos de EcoRI de 0.7-kb (del genoma) y de 3.75-kb (del 

pMS26). Este evento generó dos nuevos fragmentos de EcoR1 (1.0 y 3.4-kb) no presentes 

en el plásmido o genoma (Fig. 3, carril 2). La excisión del pMS26 y del gen recA 

silvestre se observó por la pérdida de los fragmentos de EcoRI de 0.7 (recA, silvestre), LO, 

3.5, 5.2, y 5.9-kb (fragmentos del vehículo) y la conservación el fragmento híbrido de 

3.4-kb de EcoRI (recA::Spcg (Fig. 3, carril 3). La mutante reck:Sper derivada de la 

CFN2370 se denominó CFNX12S. 

La cepa CFN299 tiene dos fragmentos de EcoRI (0.7 y 0.8-kb) homólogos a la región 

recA de la CFN42 (Fig. 3 carril 7). 	Los resultados del análisis molecular de las 

recombinantes sencillas derivadas de la cepa CFN299 (CFN299::pMS26C1 y 

CFN299::pMS26C2) son poco claros. En la cepa CFN299::pMS26C1 el plásmido pMS26 

posiblemente se integró por medio del fragmento 5.3-kb de EcoRI del vector, el cuál 

cambió de peso molecular (5.1-kb EcoRI) y generó un fragmento de 1.9-kb de EcoRI (Fig. 

3, carril 8). Análisis de dos donas sacarosa-resistentes (CFNX129 y CFNX130) derivadas 

de la CFN299::pMS26C1 con fenotipo Reck (Sp' Knf Aps MMS3), presentaron un patrón 

de restricción inesperado. En ambas donas analizadas (CFNX129 y CFNX130) se perdió el 

fragmento de 0.7-kb EcoRI homólogo a la región de recA de la CFN42 y de a coli. Sin 

embargo, varios fragmentos de EcoRI del vehículo se conservaron en ambas donas (1.9, 

3.5-kb) (Fig. 3, carril 9 y 10). Estos cambios son difíciles de explicar con un sólo evento 

de recombinación, es posible que hayan ocurrido varios eventos, los cuales permitieron 

conservar parte del vector. Independientemente de estos datos, las cepas 
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Figura 3.- Caracterización de las mutantes recA de R. phaseoli.  Autorradiografía de la 
hibridizacion tipo Southern de los DNAs totales digeridos con EcoRI e hibridizados 
con el plásmido pMS26. Carriles: 1, CFN2370; 2, CFN2370::pMS26; 3, CFNX128; 
4, CFN2001; 5, CFN2001::pMS26; 6, CFNX107; 7, CFN299; 8, CFN299::pMS6C1; 
9, CFNX129; 10, CFNX130; 11, CFN299::pMS26C2, Las condiciones de 
hibridización fueron de alta severidad (Amortiguador de fosfatos, 65°C), 
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CFNX129 y CFNX130 fueron sensibles a agentes mutagénicos y tienen una disminución de 

100 veces en la frecuencia de recombinación (Tabla 3). La clona CFN299::pMS26C2, 

mostró que el fragmento de 3.75-kb EcoRI (recA::Sper) del pMS26, disminuyó de peso 

molecular (3.5-kb EcoR1) y los dos fragmentos homólogos de la región recA de la CFN42 

no tiene alteración alguna (Fig. 3, carril 11). Estos datos indican que la región recA de las 

cepas CFN299 y CFN42 tienen poca homología y que los diferentes rearreglos observados 

en la homogenotización pueden deberse a ésta baja homología. 

Las cepas con la mutación recA::Sper fueron más sensibles a los mutágenos MMS y 

NFT que la cepa parental y el nivel de sensibilidad fue similar a las cepas CFN42 y su 

derivada recA. 

3.- ESTUDIO DEL PAPEL DEL GEN recA EN DIFERENTES EVENTOS DE 

RECOMBINACION. 

Las cepas de R. phaseoli con la mutación recA::Sper fueron utilizadas para analizar el 

papel de la proteína RecA en diferentes eventos de recombinación. Estos estudios nos 

permitirá conocer y comprender mejor los rearreglos genómicos que generan la inestabilidad 

simbiótica. La recombinación intermolecular de plásmidos pequeños fue cuantificada con el 

plásmido pBX4O4-7 (externo del genoma de R. phaseoli), mientras que la recombinación 

intramolecular e intermolecular dentro del genoma de R. phaseoli fue realizada en el pSim. 

Esta sección contiene los siguientes puntos: 

a) Recombinación intermolecular en plásmidos pequeños. 

b) Análisis molecular de eventos que ocurren en Rhizobium obtenidos sin marcadores de 

selección positiva. 
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e) Amplificacion y delecion de una región flanqueada por secuencias homólogas en el 

plásmido simbiótico, 

d) Formación de cointegrados entre plásmidos grandes durante la conjugación del 

plásmido simbiótico. 

a) Recombinación intermolecular en plásmidos  pequeños. 

La frecuencia de recombinación intermolecular de las cepas fue determinada por la 

restauración del gen Km del plásmido pequeño pBX404-7 (13.9-kb). 	Este plásmido 

contiene el gen Km en dos fragmentos separados en dirección opuesta, y con una pequeña 

región de homología (52). 	Las frecuencias obtenidas en las cepas con la mutación 

recA::Sper fueron 100 veces menores que las encontradas en la cepa parental (Tabla 3). En 

la cepa silvestre CFN299, la frecuencia de recombinación fue 5 veces menor a la observada 

en las otras cepas. 

Tabla 3. Frecuencia de recombinación de las cepas de R. phaseoli, cuantificadas por 
la restauración del gen Km del pBX404-7 1. 

cepa 	 recA+ 	reck 

CFN42 	 2.9 x 104 	1.0 x 10' 
CFN2001 	 2.4 x 104 	2.1 x 
CFN285 	 2.2 x 104 	2.0 x 
CFN2370 	 1.8 x 104 	2.5 x 
CFN299 	 4.1 x 10' 	5.3 x 10' 

" Valores promedio de 3 6 4 experimentos. La frecuencia es expresada como el número de 
kanamicina-resistentes por célula. 
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b) Análisis molecular de eventos obtenidos sin marcadores de seleción positiva. 

Dos eventos que generan la inestabilidad simbiótica en las cepas CFN42 y CFN285 se 

analizaron a nivel molecular. 	Estos eventos fueron seleccionados por la pérdida de 

producción de melanina o de los genes nifH. 

El mapa de restricción para la enzima BamH1, así como la localización de las 

secuencias reiteradas y de algunos genes en el plásmido simbiótico de la cepa CFN42 se 

han reportado recientemente (Fig. 4 y 5) (13). Este plásmido tiene dos operones nifHDK 

(región nifHa y región nifHb) separados por 120-kb y en orientación directa. Dentro de la 

región de 120-kb se encuentra un tercer gen nifH (región nifHc), así corno varios genes de 

modulación y fijación de nitrógeno como nodB, nodC, nodD, nifA, etc. (13,49). 

