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ANTECEDENTES

Las bacterias del género Rhizobium son capaces de establecer una asociacién
simbidtica con las rafces de plantas leguminosas. En la simbiosis se forman unas estructuras
llamadas nédulos, en donde la bacteria realiza la fijacién bioldgica del nitrégeno (20),

En las cepas de Rhizobium es comiin obscrvar una alta variabilidad morfolégica, asf

como una alta frecuencia de pérdida de las propiedades simbiéticas de la bacteria. Ademis,

uno de los fenémenos mds frecuentes al usar cepas de Rhizobium como inoculantes, ¢s Ia

alta pérdida de la capacidad de nodulacién y fijacién de nitrégeno (2,10,12,21,26,33,41).

S¢ ha reportado que Rhizobium tiene un clevado ndmcro dec secuencias de DNA

reiterado, el nivel de reiteracién es poco comin en bacterias (12). Este nivel de DNA
reiterado se ha asociado con la generacién de los rearreglos genémicos que ufféctan las
propicdades de ng;dulaciélx y fijacién de nitrégeno.  Sin embargo, los mecanismos
moleculares, asi como los genes que participan en la formacién de rearrcglos gendmicos
son desconocidos.

En E. coli se han reportado varios genes que promucven la recombinacién homdloga.
De éstos genes cl producto del gen recA desempeila un papel central y de gran importancia
en los procesos de recombinacién homdloga (25,39). Este gen sc ha cncontrado en muchas
especies bacterianas desempeiiando ¢l mismo papel (25).

La clonacién y caracterizacién del gen recA, asi como la obtencién de mutantes recA
nos permitird cvaluar la participacién de éstc gen en la incstabilidad gendmica gencrada por

procesos de recombinacién homéloga. Ademds, la inactivacién del gen recA  cn Rhizobium

podrfa gencrar cepas con menor inestabilidad simbiética,
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INTRODUCCION

1.- MECANISMOS GENERADORES DE VARIABILIDAD GENOMICA,

- En las bacterias, como en todos los organismos vivos, la informacién genética cs
transmitida cstablementc de una gencracién a otra. Sin cmbargo, la cstabilidad no cs
absoluta; cs mds, la inestabilidad cs un prerequisito para la cvolucidn biolégica. Multiples
factores promueven la inestabilidad genética, mientras que otros la limitan, De tal forma
que, s{ no ocurricra la inestabilidad, los microorganismos podrfan tencr dificultades para
adaptarse a los cambios medio ambientales, mientras que una alta incstabilidad, podrfa
causar letalidad en los microorganismos.

Generalmente las bacterias ticnen un genoma haploide y 1a variabilidad genética puede
ser generada por mutaciones puntualcs, infidelidad en la replicacién y proécsos de
recombinacién gcnética. Otra manera dc obtener variabilidad genética en una bacteria, es la
adquisicién de genes por transformacidn, transduccién y conjugacién. La integracién de los
genes dentro del gendma bacteriano se rcaliza por difcrcntcs._ rﬁccanismos de rccombinacién
genética,

Transformacién, Es la penetracion de DNA desnudo a la célula.  Algunas especies

como Streptococcus pneumonic, Bacillus subtilis y Haemophilus influenza poseen la
capacidad de ser transformadas a una alta frecuencia. Después de la penetracion del DNA
de doble cadena (dsDNA) en forma lincal a la célula, una de las cadenas es degradada,

mientras que la otra sc 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).
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Transduccién, Es la transferencia de DNA de una bacteria a otra por medio de

bacteriéfagos. Algunos bacteriéfagos como P22, P1 y T4, por su mecanismo de replicacién
y encapsidacién son capaces de incorporar DNA genémico dentro de la capside.  El fago
al infectar una célula inyecta dsDNA en forma lincal. Si el DNA ticne regiones homoélogas
con el genoma bacteriano, puede cfectuarse la recombinacién homdloga (15).

Conjugacién. Es la transferencia de DNA de una bacteria a otra por un mecanismo
que rcquiere de contacto celular, Los clementos necesarios para rcalizar este proceso, cstdn
generalmente localizados en pldsmidos que poseen el sitio para la iniciacién de la
transferencia, oriT, y los genes que codifican para las proteinas especificas de la
conjugacién (i.e. los pldsmido F y R100 contiencn aproximadamente 20 genes). Otros
plismidos como ColEl y CloDF13 quc sélo tienen la regién de movilizacién, son
movilizables por un plismido conjugativo. En éstc proceso el DNA se transﬁérc como
DNA de cadena se}zcilla (ssDNA) en la direccidén 5'— 3' y requiere de la sintesis de DNA
en ambas células (continua cn la donadora y discontinua en la receptora). Algunos
pldsmidos como el F, son capaces de integrarse al cromosoma (Hfr) y tranferir parte de
este DNA cromosomal a la célula receptora (15,16,50,51).

En bacterias se conocen tres mecanismos de recombinacién genética: transposicion,
recombinacion sitio-especifica y recombinacién homéloga,

Transposicién., Los clementos genéticos mdoviles (transposones y sccuencias de
insercién) pucden insertarse o insertar una copia en cualquier regién del genoma. Este
evento 1'cquilere de una transposasa codificada por el elemento y es recA indcpclldic;ntc (15).

Recombinacién_sitio-cspecifica.  Se realiza entre dos moléculas que no requieren de

homologfa y es independiente de la proteina RecA.  Estc proceso nccesita de una
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recombinasa especifica que reconoce una pequeia sccuencia homdloga. Fjemplos de este
tipo de recombinacién son; la integracion del fago lambda al cromosoma de E. coli, ¢l
cambio de antigenos flagelares cn S. typhimurium, la resolucién de cointegrados mediados
por Tn3, la expresién de los genes de fijucién de nitrégeno en cyanobacterias, etc. (35).
Recombinacién homéloga. Este intercambio genético se lleva a cabo entre secuencias
homdlogas y requiere de la participacién de varias protefnas. Se ha descrito que la regién
minima para la recombinacién homoéloga es de aproximadamente 50 pb. En E. coli se han

propuesto tres vias de recombinacién y que dependen de la protefna RecA (39,40).

2.- MECANISMOS DE RECOMBINACION HOMOLOGA.

Los fenotipos quc han permitido Ia seleccién de células deficientes en recombinacién
son: incremento en la sensibilidud a agentes que dafian ¢l DNA (rayos X, luz ultru#ioletu,
agentes alquiluntes, e:tc.), disminucién en la viabilidad celular, y pérdida de la capacidad de
propagacién dc fagos (39,40). |

En E. coli en base a los cstudios realizados en las cepas mutantes, se han propuesto
tres vias de rccombinacién (ﬁecBCD, RecF y RecE) en donde participan varias protefnas.
Ademds, cada una de las vius ticnen prcfcrcncia.por un tipo de sustrato (39,40).

Via_RecBCD., Las mutantes cn los genes recB y/o recC son sensibles a Juz UV y

rayos X y muestran una disminucién de 10 a 1000 veces en la frecuncia dc recombinacién
conjugacional. En esta vfa participan las proteinas RecA, RecBCD, SSB, DNA girasa,
DNA topoisomerasa I y DNA ligasa (39,40).

La proteina RecBCD ticne las siguicntes actividades: a) exonucleasa tipo V dependiente

de ATP, esta actividad hidroliza dsDNA lincal y ssDNA lineal a oligonucledtidos, b)



topoisomerasa de dsDNA lincal, ¢) endonucleasa cspecifica de dsDNA lineal, csta actividad
s6lo es obscrvada cuando la protefna funciona como topoisomerasa y cuando el DNA tiene
la secuencia "chi" (5'-GCTGGTGG-3"). La enzima corta a 3 o 4 nucledtidos de la regién
3’ de la secuencia “"chi" (1,46). La protcina RecBCD tambien es capaz de reconocer y
cortar a menor frecuencia secuencias muy similares a la secucncia "chi" (7). Proteinas con

la actividad de endonuclcasa especifica similar a ReeBCD, las cudles reconocen y cortan

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

Shigella (24,38).

La frecuencia de recombinacién en las cepas con mutaciones en los genes recB, recC o

recD (102 a 107), puede ser restaurada al nivel de la cepa silvestre por otras mutaciones en

el genoma, denominadas sbecA, sbeB y sbeC (39,40).

Via RecE. Esta via es observada cn las mutantes recB recC sbeA, las mutaciones en ¢l

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 ecs independiente de ATP.
Estos genes son parte de un profago criptico llamado rac (por "recombination activity").
Otras enzimas quc participan en csta via son, RecA, RecF, Recl, RecO y RecQ (39,40). |

Via RecF. La activacién de esta via de reccombinacién se observa en la triple mutante

sbcB  sbeC  reeB y/o recC.  La mutacidn sbeB causa la desaparicién de la actividad de

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

del gen sbcC es desconocida. Otros genes como recA, recF, recl, recQ, recQ y ruv
participan en esta via de recombinacién (39,40).
La recombinacién conjugacional y la de pldsmidos pequefios (menores de 20-kb)

presentan un comportamicnto diferentc en cada una de las vias de recombinacién, Por
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ejemplo, la inactivacién de la protefna RecBCD no altera la recombinacién de pldsmidos, en

cambio Ias mutaciones en los genes recA, recF, rec] o recQ la reducen marcadamente.