En la cepa CFN42 la inestabilidad simbiótica fue observada por la pérdida de la 

producción de melanina (Mei). En las clonas Mei", el pSim tiene una deleción de 120-kb. 

Este evento fue recA dependiente. La determinación del punto de recombinación en el 

plásmido deletado se realizó por hibridizaciones tipo Southern. Los DNAs totales de las 

donas Mei' digeridos con BamHI se hibridizaron contra varios cósmidos que cubren todo el 

pSim y con un probador interno del gen de la nitrogenasa (0.27-kb SalI de nifH). La cepa 

CFNX103 (representativa de las clonas Mer), sólo presentó un nuevo fragmento de 9.9-kb 

que hibridiza con el probador nifH (Fig. 6, carril 2), el tamaño de este fragmento 

corresponde a un fragmento híbrido compuesto por los extremos 5'region nifHa y 3'region 

nifHb (ver Fig. 8). Los extremos de la deleción en la regiones nifH son observados por la 

hibridización contra los cósmidos cGD7 y cGD45. Las bandas 1 (nifHa) y 2 del pSim son 

detectadas con el cósmido cGD7 (Fig. 6, carril 4), mientras que, las bandas 25 (nifHb) y 26 
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del pSim son detectadas con en el cósmido cGD45 (región nifi-lb) (Fig. 6, carril 6). Estos 

cuatro fragmentos son los extremos internos de la región de 120-kb y los cuáles no están 

presentes en el pSim deletado de la cepa CFNX103. Hibridizaciones contra los cósmidos 

que cubren todo el pSim, comprobaron que la recombinación entre las regiones nifHa y 

nifHb causaron la deleción de toda la región de 120-kb (la deleción incluye la región nifHc 

y varios genes nod y fix). 

En la cepa CFN285 la inestabilidad genómica fue de dos tipos: tipo 1, curación del 

pSim y tipo 11, deleción en el pSim. La inactivación del gen recA no afectó la curación 

del pSim (ver articulo). Las cepas CFNX104 (recAl y CFNX106 (recA') que curadas del 

pSim (tipo 1), presentaron un patrón plasmídico idéntico al de la cepa silvestre. Estas 

donas no hibridizaron con el rastreador de nifH (Fig. 7, carriles 1 y 4), ni con el pSim 

(Fig. 7, carriles 5 y 8) lo que indica la pérdida total del pSim. La cepa CFNX105 (recAl 

representativa del evento de deleción en el pSim (tipo 11), tiene un nuevo plásmido de 

aproximadamente 390-kb. Esta cepa hibridizó con el pSim (Fig. 7, carril 6) y en lugar de 

tener las tres bandas de hibridización con nifH, sólo se observó una nueva banda de 

aproximadamente 20-kb (Fig. 7, carril 2). Estos datos indican que la deleción fue generada 

por una recombinación entre dos regiones nifH, muy similar a la encontrada en la cepa 

CFN42. Por otro lado, estos datos indican la existencia 'de un plásmido que tiene la misma 

movilidad electroforética que el pSim, el cual no había sido descrito. 
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Figura 4. Mapa de restricción del pSim de la CFN42 para amHI y localización los 

cósmidos. Tomado de Girard, M.L. et al (13). 
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Figura 6.- Caracterización molecular del pSim de la cepa CFNX103. Autorradiografías de 
las hidridizaciones tipo Southern de los DNAs totales digeridos con BamHi e hibridizados 
contra los probadores nifH (carriles 1 y 2), cGD7 (carriles 3 y 4) y cGD45 (carriles 5 y 
6). Carriles: 1, 2 y 3 , CFN42; 2, 4 y 6, CFNX103. Las condiciones de hibridización 
fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 62 C). 

Figura 7. Caracterización molecular de los eventos de inestabilidad genómica de las cepas 
CFN285 y CFNX102 (recA). Autorradiografías de las hibridizaciones tipo Southe 

es:rn contra 

los probadores de 	
(carriles 1 a 4) y pSim285 (carriles 5 a 8). Carril 	1 	5, y 

CFNX104; 2 y 6, CFNX105; 3 y 7, CFN285; 4 y 8, CFNX106. 
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c) Amplificación y deleción de una región flanqueada por secuencias homólogas en el 

plásmido simbiótico. 

En el laboratorio, David Romero construyó un sistema de selección positiva para 

diferentes tipos de rearreglos genéticos como son, amplificaciones, deleciones, inserciones y 

curaciones de plásmidos (33). 	Este,  sistema consiste en un "cassette" (GDYN1) que 

contiene los genes SperiStrr Kmr/Genr y sacRB. El gen KinriGenr tiene la propiedad de 

responder a dosis génica. El gen sacRB codifica para la enzima levansacarasa, la cuál 

confiere sensibilidad a sacarosa en varias bacterias Gram-negativas. Con este sistema en la 

fue posible observar amplificaciones y deleciones en el pSim de la cepa CFN42 (33). 

Se eligió al plásmido simbiótico (pSim) la cepa CFN42 para el estudio de los eventos 

de recombinación en las cepas recA+ y recA. La elección se debió a que el mapa de 

restricción del pSim es conocido y por que en esta cepa se han descrito eventos de 

inestabilidad genómica. Esta cepa tiene seis plásmidos denominados, p42a (170-kb), p42b 

(170-kb), p42c (270-kb), p42d o pSim (390-kb), p42e (510-kb) y p42f (630-kb). Para el 

estudio de la inestabilidad en el pSim de la cepa CFN42, David Romero construyó tres 

plásrnidos en donde el "cassette" (GDYN1) fue insertado por reemplazamiento genético en 

cada una de las tres reiteraciones nifH, los plásmidos obtenidos se denominaron, pSimX4 

(insertado en nitlia), pSimX5 (insertado en nifHc) y pSimX6 (insertado en nifHb). 

Los plásmidos pSimX4, pSimX5 y pSimX6 se transfirieron a las cepas CFN2001 

(Le,cAi) y CFNX107 (recA'), derivadas de la cepa CFN42 que no tienen ni el pSim, ni el 

plásmido p42a. La transferencia del pSim se realizó sin ayuda de sistemas de mobilización 

externos. El patrón plasmídico, así corno los DNAs totales digeridos con BamHI se 
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hibridizaron contra el probador de 	 Se seleccionaron las donas que contenían el pSim 

y el número de reiteraciones esperado y se denominaron: CFNX122 (CFN2001/pSimX4), 

CFNX123 (CFNX107/pSimX4), CFNX124 (CFN2001/pSimX5), CFNX125 (CFNX107/-

pSimX5), CFNX126 (CFN2001/pSimX6), y CFNX127 (CFNXI07/pSimX6). 