Esto sugicre que cn las células silvestes la recombinacién conjugacional se efectda por la
via RecBCD, mientras que la recombinacién de pldsmidos por la via RecF. En la via
RecE, la recombinacién de pldsmidos pequeiios ocurre en ausencia de la protefna RecA,
ademds en esta via, la recombinacién intraplasmidica es 30 veces mds frecuente que en la
via RecBCD (cepas silvestres) (9,17,39,40).

Aunque se han observado tres vias de recombinacién, algunos genes pueden participar

cn dos o mds vias. Por cjemplo, ¢l gen recA participa de mancra importantg en las tres

vias, mientras que los genes recF, recl, recO y recQ son utilizados cn las vias RecE y
RecF, pero no en la via RecBCD (39,40). Muchos genes involucrados en recombinacién
también son necesarios en los sistemas SOS y de reparacién (recA, recF, recO, glg, ey,
ctc.) (8,36,39,40,48).

La protefna _RecA. En E. coli las mutaciones en ¢l gen recA tiencn un fenotipo
pleiotrépico, los cudles son: a) incapacidad dc transduccién por bacteriéfagos, b) incremento
en la sensibilidad a agentes que dafian el DNA (rayos-X, Iuz UV, etc.) ¢) disminucién de la
mutagénesis por luz UV, y d) incapacidad de propagacién de bacteriéfagos (25,39).

La proteina RecA tienc una importante participacién en diferentes procesos celulares,
como son; a) el apareamiento ¢ intercambio de cadenas entrc moléculas de DNA homdlogo
b) la reparacién lesiones del DNA cn forma directa, ¢) la activacién de los sistemas de
reparacion del DNA (SOS y umuDC) y d) la inactivacién de algunos rcprcsorés como,
LexA, UmuD y ¢l La inactivacién de LexA y UmuD provoca la des-represién de los

genes de reparacién y del sistema SOS (8,25,29,36,39,48).



El conocer las funciones del gen recA, asf como los fenotipos de las mutantes en E.
coli, ha permitido identificar andlogos del gen en muchas cspecics bacterianas. El gen sc

ha encontrado ampliamente distribuido cn cepas de las familias Enterobacteriaceae,

Psudomonadaceae, Rhizobinceae,  Vibrionaceae,  Neisseriaceae,  Bacteroidaceae,

Methylomonadacciae, y cn oftras especics como, Bacillus subtilis, Anabaena variablis,

Synechococcus sp, etc., as{ como cn algunos cucariotes (25,39).

En todos los genes yecA clonados, hay una conservacién de muchas de las funciones
fisiolégicas dc Ia protefna RecA (i.c. sinaptasa en In rccombinacién homéloga y las
funciones de rcparacién del DNA). Esto suguicre que ¢l gen cs muy conservado
evolutivamente, El andlisis de la sccuencia nucleétidica o de aminodcidos del gén recA de
varias especies, indica que varios dominios y/o rcgiones estin altamente conservados. La
homologfa a nivel de aminodcidos varia entrc un 56% (E. coli y Synechoccus sp) y un
100% (E. coli y Shigella flexneri) (25,39).

En E. coli la regién entre los aminodcidos 204 a 230 parece estur involucrada en la
actividad dec co-protcasa de LexA y cl, pero no cn la afinidad por los represores. Este
dominio es altamente conservado (arriba del 82%) cntre las diferentes protefnas RecA
reportadas a la fecha (25,39).

Un péptido de 24 aminodcidos (aminoicidos 257 a 280) de la protefna RecA de E. coli
es capaz de unir ATP, éste péptido se encuentra muy conservado entre las proteinas RecA
de entcrobacterias, pero no en especies alejadas filogenéticamente. Dentro de esta regién se
ha identificado al aminodcido Tyr264 como el sitio de unidén al ATP; este amino&cido estd

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

aminodcidos Cys90, Cys116, Cys129 de la proteina RecA de E. coli se han involucrado en

oo .
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el dominio que participa en la hidrolisis del ATP. La sustitucién de estos aminodcidos no
afecta la actividad de ATPasa, pero si la afinidad por ¢l ATP, lo que sugicre que no
forman parte directa cn la catdlisis. Estos aminodcidos no estin conscrvados entre las
proteinas RecA de diferentes especics analizadas. El posible efecto de estos aminodcidos
puede ser por una alteracién en la cstructura conformacional (25,39).

Los primeros 30 aminodcidos dec la regiéon NH,-terminal, estdn altamente conservados
(arriba del 70%) ecntre las diferentes especics analizadas. En E. coli la regidn de los
primeros 40 aminodcidos del NH,-terminal se han implicado en la unién de la protefna al
ssDNA, y mutaciones en los aminoiicidos 25 a 40 alteran esta actividad (25,39).

El gen recA de E. coli es regulado negativamente por la proteina LexA, la cudl es
parte del sistema SOS. Los cventos que inducen la expresidn del gen recA son: agentes
que dafian el DNA (luz UV, rayos-X y agentes alquilantes) son capaces de gencrar
oligonucledtidos dc’ ssDNA que interaccionan con la proteina RecA. Esta interaccién activa
a la protefna para que funcione como co-proteasa sobre LexA. La inactivacién de LcﬁcA
causa la induccién gen recA, asf como la de otros genes dcl sistema SOS (dinA, dinB,

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

En los genes de E. coli regulados por LexA, se ha encontrado una secuencia cn la
regién 5’-terminal que es reconocida por LexA (sccuencia SOS), esta se ha localizado en el

gen recA de diferentes cspecies. Sin cmbargo, algunas cspecies como, Thiobacillus

ferrooxidans, Anabacna yariabilis, Synechococcus sp, Agrobacterium 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 cs reconocida por sigma 32

("stress" por calor) (27). En el caso de T. ferrooxidans, el gen rccA es incapaz de
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inducirse en presencia de mitomicina C (34). Sin cmbargo, cn A. variabilis el gen recA es
inducible con agentes como, mitomicina C, metil-mctanosulfonato y luz UV (25). Los datos
anteriormentc mencionados nos sugierc que la sccuencia conscnso SOS y el gen JexA no
son tan conservados en las especies bacterianas., Sin embargo, s posible que existan

andlogos funcionales dc LexA.

3.- INESTABILIDAD GENOMICA EN RHIZOBIUM.

En la mayorfa de los organismos el nitr6geno es asimilado apartir de los compuestos
inorgdnicos, amonio y nitrato, o de los compuestos orgdnicos, aminodcjdos y bases
nitrogenadas. Sin embargo, un nimero pequefio de microorganismos (acrobios, anaerobios
o facultativos, algunas cyanobacterias y bacterias fotosintéticas) son capaces de asimilar
nitrégeno atmosférico y reducirlo a amonio. La fijacién biolégica dc nitrégeno en algunas

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

simbi6tica con plantas. Tres géneros de Ja familia Rhizobiaceag (Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium) son capaces dc infc‘c.tjm'._-'plantas de la familia
chuminoécae y formar una estructura diferenciada y cspecializada llamada nédulo (en Ia
raiz o tallo), en donde se realiza la fijacién del nitrégeno molecular (20,21,32).

En las cepas de Rhizobium, se han cncontrado de 1 a 6 pldsmidos, con un rango de

peso molecular que varfa de 100 a 1500-kb, éste DNA extracromosomal puede representar

el 40% del DNA total. En Rhizobium y Azorhizobium, los plismidos contienen la mayoria
de los genes involucrados en la nodulacién y fijacién de nitrégeno (20,21,32). En algunos
casos la informacién simbi6tica ¢s codificada en un sélo plismido, éste es el caso del

pldsmido simbi6tico (pSim) de la cepa CFN299 de R. phaseoli que confiere a



Agrobacterium tumefaciens la capacidad de nodular y fijar nitrégeno (21).

Una caracterfstica del genoma de Rhizobium cs la presencia de una gran cantidad de

sccuencias de DNA repetidas. Para algunas cepas de R. phascoli, R. melilei, y A.

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

por familia (12). Recientemente, sc han localizado en el pSim de la cepa CEN42Z dc R.
phaseoli 24 familias rciteradas, estas representan ¢l 12% de todas las familias reiteradas en
el genoma (13, ver Fig. 5). También, cl pldsmido simbidtico de R. fredii contienc un alto

nimero de¢ secucncias repetidas  (21). En B. japonicum 28 clementos repetidos

pertenecicntes a 5 familias se encuentran alrededor de los genes de la nitrogepasa (niD(21).
El alto nivel de sccuencias reiteradas sc ha corrclacionado con la inestabilidad gendmica, la
cudl puede generarse por recombinacion homdloga entre las secuencias repetidas.

Una observacién comiin en las cepas de Rhizobium es la gran variabilidad morfoldgica

de las colonias, asf como un alto ndmero de rcarreglos gendmicos que afcctun las
propiedades simbiéticas (2,3,4,10,12,18,21,26,28,33,41,42,43,53).  Ademds, uno dc los

fenémenos mds frecuentes al usar cepas de Rhizobium como inoculantes de leguminosas, €s

la rdpida pérdida de la capacidad de nodulacién y fijacién de nitedgeno (20,21).

La inestabilidad simbiética en condiciones de "stress" por temperatura en R. trifolii,
estd determinada por la pérdida total o parcial del pSym (10,53). Bajo las mismas
condiciones de "stress” en la cepa CFN23 de R. phascoli, un rearreglo en el pSim que
causa la pérdida de la capacidad de nodular sc observa a alta frecuencia. Este rearreglo
involucra la pérdida de los genes nif y la amplificacién de ciertas secuencias, sin que exista
una alteracién en el tamafio del pSim (41,43). Por otro lado, se ha observado que cn

condiciones normales de laboratorio las cecpas 8002 y 1233 de R. phaseoli presentin una

10
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delecién cen el pSim que afecta la capacidad de nodulacién; esta ocurre a alta frecuencia
(0.5%) (3,4,18). Otros tipos de rcurreglos gendmicos han sido detectados por hibridizacién
en otras cepas de R. phaseoli (12). En B. japonicum decleciones que ocurren a alta
frecuencia son gencradas por la recombinacién cntre las secuencias repetidas que rodean a

los genes nif (21).

Otros eventos de dindmica gendmica en Rhizobium son causados por la introduccién de

un pldsmido dentro de la célula.  Por cjemplo, en R. lcguminusarum eventos de

rccombinacién cntre dos plismidos simbidticos causan rearreglos, que en algunos casos
forman pldsmidos simbiéticos hibridos (26,28). Otro cjcmplo, cs cl caso en B, japonicum en
donde el pldsmido RP1 se integra al cromosoma y una parte de DNA cromosomal se
incorpora a un megapldsmido (2).

‘Aunque hay muchas evidencias de incstabilidad simbidtica y de una gran 'diminﬂca

interna en ¢l genoma de Rhizobium, los mecanismos moleculares, asi como los genes que

participan son desconocidos. En csta drea son necesarios mds estudios para poder
establecer los diferentes componentes de la dindmica, variabilidad y evolucién del genéma.
En el presente trabajo describimos algunos enfoques para el estudio de la dindmica
genéxﬁica de R. phaseoli. El primer enfoque fue la clonacién y caracterizacion el gen
recA. La caracterizacién del gen nos permitié construir un pldsmido que fuera wtil para la

homogenotizacién de la mutacién recA::Spe en diferentes cepas R. phaseoli. Las mutantes

recA fueron usadas para cvaluar la participacién del gen en diferentes eventos de

recombinacién. Ademds, sc describen algunos rearreglos del plismido simbidtico que

ocurren durante su transferencia por conjugacion.
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The Rhizobium phaseoli recA gene has been cloned by interspecific complementation of the Fee phenotype of
bacteriophage lambda. The cloned gene restored the recombination proficiency and conferred resistance (o
DNA-damaging agents (methyl methanesulfonate and nitrofurantoin) to an Escherichia coli recA mutant. The
direction of transcription and the locallzation of the recd gene were determined by mutagencsis with phage
MudIIPRI3 and hicterologous hybridization with an £, coli recA probe. An R. phaseoli rec/::Spc” mulation was
introduced in two R, phaseoli stralns by homogenization, The R, phaseoli recA mutants were more sensitive to
DNA-damaging agents and exhibited a 100-fold reduction in recombination frequency as compared with their
parental strains. A deletion of the symblotic plasmid abolishing nodulation was found at high frequency (107%)
in R. phaseoli CFN42, This cvent was recd dependent, In R, phaseoli CFN28S, two cvents of symbiotic
instability were found at high (requency (1077): one was a deletion in the symbiotic plasmlid, and the other was
the loss of whole symbiotic plasmid. In the CFN285 recA::Spe” mutant, only the loss of the symbiotic plasmid

wits observed.

The product of the Escherichia coli recsl gene is involved
in several functions of DINA metabolism, The RecA prolein
is required for processes of homologous recombination,
DNA repair, and induction of prophages, bacteriocins, and
SOS genes, as well as for the coordination of cell division
events (6, 41, 45), .

The purified RecA protein is a DNA-dependent ATPase
that in vitro promotes the invasion of duplex DNA by
homologous single-strandcd DNA and its activated form
{(apparently by binding lo single-stranded DNA) and accel-
crates the cleavage of the LexA repressor, causing the
induction of SOS genes. The activated RecA protein is also
responsible for the protcolysis of the lambda repressor,
promoting the lytic growth of the prophage (6, 41, 45).

The important functions played by the recA gene in cell
metabolism suggest that a recA gene may be conscrved in
many species. In faclt, inlerspecific complementation of E.
coli recA mutants has been used to obtain reeAd genes from at
least 16 bacterial species, including five members of the
Enterobacteriaceae family (9, 21), two members of the
Rhizobiaceae family (2, 10), and other species (1, 15, 16, 23,
24, 31, 35).

A high degree of DNA rciteration is a general character-
istic of the Rhizobiaceae genome (11, 27). This feature has
been reported oniy for a few other bacterial species, such as
Halobacterium and Streptomyces species (38, 39). More-
over, a high frequency of rearrangements has been found to

- be associated with the presence of repeated DNA (12, 38).

Genomic instability and rearrangements that affect nodula.
tion or nitrogen fixation abilities have been observed in
several Rhizobium species (25, 27, 37, 42),

In this report we describe the isolation of the Rhizobium
phaseoli recA gene, The cloned genc complements an E. coli
recA mutant for recombination and DNA repair activitics.
Stable R, phaseoli recA mutants were obtained by a novel

* Correspunding author,

procedure which allows a positive selection for site-specific
marker exchange. These mutants show a reducltion in recom-
binalion proficiency. Two event of symbiotic instability that
affect nodulation abilitics were analyzed: one was recA
dependent, and the other was rec independent,

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and plasmids. The bacterial strains and
plasmids used in this work are listed in Table 1. Baclterio-
phage Plvird was a gift of F. Bastarrachea.

Medin, E. coli strains were grown in LB or M9 media (29)
al 37°C. When needed, amino acids were added to a final
concentration of 0.2% (wtvol)., Rhizobium strains were
grown in PY medium (30) at 30°C. Antibiotics were used for
sclection at the following concentrations: nalidixic acid
(Nal), 15 pwg/ml; streptomycin (Str), 100 pg/ml; spectinomy-
cin (Spc), 100 wg/ml; kanamycin (Km), 15 pg/ml; ampicitlin
(Ap), 100 pg/ml; tetracycline (Tc), 10 wg/ml; and chloram-
phenicol (Cm), 30 up/ml. Mcthyl mcthanesulfonate (MMS)
or nitrofurantoin (NFT) were used at different concentra-
tions, ranging from 0,005 to 0.05% and 1.0 to 140 pg/mli,
respectively. p-Galaclosidase-positive strains were identi-
fied by growth on LB plales with 5-bromo-4-chloro-3-in-
dolyl-B-D-galactoside (X-Gal) at 25 ug/ml (29). Production of
melanin in R, phaseoli was done as described by Lamb ¢t al.
(25) with the following modifications. The colonics were
grown on PY medium supplemented with 20 pg of CuSO,
per ml and 100 pg of L-tyrosine per ml. After 4 days of
growth, the colonics were lysed with a Whatman filter
containing 10% sadium dodecyl suifate (SDS).