Las cepas anteriormente mencionadas fueron plateadas en PY conteniendo diferentes 

concentraciones de Km (15, 50 y 75 ig/mi) o con sacarosa al 12.5%. De la población 

resistente a sacarosa (12.5%) o a Km (75 µg/ml) se tomaron varias colonias y se analizaron 

a nivel molecular para saber si estas contenían amplificaciones o deleciones. El análisis 

molecular de las colonias consistió en observar el patrón plasmídico, así como la 

hibridización de éste y de DNAs totales digeridos con BamHI contra del probador de nifl-I. 

El probador del gen nifH (0.27-kb Sall de nifH) revela las reiteraciones nifH con la misma 

intensidad, ya que tienen la misma secuencia nucleotfdica (31). En el caso de tener un 

plásmido simbiótico con alguna de regiones nifH amplificada, la intensidad de hibridización 

de las reiteraciones será diferente. Ejemplos de este análisis son mostrados en las Figuras 

9, 10 y 11. 

En la cepa CFNX122 (recklpSimX4, nifHa::GDYN1). 	De las cinco colonias 

resistentes a Km (75 1.1g/m1) analizadas, sólo una mostró un incremento en el peso 

molecular del pSim, mientras que en las cinco colonias sacarosa-resistentes analizadas, hay 

una deleción de aproximadamente 120-kb en el pSim. Esta deleción fue generada por una 

recombinación entre las regiones nifHa y nifHb. En la cepa CFNX123 (recAipSimX4, 

nifHa::GDYN1), las seis colonias resistentes a Km (75ptg/m1) analizadas, tienen el pSim sin 

alguna alteración en el peso molecular, mientras que las cuatro donas sacarosa-resistentes 

analizadas, mostraron la pérdida total del pSim. 
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Las seis clonas analizadas de la cepa CFNX126 (reciWpSin-IX6, nifHb::GDYN1) 

resistentes a Km 75 ptg/ml, tienen un incremento de tamaño en el pSim (Fig. 9A, carriles 4 

a 9). DNAs totales digeridos con BamHI e hibridizados contra el probador de nifH  

muestran un incremento en la intensidad de dos bandas. La densitometría de las bandas 

corresponde a una intensidad de 5:1:5 (5 para la banda compuesta por los fragmentos 

nifHb-GDYM1 y 5'nifHb/3'nifHa-DGYN1; uno para la banda de nifHa; 5 para la banda de 

nifHc) y sugiere que el pSim tiene cinco veces la región de 120-kb (Fig. 10, caniles 4 y 

5). Las clonas sacarosa resistentes de la cepa CFNX126, presentan una deleción de 120-kb 

(Fig. 9A, carriles 1 y 2) que fue generada por una recombinación entre nifHa y nifHb (Fig. 

10, carriles 1 y 2). En la cepa CFNX127 (recA/pSimX6, nifHb::GDYN1) las seis colonias 

resistentes a Km (75 tg/m1) analizadas, no tienen alteración en el tamaño del pSim (Fig. 

9B, carriles 5 a 10) y tampoco muestran una intensidad diferente en las regiones nifH (Fig. 

10, carriles 10 y 11). Las colonias sacarosa-resistentes de la cepa CFNX127 analizadas, 

perdieron el pSim (Fig. 9B, carriles 1 a 3 y Fig. 10, carriles 6 a 8). 

En la cepa CFNX124 (reckf/pSimX5, nifHc::GDYN1), de las seis colonias resistentes a 

Km (75 tg/m1) analizadas, todas tienen un incremento de peso molecular en el pSim. 

DNAs totales digeridos con BamH1 mostraron cuatro bandas de hibridización con el 

probador nifH.  La densitomería de las bandas revela una intensidad de 5:1:1:4 (cinco para 

la banda nifHc::GDYN1 una para la banda nifHa : una para la banda nifHb : cuatro para 

la banda 5'nifHa/3'nifHb) que corresponde a un pSim con cinco copias de la región de 

120-kb (Fig. 11). Las clonas sacarosa-resistentes de la cepa CFNX124 tienen una deleción 

de 120-kb que es el producto de la recombinación entre las regiones de nifHa y nifHb (Fig. 

11, carriles 1 y 2). Las colonias resistentes a Km (75 pg/m1) de la cepa CFNX125 
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Figura 8.- Diagrama esquemático de las inserciones del GDYN1 en el plásmido simbiótico 
(parte superior). Mapa de restricción de las regiones nifHa, nifHb, y nifHc, así como los 
pesos moleculares de los productos de recombinación entre las regiones nifHa y nifHb 
(parte inferior). A la derecha se muestran los pesos moleculares de cada región con la 
inserción del GDYN1. 
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Figura 9.- Autorradiografía del patrón plasrnfdico de las donas conteniendo el pSimX6 
hibridizado con el probador de nifH. (A) donas en fondo genético recA+. Carriles: 
1,CFNX126 del l; 2, CFNX126 del2; 3, CFNX126; 4, CFNX126 Km l; 5, CFNX126 
Km2; 6, CFNX126 Km3; 7, CFNX126 Km4; 8, CFNX126 Km5; 9, CFNX126 Km6. (B) 
donas en fondo genético recA. Carriles: 1, CFNX127 curl; 2, CFNX127 cur2; 3, 
CFNX127 cur3; 4, CFNX127; 5, CFNX127 Kml; 6, CFNX127 Km2; 7, CFNX127 Km3; 
8, CFNX127 Km4; 9, CFNX127 Krn5; 10, CFNX127 Km6. Las condiciones de 
hibridización fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C). 
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Figura 10.- Autorradiografía de la hibridización de los DNAs totales digeridos con BamHI 
de donas conteniendo el pSimX6 e hibridizados con el probador de nifH (0.27kb-SalI de 
nifH). Carriles 1, CFNX126 dell; 2, CFNX126 del2; 3, CFNX126; 4, CFNX126 Km1; 5, 
CFNX126 Km2; 6, CFNX127 curl; 7, CFNX127 cur2; 8, CFNX127 cur3; 9, CFNX127; 
10, CFNX127 Km1; 11, CFNX127 ICra2. Las condiciones de hibridización fueron de alta 
severidad (amortiguador de fosfatos, a 65°C). 
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Figura 11.- Autorradiografía de la hibridización de los DNAs totales de donas conteniendo 
el pSimX5 digeridos con Bar n111 e hibridizados con el probador de nifH (0.27kb-SalI 
de nifH). Carriles: 1, CFNX124 dell; 2, CFNX124 del2; 3, CFNX124; 4, CFNX124 
1Cm1; 5, CFNX124 Km2; 6, CFNX125 curl; 7, CFNX125 cur2; 8, CFNX125 dell; 9, 
CFNX125; 10, CFNX125 Km 1; 11, CFNX125 Km2, Las condiciones de hibridización 
fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos a 65°C). 
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Tabla 4. Frecuencia de Amplificaciones, deleciones y pérdida total del plásmido simbiótico 
de la cepa CFN42. 

cepa 

CFNX4 	 CFNX5 
	

CFNX6 
evento 	 (nifHa::GDYM1) 	(nifilc::GDYM1) 	(niff-lb::GDYM1) 

(selección) 

Amplif. 	wit 	1.1 x 10-4 	7.6 x 	 3.7 x 10' 
(Km75) 	recA 	>7.4 x 10' 	>3.3 x 10' 	>3.4 x 10' 

Delec. 	w.t 	4.0 x 	 6.0 x 	 3.1 x 
(Sac 12.5%) recA 	>3.8 x 10' 	1.0 x 10' 	>1.4 x 10' 

Curación 
(Sac 12.5%) recA 	3.8 x 10' 	2.0 x 10' 	1.4 x 10' 

(recAlpSirnX5) analizadas, no muestran un aumento en el tamaño del pSim y la intensidad 

de las bandas de hibridización con el probador nifH son muy similares (Fig. 11, carriles 10 

y 11). De las colonias sacarosa-resistentes de la cepa CFNX125 (recA/pSimX5) analizadas, 

sólo una de ellas mostró un deleción en el pSim. La deleción ocurrió por la recombinación 

entre las regiones nifHa y niflib (Fig. 11, carril 8), todas las demás colonias mostraron la 

pérdida total del pSim (Fig. 11, carriles 6 y 7). 

Con las frecuencias de formación de las colonias en los diferentes medios y la fracción 

que estas presentaron un evento molecular, podemos deducir la frecuencia aproximada con 

la que ocurren los eventos de amplificación, deleción y curación (Tabla 4). 	La 

amplificación y deleción de la región de 120-kb ocurrió por la recombinación entre las 

regiones nifHa y niffib, éstos eventos aparecen con una frecuencia de 10' en las células 

silvestes. La amplificación de la región en la mutante recA::Sper no fue observada. La 
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deleción de la región de 120-kb en la mutante recA::Sper, sólo fue observada en el 

plásmido pSimX5 (nifHc::GDYN1), ésta aparece con una frecuencia de 1.0 x 10.5  (60 veces 

menor a la de la cepa recA+) (Tabla 4). La curación del pSim sólo fue observada en la 

cepa reck:Sper a una frecuencia de 2 x 

d) Formación de cointegrados entre plásrnidos rndes durante la conjusapión. 

La transferencia del pSim de la cepa CFN42 de R. phaseoli a una alta frecuencia 

(10-3) se ha logrado, por la introducción de la región de movilización contenida en un 

transposón y la cornplementación in trans de los genes de la transferencia. 	En el 

laboratorio S. Brom utilizando estos sistemas, observó que el plásmido p42a de la CFN42 

podría incrementar la transferencia del pSim. En los experimentos siguientes se describe la 

transferencia del pSim en ausencia de sistemas de conjugación externos al Rhizobium. 

Además, se evaluó la participación del plásmido p42a en la transferencia. Por otro lado, 

durante la tranferencia del pSim, varios rearreglos molecuares fueron observados. La 

participación del gen recA en estos rearreglos fue analizada. 

Los plásmidos usados para los experimentos de conjugación fueron construidos en la 

cepa CFN42 por David Romero. En estos plásmidos el "cassette" GDYN1 fue insertado por 

reemplazamiento genético en cada una de las regiones nifH del pSim (pSimX4, pSimX5 Y 

pSimX6) (ver Fig. 8). Las tres diferentes construcciones presentaron un comportamiento 

idéntico en los experimentos de transferencia del pSim por conjugación, en base a esto 

presentaré sólo los datos con el plámido pSimX5, como representativo de ellos. 
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El plásmido pSimX5 de la cepa CFNX5 (CFN42/pSimX5) fue transferido a las cepas 

CFN2001 (derivada de la CFN42, sin el pSim ni el p42a) y CFNX107 (derivada de la 

CFN2001, reck:Spcg. Las exconjugantes fueron selecionadas en PY Rif(5q.tg/m1) Km (15 

lig/mi), y contraselecionadas para SpcT y sacarosa-sensibles. La frecuencia de transferencia 

fue de 1 x 104  exconjugantes por célula donadora. 

El análisis del patrón plasmídico de las exconjugantes, reveló 3 patrones diferentes 

(Fig. 12): Patrón I, tiene los cuatro plásmidos de la CFN2001 (p42b, p42c, p42e y p42f) y 

el pSimX5 (p42d); patrón II, tiene los cuatro plásmidos de la CFN2001, el pSimX5 y otro 

plásmido que migra a nivel del p42b; patrón III, tiene los cuatro plásmidos de la CFN2001 

y un plásmido que migra a nivel del p42f. La hibridización tipo Southern de los patrones 

plasmfdicos contra los probadores nifH,  p42a, p42b, p42c, y pSim, mostraron que; en el 

patrón I, sólo se transfirió el pSim (Fig. 12, carril 4); en el patrón II, el plásmido que 

migra a nivel del p42b corresponde al p42a (Fig. 12, carril 2): en el patrón III, el plásmido 

que migra a nivel del p42f, hibridizó con los probadores nifH, p42a y p42d (Fig. 12, 

carriles 1,3,7,8,9 y Fig. 13). Estas hibridizaciones indican que el plásmido que migra a 

nivel del p42f es un cointegrado entre los plásmidos pSim y p42a (el tamaño del 

cointegrado es de aproximadamente 560-kb). 

En la Tabla 5 se muestran los porcentajes obtenidoS de cada uno de los patrones. El 

alto porcentaje de co-transferencia de los plásmidos pSimX5 y p42a, así como el alto 

porcentaje de cointegrados entre el pSimX5 y el p42a, sugieren fuertemente que el p42a 

tiene una importante participación en la transferencia. 
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Tabla 5. Frecuencia de transferencia de los diferentes patrones plasmídicos a. 

Tipo de 	Patrón 1 
	

Patrón II 
	

Patrón III 
transferencia (pSimX5) 

	
(pSimX5 pA) (pSitnX5;:pA) 

recA+ a recA+ 	10.7% (3/28) 
	

46.4% (13/28) 
	

42.8% (12/28) 
recA+ a recA 	5.5% (2/36) 

	
53.7% (19/36) 
	

41.6% (15/36) 
recA a recA 	3.7% (1/27) 

	
37.0% (10/27) 
	

61.5% (16/27) 

promedio de 3 o 4 experimentos. 

Se analizó el efecto del p42a en la transferencia del pSim, así como la participación 

del gene recA en la formación de los cointegrados durante la transferencia. Las cepas 

CFNX109 (recA/pSirnX5) y CFNX112 	pSimX5 p42a), fueron utilizadas como 

donadoras de la transferencia, mientras que la cepa CFNX108 (recA Eryr) fue utilizada 

como receptora. La frecuencia de transferencia del pSirnX5 en presencia del p42a fue de 

5 x 10" exconjugantes por donadora, mientras que en ausencia del p42a no la observamos 

(> 1x10' por donadora). Los porcentajes de los diferentes patrones plasniídicos en ausencia 

de RecA, no son afectados (Tabla 5). 