Microbiological techniques. Plasmid DNA transformations
of CaCly-treated E. coli cells were performed by the protocol
of Manialis ct al, (26). Hfr mating tests of £, coli strains were
done in LB medium as described by Miller (29) with a
donor-to-recipicnt ratio of 1:10. Cells were incubated for 1 h
at 37°C withoul shaking, and transconjugants were selected
by the acquisition of amino acid prototrophics.
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used

Strains or plasmid

Relevant genotype

Source or reference

R. phascoli

CFN42 St Nal" Nod* Fix* 33

CFN285 - Nal* Nod* Fix"* 11

CFNXI101 The same as CFN42, bul recA This work

CFNX102 The same as CFN285, but recAd This work

CFNX103 Derivative of strain CFN42 deleted in pSym; Nod™ Mel™ This work

CFNX104 Derivative of strain CFN2B5 cured of pSym; Nod~ This work

CFNXI105 Derivative of strain CFN285 deleted in pSym; Nod~ This work

CFNX106 Decrivative of strain CFNX102 curced of pSym; Nod~ This work
E. coli

RR1 F~ leu proA2 lacYl rspL20 (Str") 3

HB101 The same as RR1 except recAl3 4

CSH62 HfrH Cold Spring Harbor Laboratory

MX971 thi-1 8(pro-lac) : F, Bastarrachea

MC4100 (Mucts)  AfargF-lac) U169 reldl rpsL150 (Str") (Mucts) 34 '

M8B20 (Mu++) araD139 A(araCOIBA-leu) 7679 A(proAB argF-laclPOZYA) X1l rspL(Str) (Mu) M4
Plasmids

pSUP202 Ap' Cm' Tc" mob*; ColEl origin unable to replicate in Rhizobitun spp. 40

pHP450 Ap' Spc'/Strf N

pGUS3 sacRE Spc'fStr" Km'/Gen' Tm' Ap' 37

pRK2013 Tra* Km'"; ColEl origin 7

pCR3 Ap'; carries 3,0-kb BamHI E. coli recA™ gene 18

pCQl5 Ap' Tc' carries 4.7-kb LEcoRl R. phascoli nifl{ gene 33 4

pBX404.7 Te'; 5'-deleted KmfNeo’; 3'-deleted Km'/Neo'; RK2 origin 46

pPR13 MudlIPR13; Ap' Cmf 34

pMS16 Ap’ Tc'; ColEl origin bears 2.9-kb EcoRl R, phaseoli recA* gence This work

pMS20 Ap' Tc";, ColE1 origin bears 4.8-kb EcoRI R, phaseoli recA™ gene This work

pMS26 The same as pM16 but bears 2.0-kb Hind!l] Spc'/Str” into recA gene and 5.7-kb  This work

BamHI sacRB Km' Spc'iStr' Tm' into Tc' gene

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

Phage Plvird was propagated in E. coli MX971. Plaling
cfficiency and transduction assays were done as described
by Miller (29).

Mutagenesis of pMS20 with phage MudIIPR13 was carried
out as described by Ratet et al, (34). MC4100(Mucts)(Mudll
PR13)/pMS20 was thcrmoinduced at 42°C for 80 min, and
mini-Mu lysates were used for transduction to M8820(Muc™)
strain,

The R. phaseoli CFN42 genomic library in A1059 was

previously constructed (33) and propagated in £, coli Q359

as described by Karn et’al, (19).
Nodulation and nitrogen Axatlon assays, Phaseolus vulgaris

(cv. Negro Jamapa) plants were inoculated and grown as

described by Noel et al. (30), and the nodules were assayed
for nitrogen fixation by using the acetylene reduction tech-
nique,

Recombinant DNA methods, The recombinant phages were
purificd by cesium chloride density gradient centrifugation,
and the DNA was obtained by phenol extraction (19).
Plasmid DNA was isolated by an alkaline-SDS lysis method
(26). For large-scale preparations, the plasmid DNA was
purified by ethidium bromide-cesium chloride density gradi-
ent centrifugation (26). Restriction endonucleases and T4
DNA ligase were purchased from Amersham Corp., and the
reaction condilions were as specified by the manufacturer,

Plasmid profile and colony and Southern hybridizatlon,
Colony hybridization was carricd out by the method of
Grunstein and Hogness (17). R. phaseoli plasmid profiles
were obtained by the method of Eckhardt (8) and transferred
to nitrocellulose flters by the method of Southern (43).
Genomic or plasmid DNA was digested with the indicated

restriction endonuclcases, Digested DNA was subjected to
clectrophoresis in 1% agarose gels (26) and transferred to
nitrocellulose filters by the method of Southern (43). Probes
were labeled with [a-**P)dCTP by nick translation (36). For
low-stringency hybridizations, the fiiters were prehybridized
for 4 h at 42°C in a mixture containing 30% formamide, 5%
SSC (1% SSCis 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate),
10 mM EDTA (pH 8.0), 0.5% SDS, 20 mM Tris-HCI (pH
8.0), 5x Denhardt solution (1x Denhardt solution is 0.02%
Ficoll, 0.02% bovine scrum albumin, and 0,02% polyvi-
nylpyrrolidone), and 100 pg of denatured salmon sperm
DNA per ml, The filters were hybridized for 16 h at 42°C in
the same solution with the labeled probe and washed once
with 2% SSC-0.19% SDS for 15 min at room temperaturc and
twice with 2x SSC-0.1% SDS for 15 min at 50°C, The high-
stringency hybridizations were done in phosphate buffer as
previously described (11). Autoradiography in the presence
of intensifying screcns was carried out at =70°C.,

'RESULTS

Isolation of the R, phaseoli rec4 gene, The R, phaseoli recA
gene was isolated by complementation of a A red gamma
mutant, Lambda red gamma mutants are able to replicate in
wild-type E. coli but arc unable to grow in E, coli recA
mutanis (Fec™ phenotype) (44).

An R. phaseoli CFN42 genomic library with the bacterio-
phage A1059 as vector was previously constructed (33). In
this library, the 17-kb BamHI fragment that contains red and
gamma genes was substituted by BamHI genomic frag-
ments. The recombinant phages were plaqued on E. coli
wild-type (RR1) and recAl3 (HB101) strains. Fec™ phages
were found at a frequency of 1/1,000 PFU. One Fec* phage
(ARprecA) was partially digested with EcoRI and cloned in
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FIG. 1. Restriction map of R. phaseoli recA gene. Localization
and dircclion of transcription of the recA genc (w), the region of
homology to the £, coli recA probe ({Z7), and inscriion of phage
MudlIPR13 that inactivates the recd genc (Y) or that do not
inactivate the recd gene (V) are shown, Abbreviations: E, EcoR1 P,
Pstly H, Hind1iL; S, Sall,

pSUP202, Plasmids with the functional recA4 gene were
sclected by their ability to confer resistance to NFT (1
pg/ml) to strain HB101, Two plasmids, pMS20 and pMS16,
were sclected for further studies. Plasmid pMS20 carrics
four EcoRl fragments (0.65, 1.15, 1.25, and 175 kb), and
plasmid pMS16 carrics two EcoRI fragments (1,15 and 1.75
kb) (data not shown). NFT-resistant clones with a single
EcoRI fragment were not found, :

Mapping of the R, phaseoli recA gene, Figurc 1 shows the
restriction map of the recA region located in plasmid pMS20,
The pMS20 plasmid digested with several restriction endo-
nuclcases was hybridized with an E. coli recA probe (0,56-kb
Pstl-EcoRI fragment from pCRJ) at low stringency. The
region that hybridized to the recA probe is shown in Fig. 1.

Phage MudIIPR13 was uscd to mutagenize the R, phaseoli
recA gene in pMS20, pMS20::MudlIPR13 cloncs werc trans-
ferred to HB101 by transformation and tested for sensitivity
to NFT and for B-galactosidasc activity, Restriction maps of
NFT-sensitive and B-galactosidase-positive clones were ob-
tained. Figure 1 shows the dircclion of transcription of the
recA gene and of the MudlIPR13 insertions. The 1.15-kb
EcoRI {ragment contains the 5' end of the recA gene, while
the rest (approximalely 1.0 kb) is located in the 1.75-kb
EcoRI fragment,

Complementation studies of the R, phaseoli recA gene, The
ability of the R. phaseoli recA gene present in pMS16 lo
complement both a defective DNA repair function and a
recombination function was studicd, The presence of pMS16
in strain HB10! increased the resistance to MMS and NFT
but did not restore it to the level found in the parental strain

(Fig. 2A und D).
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TABLE 2, Recombination proficiency of E. coli strains®

Conjugational Transductional Pl plating

Strain recombination recombination clficiency”
{requency” frequency” (PFU/ml)

RR1 . 9.5 x 107} 8.6 x 107 8.9 x 10
HB101/pMS16 1,7 x 10~} 5.2 % 10°% 6.2 x 108
HBI101 <1.0 x 1077 <10 x 1077 1.0 x 10°

* Average of three experiments,

5 CHS62 (HfrH) sirain was the donor, Values are numbers of Leu* Sir’
recombinants per donor.

¢ P1 phage lysate was used as donor. Values ace numbers of Leu” Suf
recombinants per donot. .

¥ Dilutions of a P! phage were plated,

The efficiency of P1 phage lytic growth is controlled by the
general recombination system of the host cell and requires a
functional recA gene (5). Plasmid pMS16 restored the plaque
formation of P1 in HB101 at 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 lo promote
homologous recombination was determined by standard Hfr
mating and P1 transduction experiments, Plasmid pMS16 in
strain HB101 was able to complement conjugational and
transductional recombination, However, the recombination
proficiency level found was lower than that observed in the
parental strain (Table 2).