Se analizaron a nivel molecular siete cepas que contenian un cointegrado 

pSimX5::p42a. Las cepas seleccionadas fueron las siguientes. En la cepa CFNX114, el 

cointegrado fue obtenido de una cruza en donde ambas células fueron recA*. En las cepas 

CFNX115, CFNX116 y CFNX120, los cointegrados fueron obtenidos de una cruza donde la 

donadora fue recA+ y la receptora fue recA. Los cointegrados de las cepas CFNX1I7, 

CFNX118 y CFNX119, fueron obtenidos de una cruza donde ambas células fueron recA. 

Los plásmidos fueron denominados como pSim y el número de la cepa, por ejemplo, cepa 
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CFNX115 tiene el cointegrado pSimX115. 

En la Fig. 16 se muestra el patrón plasmídico de las cepas, así como su hibridización 

contra el pSim y el p42a. En las cepas CFNX114, CFNX115, CFNX116, CFNX117, 

CFNX118 y CFNX119, el pSim y el p42a hibridizaron con un plásmido que migra a nivel 

del p42f (tamaño aproximado de 560-kb). En la cepa CFNX120, el pSim y p42a 

hibridizaron con un plásmido que migra entre el pSim y el p42c (tamaño aproximado de 

290-kb). 

Hibridizaciones tipo Southern usando el probador nifH, mostraron que las cepas 

CFNX114, CFNX115, CFNX116, CFNX117 y CFNX118 tienen el mismo patrón de 

reiteraciones nifH que la cepa parental (CFNX5). El pSimX119, tiene tres reiteraciones 

nif1-1, pero la reiteración nifHa no está presente, en cambio, aparecio una nueva banda de 

6.6-kb que hibridizó con nifH (Fig. 14, carril 7). El pSitrIX120, tiene sólo dos reiteraciones 

nifH, una ellas (9.5-kb) corresponde al fragmento nifHc::GDYN1, mientras que la otra 

(5,2-kb) corresponde un fragmento híbrido formado por los extremos 5'nifHb/3'nifHa (Fig. 

14, carril 8). 

En un intento por determinar el punto de recombinación en la formación de los 

cointegrados, los DNAs totales de las cepas digeridos con BamHI fueron hibridizados contra 

los 11 cósmidos que cubren todo el pSim de la CFN42 y las 19 bandas del pSim que 

tienen reiteraciones con el p42a (ver Fig. 4 y 5). El análisis de las autorradiografías de las 

hibridizaciones contra los diferentes probadores (Fig. 14 a 19), revelaron cuatro tipos de 

cointegrados diferentes. 

Patrón A, encontrado en los pSimX114, pSimX115. Estos plásmidos comparados con el 

pSimX5 y p42a, no mostraron cambios en los patrones de restricción. Posiblemente porque 
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el punto de recombinación ocunió entre fragmentos de un mismo peso molecular. 

Patrón B, representado por los plásmidos pSimX116 y pSimX117, pSirnX118. Estos 

plásmidos comparados contra el pSimX5 y p42a mostraron varios cambios, a) la banda 16 

(6.0-kb) del pSim y otra banda de 13-kb con la cuál hibridiza y que se localiza en el p42a, 

incrementaron de tamaño (6.6 y 13-kb) (Fig. 15 y 18), b) la banda 83 (7,5-kb) del pSim 

revela una banda reiterada de 13-kb que desaparece y parece generar una nueva banda de 

6.6-kb (Fig. 19, carriles 3, 6 y 8). Estos eventos nos sugieren, que estos cointegrados 

fueron generados por más de un evento de recombinación. 

Patrón C, encontrado en el pSirnX119. En este cointegrado ocurrieron los cambios 

siguientes: a) la banda 1 (9.1-kb) que contiene la región nifHa desaparece y aparecen dos 

nuevas bandas de 5.4-kb y 6.6-kb (Fig. 17, carril 7), siendo la de 6.6-kb homóloga a nifH 

(Fig. 14, carril 7), b) la banda 79 (17-kb) del pSim desaparece y aparece una banda de 15-

kb (Fig, 16, carril 7)). En este plásrnido el cointegrado parece haberse generado por dos 

eventos de recombinación, uno de ellos involucró el cambio en la región de nifHa. 

Patrón D, encontrado en el pSimX120. 	Este cointegrado mostró los siguientes 

cambios: a) en la banda 16 (6.0-kb) del pSim y en la banda de 13-kb del p42a los cambios 

fueron idénticos a los observados en los cointegrados del patrón B (pSimX116, pSimX117 y 

pSimX118), b) la pérdida de la región de los cósmidos cGD103, cGD170, cGD51, cGD179, 

y cGD47 (región de 270-kb que no incluye los genes nod y fix), c) la desaparición de las 

regiones nifHa y nifHb, estos fragmentos generaron un fragmento de 5.2-kb 

(5'llifab/3'nifHa). Este cointegrado esta formado por el p42a y la región de 120-kb del 

pSim que contiene los genes de nodulación y fijación de nitrógeno, 
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Se analizó el patrón plasmídico de 25 colonias de las cepas CFNX114 

(recAVpS imX114), CFNX116 	pSimX116) y CFNX118 (recA ErylpSim118). En 

ninguna de las colonias se observó un cambio en el patrón plasmídico (datos no mostrados), 

suguiriendo que los cointegrados son relativamente estables. Por otro lado, sólo el plásmido 

pSimX120 fue incapaz de formar nodulos en Phaseolus vulaaris, este dato sugiere que en la 

región de 270-kb hay algún gen de nodulación. 

Con los datos anteriores indican que el pSim se tranfiere a una muy baja frecuencia y 

requiere del p42a para la transferencia. Es posible que el pSim no contenga los genes de 

la transferencia y que estos son complementados por el p42a. 	La formación de 

cointegrados entre el pSim y p42a ocurre muy frecuentemente en la transferencia del pSim 

y que ésta es indepediente del gen recA.  El análisis de los cointegrados mostró cuatro 

diferentes tipos de cointegrados, los cuales fueron generados por uno o más eventos de 

recombinación. En algunos casos se observó la clara participación de secuencias reiteradas, 

por ejemplo, la deleción de la región de 270-kb del pSim en el pSimX120 es mediada por 

las regiones nifHa y nifHb o en el rearreglo observado en el pSimX119, en donde la región 

de nifHa fue alterada. Algunos rearreglos observados en los cointegrados fueron obtenidos 

durante la transferencia en ausencia de la proteína RecA, esto suguiere que éstos eventos 

son independientes de RecA. Por otro lado, es difícil decir si hay uno o más sitios para la 

generación de los cointegrados. Sin embargo, en algunos plásmidos es claro observar más 

de un evento de recombinación, los cuáles puede ser dados por secuencias repetidas o bien 

por eventos de recombinación que no requieren de homólogia. 
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Figura 12.- Visualización del patrón plasmídico con Bromuro de etidio de algunas clonas 
exconjugantes de R. phaseoli. Carriles: 1 a 4 y 7 a 10, exconjugantes de una cruza 
CFNX5 y CFNX107; 5, CFNX107; 6, CFNX5. 
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Figura 13.- Análisis del patrón plasmidico e hibridización con los probadores pSirn42 y 
p42a de las cepas CFNX114 (1 a 3); CFNX115 (4 a 6); CFNX116 (7 a 9); CFNX5 (10 
a 12); CFNX107 (13 a 15); CFNX117 (16 a 18); CFNX119 (19 a 21); CFNX120 (22 a 
14); CFNX118 (25 a 27). Patrón de plásn-údos teñidos con bromuro de etidio 
(1,4,7,10,13,16,19,22,25). Autorradiografia de la hibridización con el pSim42 
(2,5,8,11,14,17,20,23,26) y con el p42a (3,6,9,12,15,18,21,24,27). Las condiciones de 
hibridización fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C). 
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Figura 14.- Autorradiografía de la hibridización 
con BarnHI e hibridizados con el probador 
CFNX114; 2, CFNX115; 3, CFNX116; 4, 
CFNX119; 8, CFNX120; 9, CFNX118. Las 
severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C). 

tipo Southern de los DNAs totales digeridos 
de nifH (0.27kb-Salí de nifI3).  Carriles: 1, 
CFNX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, 

condiciones de hibridización fueron de alta 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 15,- Autorradiografía de la hibridización tipo Southern de los DNAs totales digeridos 
con Barna' e hibridizados con el probador p42a. Carriles: 1, CFNX114; 2, CFNX115; 3, 
CFNX116; 4, CFNX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, CFNX119; 8, CFNX120; 9, 
CFNX118. La flecha señala la desaparición de una banda. Las condiciones de 
hibridización fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C). 

50 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 
• 

Kb 

23,1 - • _. 
• 

9 e 4 - 
65 - p• 

 - immit.  

• , 

epeopeei 

aré, gni - 

  

••• 	 • 	• 

• • 
, , • 

-'•••••4  

2,3 
2,0 - 

0.6 - 

Figura 16.- Autorradiografía de la hibridización tipo Southem de los DNAs totales digeridos 
con BamHi e hibridizados con el probador cGD47. Carriles: 1, CFNX114; 2, CFNX115; 
3, CFNX116; 4, CFNX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, CFNX119; 8, CFNX120; 9, 
CFNX118. La flecha señala el cambio de una banda. Las condiciones de hibridización 
fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos,__65°C). 
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Figura 17.- Autorradiografía de la hibridización tipo Southern de los DNAs totales digeridos 
con BarnHI e hibridizados con el probador banda 1 del pSim42. Carriles: 1, CFNX114; 2, 
CFNX115; 3, CFNX116; 4, CFNX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, CFNX119; 8, 
CFNX120; 9, CFNX118. La flechas señalan la aparición o desaparición de bandas. Las 
bandas de mayor señal corresponden a las regiones nifHa y nifl-lb, y la banda superior de 
baja señal corresponde a la región nifHc::GDYN1. Las condiciones de hibridización 

fueron de alta severidad. 
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Figura 18.- Autorradiografía de la hibridización tipo Southern de los DNAs totales digeridos 
con BamliI e hibridizados con el probador banda 16 del pSim42. Carriles: 1, CFNX114; 
2, CFNX115; 3, CFNX116; 4, CFNX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, CFNX119; 8, 
CFNX120; 9, CFNX118. La flechas señalan los cambios en las bandas. Las condiciones 
de hibridización fueron de alta severidad. 
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Figura 19.- Autorradiografia de la hibridización tipo Southern de los DNAs totales digeridos 
con Bamill e hibridizados con el probador banda 83 del pSim42. Carriles: 1, CFNX114; 
2, CFNX115; 3, CFNX116; 4, CFNX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, CFNX119; 8, 
CFNX120; 9, CFNX118. Las flechas muestran los cambios observados. Las condiciones 
de hibridización fueron de alta severidad. 
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DISCUSION 

En la presente tesis se describen algunos estudios de la inestabilidad del genoma de R. 

phaseoli y su dependencia por el gen recA. Como primera etapa, se donó y caracterizó el 

gen recA, así como la construcción varias cepas con la mutación recA::Spc'. En la segunda 

etapa, se analizó la participación del gen recA en la recombinación de plásmidos pequeños 

y grandes. Los eventos de recombinación de plásmidos grandes fueron enfocados al 

plásmido simbiótico. 

El gen recA fue donado por complementación del fenotipo Fec del bacteriófago 

lambda. El gen donado en la cepa de E, coli HB101 fue capaz de restaurar la resistencia 

a agentes que dañan el DNA (luz UV, nitrofurantoina y metil-metanosulfonato), y de 

complementar la recombinación conjugacional y transduccional. Se obtuvó el mapa de 

restricción y la localización del gen recA en la región donada, esto permitió seleccionar el 

sitio de restricción para inactivar el gen. 

El plásmido pMS26 se construyó para facilitar la homogenotización del gen recA. Este 

plásmido tiene interrumpido el gen recA con un fragmento que confiere la resistencia a Spc 

y dentro del vehículo, el "cassette" GDYN1 que contiene los genes sacRB que permiten la 

selección positiva de su pérdida. El plásmido pMS26 fue muy útil para obtener cepas de 

R. phaseoli con la mutación recA::Spc'. Las cepas elegidas (CFN42, CFN285, CFN2370 y 

CFN299) para la mutágenesis dirigida son cercanas filogenéticamente, pero presentaron un 

polimorfismo en la región del gen recA. En el caso, de las cepas CFN42 y CFN299, la 

homología fue menor que entre las otras cepas. La baja homología causó una disminución 

en la frecuencia de inserción y excisión del pMS26. La inserción del pMS26 en diferentes 

fragmentos, así como la excisión incompleta del pMS26 puede deberse a la baja homología 
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entre las dos regiones recA. Sin embargo, con este método fue posible obtener mutantes 

recA en la cepa CFN299. 

En la recombinante sencilla CFN299::pMS26C1, se observó una alta frecuencia de 

pérdida del vehículo (sacarosa-resistentes). La inestabilidad puede ser debida a un rearreglo 

dentro del pMS26 que acercó dos secuencias repetidas o a la formación de una proteína 

RecA híbrida con mayor capacidad en recombinación. Sin embargo, la frecuencia de 

recombinación medida con el plásmido p13X404-7 	de las cepas CFN299 y 

CFN299::pMS26C1, fueron idénticas, lo cuál descarta la opción de la proteína híbrida 

hiperrecombinante. Las cepas recA::Spc derivadas de la cepa CFN299::pMS26C1 fueron 

generadas por una excisión parcial del vehículo, la permanencia de algunas regiones del 

pMS26 no afectaron el fenotipo RecA'. 

Cabe mencionar que el sistema de selección positiva utilizado facilitó la construcción 

de las mutantes recA. En sistemas en donde no hay una selección positiva para la pérdida 

del vector y con regiones 100% homólogas, la frecuencia de dobles recombinantes es del 

1% con respecto a las recombinantes sencillas. Sin embargo, en sistemas en donde la región 

de homología es menor del 100%, la frecuencia de obtención de recombinantes sencillas 

disminuye notablemente, la cuál reduce la frecuencia de obtención de doble recombinantes. 