Construction of R. phaseoli rec4 mutants. We constructed
R. phaseoli recA mutants by a novel procedure which allows
a dircct positive sclection for site-specific marker exchange,
The pSUP plasmids (40) arc intcrmediate vectors used
commonly for site-specific mutagenesis because of their
inability to rcplicate in Rhizobium specics (suicide vector).
However, in this homogenization procedure, clones with the
substituted region (double recombinants) are obtained at low
frequency as compared with those that have integrated in the
homologous region along with the veclor (single recombi-
nants). This problem was solved by cloning in the vector a
conditionally lethal gene, the Bacillus subtilis levansucrase
gene {(sacRB) (13). In scveral species, the product of the
sacRB gene confers sensitivity to sucrose and allows a
positive sclection for clones that have lost it by plating on
medium containing sucrose. Furthermore, the recAd gene
was interrupted by a marker gene that in low copy number
confers a high level of resistance.,

Plasmid pMS26 is a derivative of pMS16 carrying a 2.0-kb
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FIG. 2. Viability of recA* and recA cells in the presence of MMS and NFT. Survival curves are shown of £, colf RR1 (@), HB101/pMS16
(A), and HB101 (O) in the presence of MMS (A) and NFT (B). Survival curves arc also shown of R. phaseoli CFN42 (R) and CFNX101 {(0)
in the presence of MMS (C) and NFT (D). Bacleria from a log-phase liquid cullure were spread on LB or PY plates with MMS or NFT.
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FIG. 3. Characterization of R. phascoli recA mulants, Southern
hybridization of EcoRl-clecaved Rhizohium genomic DNAs with E,
coli recA (A) and pMS26 (B) probes, Lanes: 1, CFN42; 2, CFN42::
pMS26; 3, CFNX101; 4, CFN285; 5, CFN285::pMS26; 6, CFNX102.
The lower autoradiogram of pancl B had 10-fold-longer exposure,

HindlII Spc'/Strf fragment from pHP450Q (32) cloned into the
HindIll site of the recA gene and a 5.7-kb BamHl sacRB
Km' Spcf/Str* Tm' fragment from pGUS3 (37) inserted into
the BamHIU site located in the Tc" gene of the vector. This
recA::Spc’ allele is unable to complement the HB101 strain
for MMS resistance or recombination proficiency.

R. phaseoli CFN42 and CFN285 were chosen for con-
struction of recA mutapts. The mutagenesis was carricd out
by homogenization in two steps. In the first step, plasmid
pMS26 was transferred to R. phaseoli strains by triparental
mating, and clones with pMS26 insertion into genomic recA
gene were sclected for Nal™ and Spc”, The {requencics of
pMS26 inscrtion in CFN42 and CFN285 were 2.0 x 1074 and
6.0 x 1079, respectively. In the sccond step, the single
recombinant CFN42::pMS826 and CFN285::pMS26 strains
were grown in PY medium with 10% sucrose to select the
vehicle and wild-type recA delction. 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
1073, respectively, Approximately 50% of the sucrose-resis-
tant clones had a Spc’ Km* Ap* phenotype and are therefore
a substitution of the recA wild-type gene by the recd:Spc’
mutated gene,

Figure 3 shows the Southern blot hybridization of strains
CFN42 and CFN285 and their derivatives hybridized with £.
coli recA or pMS26 probes. The CFN42::pMS26 strain had
the vector (EcoRI fragments of 5.48, 4.78, and 2,89 kb) and
both recA™* (EcoRI {ragments of 1.15 and 1.75 kb) and recA::
Spc' (EcoRI fragment of 3.75 kb) (Fig. 3, lane 2). The
CFNXI101 strain showed that the wild-type recA fragment
was substituted by a recA::Spc’ fragment (Fig. 3A, lane 3)
and that the vector was deleted (Fig. 3B, lane 3). Hybridiza.
tion at high stringency showed that strain CFN285 was
homologous with the CFN42 recA region (EcoRI fragments
of 0.72, 1.15, and 1.7 kb) (Fig. 3B, lanc 4). Morcover, the
0.72-kb EcoRI fragment was homologous with the E. coli
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FIG, 4. Instabitity in the symhiotic plasmid in R. phaseoli
strains, (A) Plasmid profile stained with cthidium bromide; (B)
hybridization of plasmid profile with a symbiotic probe (0.27-kb Sall
fragment of niftf genc). Lanes: 1, CFNJ2; 2, CFNX103, 3,
CENX104; 4, CFNX105; 5, CFN285; 6, CFNX106. The arrows
show the symbiotic plasmid,

recA probe (Fig. 3A, lanc 4), In the CFN285::pMS26 strain,
the integration of plasmid pMS26 into the genomic recA gene
was obtained by recombination between the 1.7-kb EcoRI
fragment from CFN285 and the 3.75-kb EcoRI fragment
from pMS26. This recombination gencrated two new EcoRI
fragments of 0.92 and 4.5 kb (Fig. 3B, lane 5), In this sirain,
two EcoRl fragments (0,72 and 4.5 kb) hybridized with the
recA prabe (Fig. 3A, lanc 5). In strain CFNX102, the vector
and 0.72-kb EcoRI (recA wild type) fragments were not

found, but EcoRI fragments of 1.15 and 4.5 kb (recA::Spcf)

were maintained (Fig. 3, lance 6).

Genetic characterization of R, phaseoli recA mutants. The
CENXI101 strain was more sensitive to MMS and NFT than
the wild-type strain (Fig. 2C and D). Both £. coli and R.
phaseoli strains showed similar sensitivitics to MMS, but R,

phaseoli strains were resistant to higher concentrations of

NFT than the E. coli strains, The survival curves of strains
CFN285 and CFNX102 in response to MMS and NFT were
similar to those of strains CFN42 and CFNXI101, respec-
tively (data not shown). The pBX404-7 plasmid was used to
determine the recombination proficiency in R, phascoli
recA* and rec4 mutants. This plasmid contains two un-
cqually truncated and overlapping fragments of the Km'/
Neo' gene from TnS. The restoration of a functional Km'/
Neo® gene is obtained by interplasmid recombination {46).
The frequencies of recombination in strains CFN42 and
CENXI101 were 2.9 x 107 and 1.01 x 107%, respectively,
and in strains CFN285 and CFNX102 were 2.2 x 10~* and
2.0 X 1074, respectively.

The CFNX101 and CFNXI102 strains were analyzed for
their symbiotic propetrtics in P. vulgarts. Both recA mutants
were able to'induce phenotypically normal nodules with a
4-day dclay. Thesc nodules fix nitrogen at the same level as
those formed by their parental strains.

Nitrogenase (nif) and meclanin (mel} genes arc closcly
linked in the symbiotic plasmid (pSym) of several R. phase-
oli strains (25, 27), Instability that affects the pSym was
tested by the loss of melanin production or the nifff gene. In
strain CFN42, of 1,500 singlc colonies tested, 26 (1.7 X 1073
were Mel™, while in strain CFNX101, of 3,500 colonics
examined, no Mel~ clones were found (<2.8 x 10™%). These
Mel™ clones had a deletion of about 120 kb in the plasmid
pSym (390 kb) and were unable to noduiate P. vidgaris. A
representative strain (CFNX103) is shown in Fig. 4, lane 2.
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Because melanin production in strain CFN285 is low, the
pSym instability of this strain and of its recA derivative was
tested by colony hybridization with the nifH probe. In
CFN285, of 1,100 single colonics tested, 5 (5 x 10™7) were
nift{ mutants, and in CFNX102, of 1,100 colonies examined,
2 (1.8 x 107%) were nifH mutants. Two types of nifff mutant
clones were found in strain CFN285. Type [ had the same
plasmid profile as the parental strain (CFN285) but did not
hybridize with the nifff probe (Fig. 4, lanc 3). In addition,
Southern blots that used the homologous pSym as probe (470
kb) showed the loss of the whole plasmid (data not shown).
Type Il had a delction in the pSym of about 100 kb (Fig. 4,
lanc 4), These data suggest that another plasmid shares the
same clectrophoretic mobility of pSym. The nifHf mutant
clones in strain CFNX102 were similar to the type [ clones of
strain CFN285 (Fig. 4, lane 6), In addition, type I and typc Il
clones of both strains were unable to nodulate P, vilgans,

DISCUSSION

We cloned the R, phaseoli recA gene by Fec* phenotype
complementation of bacteriophage lambda and subcloned it
to confer resistance to a DNA-damaging agent (NFT) in an
E. coli recA mutant. In most cases, the cloning of recA genes
has been done by interspecific complementation of £, coli
rec4 mutants for resistance to DNA-damaging agents (2, 9,
10, 15, 16, 21, 23, 24, 31, 35), except for Haemophilus
influenzae, where the recA gene was isolated by Fec pheno-
type complementation (1),

The R. phaseoli recA gene in an E. coli recA mulant
background was able (o restore recombination proficiency
and DNA repair activitics. The complemented functions
tested were not at the level of those of a wild-type E. coli
strain, perhaps because of low interaction with the sub-
stratecs or low cxpression of the gene in the E. coli back-
ground, We used the 0,56-kb EcoRI-Pstl fragment of the £,
coli recA gene as probe (this fragment contains the AT Pase,
ATP binding, and protcase domains (20, 22]) that hybridized
to R, phaseoli under low-stringency conditions.

R. phaseoli CFN42 and CFN285 have different EcoRI
fragments (1.75 and 0.72 kb, respectively) homologous to the
E. coli recA probe. However, Southern hybridization at high
stringency showed that both strains were highly conscrved
in the recA gene region. This conscrvation allowed the
construction of the CFNX102 strain by gene replacement by
using the recA gene of strain CFN42,

We described a new homogenization procedure that is
based on the positive sclection for loss of the sacRD genes.
In this procedure, the vector that has the sacRB genes wis
used to obtain the double recombinants from single recom-
binants, The positive sclection is an advantage for selecting
double reccombinants in systems where they occur at low
frequency.

The R, phaseoli recA mutants constructed were hypersen-
sitive to DNA-damaging agents (MMS and NFT) and had a
lower recombination frequency than their parcnts. We used
the restoration of the Km/Nco' gene in the plasmid
pBX404-7 to measure the intermolecular recombination fre-
quency (46). By use of this system, Xu ct al. (46) reported a
reduction in the recombination frequency of approximately
800- and 1,000-fold in L. coli and Agrobacterium tume-
Jaciens recA mutants, respectively, With this system, we
observed a reduction of 100-fold for CFNX101 and 300-fold
for CFNX102 in their recombination frequencies, The re-
maining recombination activity shown by R. phaseoli recA
mutants could be due to other recombination genes,
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The R. phaseoli recA mutants had a nodulation delay and
were able to fix nitrogen in P. vuigaris. We think that the
nodulation delay is due to low viability of the strains, That
the recA gene regulates some genes involved in rodulation is
a possible alternative. In this regard, the pectin lyase gene of
the plant pathogen Envinia carotovora, that is involved in
l?c pathogenicity, appears o be regulated by the recA gene
(28).

The pSym instability in strain CFN42 was tested by the
loss of melanin production, The event was a deletion in the
pSym of about 120 kb that occurs with a cumulative fre-
quency of 1.7 x 1072 and was recA dependent. This rear-
rangement was similar to others previously found in our
laboratory (37).

Two events of symbiotic instability were detected in strain
CFN2835, a delction cvent of about 100 Kb in the pSym (type
I} and the loss of whole pSym (type I). We found the type |
event in strain CFNX102 only; therefore the loss of the
pSym was rece independent, In pSym, several families of
reiterated sequences have been found (14); some of these
sequences (those that are in a direct orientation) may par-
ticipate in homologous recombination to gencrate a deleted
pSym. A diffecrent approach is required to stabilize the
symbiotic phenotype in those strains that losc the pSym. The
participation of the recd gene in symbiotic instability in
other R. phascoli strains is now under study,
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RESULTADQOS ADICIONALES

En el trabajo adjunto se describe principalmente la clonacién y caracterizacién del gen
recA de R. phascoli, asf como la construccién del plismido pMS26 que facilité la
homogenotizacién dc la mutacién recA::Spe’ en diferentes cepas de R. phascoli. La
construccidn de las cepas con la mutacidn recA::Spc’ fue con el objetivo de conocer cual es
la participacién del gen recA cn diferentes cventos de recombinacién (intermolecular de
plismidos pequefios, intramolecular en el pldsmido simbidtico, ¢ intermoleculur de
plasmidos grandes durante la conjugacién). En esta scccién se describen Jos siguientes
resultados:

1.- Caracterizacién del plismido pCl-1. Este pldsmido conticne informacién genética que
conficre la resistencia a mutdgenos, lo que sugiere que podrfa estar involucrada con la
recombinacién,

2.- Obtencién de cepas dé R. phascoli con la mutacién recA::Spe’. La construccién de las
mutantes recA en las diferentes cepas de R. phaseoli sc re'al.iza.roﬁ utilizando al pldsmido
pMS26. Las cepas elegidas para la homogenotizacién, son polimorficas y con diferente
homologfa en la regién del gen,

3.- Andlisis de difcrentes eventos de rccombinacién. Las cepas construidas se utilizaron
para estudiar la participacién del gen recA en los siguientes eventos de recombinacion:

- Recombinacién intermolecular de pldsmidos pequeiios.
- Amplificacién de una regién flanqueada por secuencias repetidas en el pldsmido
simbidtico.

- Delecién de una regién flanqueada por secuencias repetidas en ¢l pldsmido simbiético,

18
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- Formacidn de cointegrados y rearreglos moleculares entre pldsmidos grandes de R.

phaseoli durante la tranfercncia del plismido simbi6tico.

El estudio de los diferentes eventos de recombinacién cn R. phaseoli, asf como la
dependencia de éstos por la proteina RecA, fue con ¢l objeto dec comprender mejor la
dindmica molecular de los plismidos, en cspecial la del plismido simbidtico, ya que
algunos rearrcglos cn este plismido podrian afcctar las capucidades de nodulacién y fijaciéh
de nitrégeno.

1.,- CLONACION Y CARACTERIZACION DE UNA REGION QUE CONFIERE
RESISTENCIA A MUTAGENOS.

La mayorfa de las cepas deficientes en recombinacién son sensibles a agentes
mutagénicos. La rc;,stauracién de la resistencia a los mutdgenos permite seleccionar de un
banco genémico aquellas clonas que conticnen cl gen silvestre. La Dra. Guadalupe Espin
generé un banco genémico de la cepa CEN42 construido con fragmentos de EcoRI vy
clonados en el pldsmido pSUP205. El banco gendmico fué transferido a la cepa de E. coli
HB101 (recAl3) por transformacién scleccionando aqucllas clonas que confirieron la
resistencia a 1 pg/ml de nitrofurantoina (NIFT). De cste experimento se selecciond sélo la
clona denominada pCl1-1.

El plismido pCl-1 tienc aproximadamente 40-kb (Fig. 1) y conficrc a la cepa HB101
la resistencia a metil-metanosulfonato (MMS) y NFT (Fig. 2). El nivel de restauracién a
los mutdgenos fue de un 50% comparade con la cepa silvestre (RR1). Este pldsmido en la

cepa HBI1O01 fue incapaz de complementar las funciones de recombinacién conjugacional

19



(mediada por Hfr) o transduccional (mediada por P1). En condiciones de baja severidad
(formamida 20%, 42°C), el probador gen recA de E. coli. (0.56-kb Pstl/EcoRI del pCR3)
hibridiz6 con un fragmento de EcoRI de 1.5-kb del pCl-1, ¢l cudl no corrcsponde al

observado en ¢l genoma de R. phasecoli (fragmento dc 1.75-kb de EcoRI)(Fig. 1). Estos

datos sugicren que cl pldsmido pCl-1 ticne algtn gen que proporciona la resistencia a los
mutdgenos y que no complementa las funciones de recombinacién, Ademds, la hibridizacién
con el gen recA puede estar dada por la homologfa de un dominio y que posiblemente el

fragmento de 1.5-kb contiene parte dc este gen.

A

2.- CONSTRUCCION DE CEPAS DE R. phascoli CON LA MUTACION recA::Spc".

Las cepas de R. phascoli elegidas para la homogenotizacién de la mutacién recA::Spcf
fueron; CEFN2001 (derivada de CEN42, sin el pSim, ni cl p42a), CEN2370 (dcﬁvada de
CEN23, sin pSimj y CEN299 (ver Tabla I). La mutagenesis del gen recA se realizé por
reemplazamiento genético, usando cl pldsmido pMS26, como anteriormente sc menciond

El pldsmido pMS26 fué movilizado con la ayuda del plfxsmido'pRK2013 a las cepas de

Rhizobium.  Las clonas con la insercién del pMS26 (recombinantes sencillas) sc

scleccionaron en PY Nal(20 pg/ml) Spe (50 pg/mil). La frecuencia de integracién del
pMS26 en las cepas isogénicas CEN42 y CFEN2001 fue idéntica, pero en las otras cepas

disminuyé de¢ 30 a 1000 veces, posiblemente porque las dos regiones (recA) cn donde sc

~efectdo la rccombinacién, no son 100% homélogas. La excisién del pldsmido 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 excisién disminuyd 10 veces cuando ésta sc efectiio entre genes heterdlogos.
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Tabla 1. Ccpas de R. phaseoli usadas en el trabajo.

e T Py P A e

CEFN285
CEN2370
CEN299
CEN2001
CENXS5
CFNX4
CFNX6
CENX101
CENX102
CFNX103
CFNX104
CENX105
CFNX106
CENX107
CFNX108
CENX109
CENX112
CENX114
CENX115
CFNX116
CENX117
CENX118
CENX119
CFNX120
CFNX122
CFNX123
CFNX124
CENX125
CENX126
CENX127
CENX128
CENX129
CFNX130