Las cepas de R. phaseoli recA::Sper construidas, fueron muy sensibles a los agentes 

mutagénicos nitrofurantoina y MMS. En las mutantes recA la frecuencia de recombinación 

(medida como la restauración del gen Km del plásmido pBX404-7) disminuyó 100 veces 

con respecto a la cepa parental. Con este sistema, las mutantes recA de E. coli y 

Agrobacterium tumefaciens mostraron una disminución de 1000 veces en la frecuencia ce 

recombinación (52). Esta diferencia podría deberse a una actividad residual del gen 
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recA::Sper o bien a la presencia de otros genes de recombinación. 	Por ejemplo, la 

información genética del plásmido pC1-1 confiere resistencia a mutágenos y posiblemente 

participe en algún proceso de recombinación. 

Utilizando el sistema del plásmido pBX404-7, se reporta para las cepas RR1 (recA*) de 

E. coli y Ach (recAl de A. tumefaciens una frecuencia de recombinación de 5.2 x 10' y 

1.3 x 10', respectivamente (52). En nuestro caso, las cepas CFN42 CFN285 y CFN2370 

tienen una frecuencia de recombinacióri de 2 x 104, mientras que la cepa CFN299 tiene una 

frecuencia de 4 x 10'. Estos datos sugieren fuertemente que las cepas de R. phaseoli  

tienen una maquinaria de recombinación de plásmidos pequeños menos eficiente que la de 

E. coli, pero similar a la de A. tumefaciens. 

El plásmido pC1-1 confiere a la cepa I-1B101(recA13) la resistencia a los mutágenos 

MMS y NFF, pero es incapaz de complementar las funciones de recombinación. Es posible 

que este plásmido contenga un gen similar a los genes muc del plásinido p1CM101 

(derivado del R46), los cuáles tienen la capacidad de incrementar la resistencia a luz UV y 

agentes mutagénicos (11,19). 	Estos genes pueden complementar genéticamente a las 

mutantes umuDC (genes involucrados en la reparación del DNA) (11,19). También se ha 

descrito, que el plásmido CAM-OCT de Pseudomonas aeruginosa es capaz de incrementar 

la resistencia a luz UV y agentes mutagénicos, sin complementar las funciones de 

recombinación (22). El plásmido pC1-1 contiene un fragmento de 1.5-kb EcoRI, que en 

condiciones de baja severidad hibridiza con el probador del gen recA (0.56-kb PitliaalI del 

pCR3). Esta hibridización puede deberse a que los dos genes compartan dominio similares, 

por ejemplo, el dominio de ATPasa o de unión al DNA. 
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En un primer ensayo de cuantificación de la inestabilidad genómica de R. phaseoli, se 

eligieron las cepas CFN42 y CFN285, así corno sus derivadas reck:Sper. La inestabilidad 

de la cepa CFN42 fue determinada por la pérdida de la producción de melanina (Mel). Las 

donas Mel-  aparecen con una frecuencia acumulativa de 1.7 x 10', estas clonas fueron 

generadas por la recombinación entre las regiones nifHa y nifHb que causaron la deleción 

de 120-kb en el pSim. Este evento de recombinación es dependiente del gen recA. 

Algunos eventos de recombinación entre estas dos regiones se han observado recientemente 

en el laboratorio (33). 

En la cepa CFN285 y su derivada recA, la inestabilidad se determinó por hibridización 

en colonia, usando corno rastreador el gen de la nitrogenasa (nifH). La pérdida de los 

genes nifH ocurre con una frecuencia acumulativa de 5 x 10'. Dos tipos de eventos fueron 

encontrados; una fue la curación del pSim y la otra una deleción de 100-kb en el pSim. 

La deleción fue generada por la recornbinación de dos regiones nifH, similar a las 

observadas en la CFN42. En la cepa CFNX102 (reck:Spci) el evento de deleción no fue 

observado, pero sí la curación del pSim. En este caso podernos concluir que la curación 

del pSim es recA-independiente. 

Para una fácil obtención de eventos de recombinación mediados por las regiones nifH 

(amplificación y deleciones), David Romero construyó tres  pSims que tienen insertado el 

"cassette" GDYN1 en cada una de las reiteraciones nifH. El "cassette" GDYN1 tiene la 

propiedad de poder seleccionar positivamente deleciones por medio de los genes sacRB y 

amplificaciones por dosis génica del gen Km. Con los plásmidos obtenidos él logró 

obtener las frecuencias de los eventos de amplificación y deleción generados por la 

recombinación de las regiones nifHa y nifHb (33). 
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Para evaluar la participación del gen recA en los procesos de amplificación y deleción, 

los plásmidos con la inserción GDYN1 en la región nifH (pSimX4, pSimX5, y pSimX6) 

fueron transferidos a las cepas CFN2001 y CFNX107 (recA'). Las donas de las cepas 

CFNX122, CFNX124 y CFNX126 (recAl resistentes a Km 75 1.1gfinl fueron analizadas y 

mostraron un pSim de mayor peso molecular. El aumento de peso molecular en los pSimX5 

y pSimX6 fue debido a una amplificación en tandem de la región de 120-kb y fue 

generada por la recombinación entre las regiones nifHa y nifHb. Los plásmidos analizados 

tienen 5 copias de la región de 120-kb. Comparando las frecuencias de amplificación 

reportados (33), con las obtenidas aquí, observarnos que la amplificación de la región de 

120-kb a 5 copias es 10 veces menor a la encontrada para la duplicación o triplicación de 

la región de 120-kb y es 10 veces mayor que a la encontrada para un pSim con 8 copias 

de la región (33). El incremento en la concentración de Km en el medio selectivo permite 

seleccionar donas con un número diferente de copias de la región, por ejemplo, en Km 50 

Itgirn1 es posible selecionar duplicaciones o triplicaciones (33), en Km 75 Itgiml se pueden 

seleccionar un pSim con 5 copias de la región de 120-kb, y en Krn100 p.g/rn1 se puede 

seleccionar un pSim con 8 copias de la región (33). 

Los eventos de amplificación mediados por las regiones nifH no fueron observados en 

la mutante recA::Sper. Esto indica que los eventos de recombinación son dependientes del 

gen recA. Sin embargo, las células son capaces de crecer en altas concentraciones de Km 

(75 lig/rn1) posiblemente por efecto de alguna mutación, ya que las frecuencias de aparición 

de donas resistentes a Km 75 ptg/m1 es de aproximadamente 10'. 

En otras especies bacterianas se han descrito amplificaciones en tandem 

(30,37,44,45,47). Por ejemplo, en E. coli una región de aproximadamente 40-kb que 
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contiene al gene g 	se amplifica en tandem a una frecuencia de 10' (30), o bajo ciertas 

condiciones de crecimiento en E. coli, una región de 8 a 37 kb que contiene el gen lac es 

amplificada de 40 a 200 veces a una frecuencia de 10' (47). En el plásmido 8100 se ha 

observado, que la amplificación en tandem de la región r-det (23-Kb) es mediada por las 

secuencias repetidas IS1 y ocurren a una frecuencia de 10•3  (30,45). La mayoría de estos 

eventos son dependientes de los sistemas de recombinación homóloga e inactivación del gen 

recA reduce los eventos de amplificación (30,45). 

Las frecuencias de deleciones generadas por la recombinación entre las regiones nifHa  

y nifHb de los diferentes plásmidos en células recA+  fueron de 10', similar a las 

previamente reportadas (33). Las deleciones en la cepa recA::Sper, solo se observaron en el 

plásmido pSimX5 y ocurren con una frecuencia aproximada de 1 x 10', esta frecuencia es 

10 veces menor que la encontradada en la cepa parental (recA+). Por otro lado, la pérdida 

del marcador sacRB  en la mutante recA::Sper, se debe a la pérdida total del plásmido 

simbiótico, la cuál ocurre a una frecuencia de 10'. 

En este trabajo, se describen algunos eventos de inestabilidad gen6mica en las cepas 

CFN42 y CFN285. Los eventos observados fueron amplificaciones y deleciones mediados 

por las secuencias nifH, y la curación del pSim. Los eventos de deleción y curación 

causaron la pérdida de las propiedades simbióticas de las cepas. Se ha reportado que en 

algunas cepas R. phaseoli  tienen reiteradas la regios nifH, ¿En estas cepas pueden ocurrir 

la recombinanción entre las regiones nifH  y generar plásmidos simbióticos deletados o 

amplificados? ¿En dantas cepas de R. phaseoli  la inestabilidad simbiótica observada está 

dada por la curación del pSim?. En nuestro caso, observamos dos eventos de inestabilidad 

genómica que provocan la pérdida de ls capacidades simbiótica. ¿ Que otros eventos 
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ESTA TEZ NO DEBE 
ifiLIR DE LA BiLOTECA 

genéticos y que no observarnos son los que participan en la inestabilidad simbiótica? ¿ Hay 

en R. phaseoli algún sistema de recombinación similar al encontrado para el cambio de 

antígenos flagelares en Salmonella ó el encendido y apagado de los genes para la 

producción de alginato en P. aeruginosa? ¿ Hay en R. phaseoli algún sistema más 

específico en la generación de variabilidad genética?. Finalmente, podernos suponer que la 

la alta inestabilidad simbiótica de R. phaseoli, podría estár dada por la participación de 

varios eventos, como en el caso de la cepa CFN285, en donde ocurre la pérdida parcial 

(deleción) o total (curación) del pSim. 

La transferencia del pSim entre cepas recA} ocurre a una frecuencia de 10', mientras 

que entre cepas reck:Sper la frecuencia fue de 10'. Aunque, la transferencia del pSim se 

realizó en ausencia del gen recA, es posible que éste tenga una participación durante el 

proceso. 	La transferencia del pSim sólo se realizó presencia del plásmido p42a, 

posiblemente porque contiene los genes necesarios para la conjugación, los cuáles 

complementan in trans la transferencia del pSim. 

Durante la transferencia de pSim se observó que un 40% de las exconjugantes 

presentaron un cointegrado compuesto por el pSim y el p42a. La generación de estos 

cointegrados no fue afectada por la ausencia de la proteína RecA. Tambien, se ha 

reportado que el pSim de la cepa CFN42 puede cointegrarse con el plásmido p42b, este 

evento ocurre con una frecuencia acumulativa de 10' (5). 

El evento de recombinación entre el pSim y p42a durante la transferencia del pSim y 

que es recA-independiente, es muy similar al reportado por Broome-Smith (6). Este autor 

describe un evento de recombinación sitio específico y recA-independiente entre los 

plásmidos ColE1 o CoIK y el pLG500. El plásmido pLG500 al ser complementado para la 
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movilización se cointegra con el plásmido ColE1 o CoIK. La cointegración se efectúa en 

las 47 pb del sitio de relajación del pLG500 y en la región del origen de transferencia del 

ColE1 (6). 

Es posible que el evento de cointegración entre los plásmidos pSim y p42a sea similar 

al anteriormente descrito. 	Sin embargo, nosotros desconocemos el posible origen de 

transferencia en ambos plásmidos. 	En un intento por establecer el posible sitio de 

recombinación entre los dos plásmidos, se realizaron experimentos tipo Southern usando 

como probador el p42a, los 11 cósmidos que cubren todo el pSim, y los 19 fregmentos del 

pSim que tienen reiteraciones en el p42a. 

El análisis de las hibridizaciones tipo Southern mostraron cuatro cointegrados 

diferentes, pero en ninguno de ellos tenemos bien delimitado el sitio de cointegración entre 

los dos plásmidos. El patrón A (pSimX114 y pSiniX115), no mostró alteración alguna en 

las hibridizaciones realizadas y suponemos que el sitio de recombinación se pudo efectuar 

entre dos fragmentos del mismo peso molecular, por lo cual es difícil determinar el punto 

de recombinación. En el patrón B (pSimX116, pSimX117 y pSim118), los cambios 

observados sugieren que por lo menos ocurrieron dos eventos de recombinación. En el 

patrón C (pSimX119), los cambios observados suguieren que por lo menos ocurrieron dos 

eventos, uno de ellos en la región de nifHa. En el caso del patrón D (pSim120), este 

plásmido parece haberse generado por más de dos eventos, uno de ellos ocurrió por la 

recombinación entre las regiones nifHa y niSHb, la cuál causó la deleción de la región de 

270-kb en el pSim. Es importante mencionar que muchos de los rearreglos en los 

cointegrados fueron generados en ausencia de la proteína RecA. Una posible explicación de 

este fenómeno es que la transferencia de los plásmidos por conjugación se realiza como 
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ssDNA lineal, el cuál puede ser sustrato de otros genes recombinación o que las proteínas 

de la conjugación generen éstos rearreglos. 

Finalmente podernos decir que en este trabajo se describen varios eventos de 

inestabilidad genórnica. En el caso, de las amplificaciónes y las deleciones, éstas fueron 

mediados por las regiones homólogas (regiones nifH) y dependientes del gen recA. En el 

caso, de la curación del plásmido simbiótico, la inactivación del gen recA no estabilizó la 

pérdida del plásmido. 

Por otro lado, en la transferencia del plásmido simbiótico observamos algunos eventos 

de recombinación que ocurrieron en ausencia del gen recA: Estos eventos fueron la 

cointegración del pSim con el p42a, y otros eventos corno deleciones. L En estos eventos 

que otros genes de recombinación son los que estan participando?. L  Hay en R. phaseoli  

una vía de recombinación similar a la vía RecE de E. coli?. L  Por que las cepas de R. 

phaseoli pueden mantener plásmidos con alto número de reiteraciones?. 
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