S WM e ke S U A e B 0 el A G P G ke S A S D T e TR A G ek ek G U e A Y

- o A W P S el o A P e S G W G P S G A T R e T ik e v D e O A et S e D

aislado natural, Nal’

aislado natural

derivada de la CFN23

aislado natural

derivada de CEN42, pero sin pSim y p42a
derivada de CFN42, con pSimX35 (ifHe::GDYNI)
derivada de CFN42, con pSimX4 (nifHa::GDYNTI)
derivada de CEN42, con pSimX6 (nifHb::GDYNTI)
derivada de CFN42, pero recA:Spe’

derivada de CEN285, pero recA::Spc’

derivada de CEN42, pero pSim deletado, Mel', Nod”
derivada de CFN28S5, pero pSim curado

derivada de CEN2835, pero pSim deletado, Nod'
derivada de CENX102, pero pSim deletado
derivada de CEN2001, pero recAnSpc

derivada dc CFNX107, pero Ery’

derivada de CFNX107, con pSimX$5

derivada de CFNX107, pero con pSimX5 y p42a
derivada de CEN2001, pero con pSimX5:p42a
derivada de CFNX107, pero con pSimX5::p42a
derivada de CFNX107, pero con pSimX5::pd2a
derivada de CENX108, pero con pSimX5::p42a
derivada de CFNX108, pero con pSimX5::pd42a
derivada de CENX108, pero con pSimX5::pd2a
derivada de CENX107, pero con pSimX5del::p42a
derivada de CFEN2001, pero con pSimX4

derivada de CFNX107, pero con pSimX4
derivada de CFN2001, pero con pSimX3

derivada de CFNX107, pero con pSimX5
derivada de CEN2001, pero con pSimX6

derivada de CENX107, pero con pSimX6
derivada de CFEN2370, pero yecA::Spcf

derivada de CENX299, pero recA::Spcf

derivada de CENX299, pero recA::Spcf
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Flgma 1.- Caracterizacién del pldsmido pCl-1. DNAs digeridos con EcoRI y tenidos con
bromuro de ectidio del pldsmido pCl-1 (1) y de la cepa CEN42 (3). (2) y @)
Autorradiogramas de la hibridizacién con el probador del gen recA de E. coli (0.56kb
EcoRI/Pstl del pCR3) de los carriles 1 y 3, respectivamente. Las condiciones de
hibridizacién fueron dec baja severidad (formamida 20%, 42°C). |
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Figura 2. Curvas de viabilidad para nitrofurantoina (A) y metil-mctanosulfonato (B).
( 0 ), RRl; ( @ ), HB101/pCl1-1; ( V ), HB101. Las células de un cultivo cn fase
exponencial fueron diluidas y plateadas cn LB con MMS o NFT.
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Sin embargo, una clona recombinate sencilla de la cepa CEN299, denominada CEN299::-
pMS26C1, presentd una alta frecuencia de formacién de clonas sacarosa-resistentes (1000
veces mds frecuente que en la clona CEN299::pMS26C2), ésta inestabilidad no correlaciond
con un incremento en la frecuencia de recombinacién interplasmidica obtenida con el
plismido pBX404-7 (2 x 10%). Aproximadamentc cl 50 % dc las clonas sacarosa-
resistentes fucron, Sp” Km* MMS* y por lo tanto conscrvaron la mutacién recA::Spc'.

El andlisis molecular de la insercién y excisién del plismido pMS26 cn la construccién
de las mutantes recA se realizé por medio dc hibridizacionces tipo Southern.

En la ccpa CEN2001, la inscrcién del plismido pMS26 se efcctué cn la regién de
rccA. La ccpa CENXI107 (recA::Spc’) derivada de la CEFN2001, fu€¢ generada por la
recombinacién entre los dos genes recA repetidos de la cepa CFN2001::pMS26 que caus6
la delecién del gen recA silvestre y del pMS26 (Fig. 3, carril 6). Esta homogchotizacién

fue idéntica a la descrita previamente en la cepa CFN42.

Tabla 2. Frccuencia de insercién y excisién del pldsmido 'pMSZG en diferentes cepas de
Rhizobium phaseoli *.

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

cepa Frecuencia Frecuencia
insercién ® excisién ¢

CEN42 2 x 10* 2.0 x 10*
CFN2001 2 x 10* 2.0 x 10°
- CEN285 6 x 10° 3.6 x 10°
CFN2370 6 x 10° 3.0 x 10°
CEFN299 2 x 107 CEN299::.pMS26C2 1.1 x 10°
' CFN299::.pMS26C1 2.5 x 107

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

* Valores promedio de 2 6 3 expcrimentos.
®* Expresada como nimero de recombinantes por donadora
¢ Expresada como nimero de sacarosa-resistentes por célula.
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La cepa CFN2370 presentd tres fragmentos de EcoRI (0.7, 1.15 y 1.7-kb) homoélogos a
la regién de recA del pMS26 (Fig. 3, camil 1). El plismido pMS26 sc integré por una
recombinacién entre los fragmentos de EcoRI de 0.7-kb (del genoma) y de 3.75-kb (dcl
pMS26). Estc cvento generé dos nuevos fragmentos de EcoRI (1.0 y 3.4-kb) no presentes
en el pldsmido o genoma (Fig. 3, carril 2). La cxcisién del pMS26 y del gen recA

silvestre sc observé por la pérdida de los fragmentos de EcoRI de 0.7 (recA silvestre), 1.0,

3.5, 5.2, y 5.9-kb (fragmentos del vehfculo) y la conservacién el fragmento hibrido de
3.4-kb de EcoRI (recA:uSpc) (Fig. 3, carril 3), La mutante recA::Spct derivada de la
CEN2370 se denominé CENX128, s

La cepa CEN299 ticne dos fragmentos de EcoRI (0.7 y 0.8-kb) homdlogos a 'la regién
recA de la CEN42 (Fig. 3 carril 7). Los resultados del andlisis molecular de las
recombinantes  sencillas  derivadas de la  cepa  CEFN299 (CFN299::pM826C1 y
CFN299::pMSZ6&J2) son poco claros. En la cepa CFN299::pMS26C1 el plismido pMS26

posiblemente se integré por medio del fragmento 5.3-kb de EcoRI del vector, el cudl

- cambié de peso molecular (5.1-kb EcoRI) y generd un fragmento de 1.9-kb de EcoRI (Fig.

3, carril 8). Andlisis dc dos clonas sacarosa-resistentcs (CENX129 y CENX130) derivadas

de la CFN299::;pMS26C1 con fenotipo RecA (Sp" Km' Ap* MMS?), presentaron un pau'én

‘de restriccién inesperado. En ambas clonas analizadas (CFNX129 y CENX130) se perdié el

fragmento de 0.7-kb EcoRI homélogo a Ja regién de recA de la CFN42 y de E. coli. Sin
embargo, varios fragmentos de EcoRI del vchiculo se conscrvaron en ambas _cionas (1.9,
3.5-kb) (Fig. 3, carril 9 y 10). Estos cambios son dificiles de explicar con un s6lo evento -
de recombinacién, es posible que hayan ocurride varios cventos, los cuales pcmﬁtieron

conservar partc del vector. Independientementc de cstos datos, las cepas
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Figura 3.- Caracterizacion de las mutantes recA de R. phascoli, Autorradiografia de la
hibridizacion tipo Southern de los DNAs totales digeridos con EcoRI e hibridizados
con ¢l plasmido pMS26. Carriles: 1, CEN2370; 2, CFN2370::pMS26; 3, CENX128;
4, CFN2001; 5, CFN2001::pMS26; 6, CFENX107; 7, CFN299; 8, CFN299::pMS6C1,;
9, CEFNX129; 10, CENX130; 11, CFN299.::pMS26C2. Las condiciones de
hibridizacién fucron de alta severidad (Amortiguador de fosfatos, 65°C).

26



CENX129 y CENX130 fueron sensibles a agentes mutagénicos y tienen una disminucién de
100 veces en la frecuencia de recombinacién (Tabla 3). La clona CEN299::pMS26C2,

mostré que el fragmento de 3.75-kb EcoRI (recA::Spc’) del pMS26, disminuyé de peso

molecular (3.5-kb EcoRI) y los dos fragmentos homdlogos de la regién recA de la CFN42
no tiene alteracién alguna (Fig. 3, carril 11). Estos datos indican que la regién recA de las
cepas CFEN299 y CFN42 tienen poca {mmologx’a y que los diferentes rearreglos observados
en la homogenotizacién pueden deberse a ésta baja homologia.

Las cepas con la mutacién recA::Spc’ fueron mds sensibles a los mutdgenos 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 mutacién recA::Spc’ fueron utilizadas para analizar el

papel de la protefna RecA en diferentes eventos de recombinacién. Estos estudios nos
- permitird conocer y comprender mejor los rearreglos genémicos que generan la inestabilidad
simbi6tica. La recombinacién intermolecular de pldsmidos pequefios fue cuantificada con el
pldsmido pBX404-7 (externo del genoma de R. plla_g:_ci],i), mientras que la recombinacién
intramolecular ¢ intermolecular dentro del genoma de R. phaseoli fue realizada en el pSim.
Esta seccién contiene los siguientes puntos:

a) Recombinacién intermolecular en pldsmidos pequefios.

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

seleccién positiva,
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c) Amplificacion y delecion de una regién flanqueada por secuencias homdlogas en el
pldsmido simbiético,
d) Formacién de cointegrados entre pldsmidos grandes durante la conjugacién del

pldsmido simbiético.

a) Recombinacién intermolecular en pldsmidos pequeiios.

La frecuencia de recombinacién intermolecular de las cepas fue determinada por la
restauracién del gen Km del pldsmido pequefio pBX404-7 (13.9-kb). Este pldsmido
contiene el gen Km en dos fragmentos separados en direccién opuesta, y con una pequefia
regién de homologfa (52). Las frecuencias obtenidas en las cepas con la mutacién
recA::Spc’ fueron 100 veces menores que las encontradas en la cepa parental (Tabla 3). En
la cepa silvestre CFN299, la frecuencia de recombinacién fue 5 veces menor a la observada

en las otras cepas.

Tabla 3. Frecuencia de recombinacién de las cepas de R. phaseoli, cuantificadas por
Ia restauracién del gen Km del pBX404-7 *,

-l S P e D A P S D N e AR e A AR S S Gt P P P e S D S D A D D b S D SRS Y PR A DT R R aa S R S A an G WP 9 AR O W S Am - A A O A N A

cepa recA’ recA
CFN42 2.9 x 10* 1.0 x 10°
CFEN2001 2.4 x 10* 2.1 x 10°
CFN285 2.2 x 10° 2.0 x 10°
CEN2370 1.8 x 10* 2.5 x 10
CFN299 4,1 x 10° 53 x 107

" Valores promedio de 3 6 4 experimentos. La frecuencia es expresada como el nimero de
kanamicina-resistentes por célula.
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b) Andlisis molecular de eventos obtenidos sin _marcadores de_selecién_positiva.

Dos eventos que generan la inestabilidad simbidtica en las cepas CEN42 y CFN285 se
analizaron a nivel molecular. Estos eventos fueron seleccionados por la pérdida de
produccién de melanina o de los genes nifH.

E!l mapa de restriccién para la_enzima BamHI, asf como la localizacién de las
secuencias reiteradas y de algunos genes en el pldsmido simbidtico de la cepa CFN42 se
han reportado recientemente (Fig. 4 y 5) (13). Este pldsmido tiene dos operones nifHDK
(regién nifHa y regién nifHb) separados por 120-kb y en orientacién directa. Dentro de la |
regién de 120-kb se encuentra un tercer gen nifH (regién nifHc), asf como varios genes de

nodulacién y fijacién de nitrégeno como nodB, nodC, nodD, nifA, etc. (13,49).

En la cepa CFN42 la inestabilidad simbidtica fue observada por la pérdida de ia
produccién de melanina (Mel). En las clonas Mel, el pSim tiene una delecién de 120-kb.
Este evento fue recA dependiente. La determinacién del punto de recombinacién en el
pldsmido deletado se realiz6 por hibridizaciones tipo Southern. Los DNAs totales de las
clonas Mel" digeridos con BamHI se hibridizaron contra varios césmidos que cubren todo el
pSim y con un probador interno del gen de la nitrogenasa (0.27-kb Sall de nifH). La cepa
CFNX103 (representativa de las clonas Mel’), s6lo presénté un nuevo fragmento de 9.9-kb
que hibridiza con el probador nifH (Fig. 6, carril 2), el tamafio de este fragmento
corresponde a un fragmento hibrido compuesto por los extremos 5’region nifHa y 3’'region
nifHb (ver Fig. 8). Los extremos de la delecién en la regiones nifH son observados por la
hibridizacién contra los ¢c6smidos ¢cGD7 y ¢GD45. Las bandas 1 (nifHa) y 2 del pSim son

detectadas con el césmido ¢GD7 (Fig. 6, carril 4), mientras que, las bandas 25 (nifHb) y 26
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del pSim son detectadas con en el césmido ¢cGD45 (regién nifHb) (Fig. 6, carril 6). Estos
cuatro fragmentos son los extremos internos de la regién de 120-kb y los cudles no estdn
presentes en el pSim deletado de la cepa CENX103. Hibridizaciones contra los cdsmidos
que cubren todo el pSim, comprobaron que la recombinacién entre las regiones nifHa y
nifHb causaron la delecidn de toda la regién de 120-kb (la delecién incluye la regién nifHc
y varios genes nod y fix).

En la cepa CFN285 la inestabilidad gendémica fue de dos tipos: tipo I, curacién del

pSim y tipo II, delecién en el pSim. La inactivacién del gen recA no afecté la curacién

~del pSim (ver articulo). Las cepas CFNX104 (recA*) y CFNX106 (recA’) que curadas del

pSim (tipo I), presentaron un patrén plasmidico idéntico al de la cepa silvestre. Estas
clonas 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 CENX10S5 (recA")
representativa del evento de delecién en el pSim (tipo II), tiene un nuevo plﬁsmido de
aproximadamente 390-kb. Esta cepa hibridizé con el pSim (Fig. 7, carril 6) y en lugar de
tener las tres bandas de hibridizacién con nifH, sélo se observé una nue\}a banda de
aproximadamente 20-kb (Fig. 7, carril 2). Estos datos indican que la delecién fue generada
por una recombinacién entre dos regiones nifH, muy similar a la encontrada en la cepa
CFN42. Por otro lado, estos datos indican la existencia de un pldsmido que tiene la misma

movilidad electroforética que el pSim, el cual no habfa sido descrito.
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pSymCFN 42

Figura 4. Mapa de restriccién del pSim de la CFN42 para BamHI vy localizacién los

césmidos. Tomado de Girard, M.L. et al (13).

31




ey

Jrot T T

- x
nmy vy T I
| At R I kY O b B | O T O Lty
\\ 8% 1 5 10 16 21 Y
L - z
\ o —
\ ,/’
\ P
\ rad
\ f"’
’f
\ o 0 -
\ \ "O e
\\ 2\ Q--
\ es 4 o
\ © 1
\ w3 €4
\ D /
\ o~
\ & ~®
\‘ \a =
\ S © ~
Ve
\\ .-
\ &
\
\
\ @
o g
'P“ 0 f\l
A A pSymCFN42
T
c- a9
o 'y
o o‘\’“ Yo
+
LJ
(\‘." ~
L
o" o ()
X " éb‘\o
- b‘i °
)
f [ o
a

Figura 5. Localizacién de las diferentes familias

Tomado de Girard, M.L. et al. (13).
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Figura 0.- Caracterizacién molecular del pSim de la cepa CFNX103. Autorradiograffas 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) ¥ cGD45 (carriles 5 Y

6). Carriles: 1,2y3, CFN42; 2, 4 y 6, CFNX103. Las condiciones de hibridizacién
fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 62 C).
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Figura 7. Caracterizacién molecular de los eventos de inestabilidad genémica de las cepas

CEN285 y CENX102 (recA). Autorradiograffas de las hibridizaciones tipo Southern contra

los probadores de nifH (carriles 1 a 4) ¥y pSim285 (carriles 5 a 8). Carriles: 1y 3,
CFNX104; 2 y 6, CENX105; 3y 7, CFEN285; 4 y 8, CFNX106.
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c) Amplificacién y delecién de una_regién _flanqueada por secuencias homdlogas en el

pldsmido simbiético.

En el laboratorio, David Romero construyd un sistema de seleccién positiva para
diferentes tipos de rearreglos genéticos como son, amplificaciones, deleciones, inserciones y
curaciones de pldsmidos (33). Este sistema consiste en un “cassette" (GDYNI1) que
contiene los genes Spc'/St” Km'/Gen' y sacRB. El gen KmY/Gen' tiene la propiedad de

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

conﬁerc 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 eligié al pldsmido simbidtico (pSim) la cepa CFN42 para el estudio de los eventos
de recombinacién en las cepas recA* y recA. La eleccién se debié a que el mapa de
fcstriccién del pSim es conocido y por que en esta cepa se han descrito eventos de
inestabilidad genémica, Esta cepa tiene seis pldsmidos denominados, p42a (170-kb), p42b
(170-kb), p42¢ (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 construyd tres
pldsmidos en donde el “"cassette" (GDYNI1) fue insertadp por reemplazamiento genético en
cada una de las tres reiteraciones nifH, los pldsmidos obtenidos se denominaron, pSimX4
(insertado en nifHa), pSimX5 (insertado en nifHc) y pSimX6 (insertado en niflib).

Los pldsmidos pSimX4, pSimX5 y pSimX6 se transfirieron a las cepas CEFN2001
(recA*) y CFNXI107 (recA’), derivadas de la cepa CFN42 que no tienen ni el pSim, ni el
pldsmido p42a. La transferencia del pSim se realizé sin ayuda de sistemas de mobilizacién

externos. El patr6n plasmidico, asi como los DNAs totales digeridos con BamHI se
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hibridizaron contra el probador de nifH. Se seleccionaron las clonas que contenian el pSim
y el nimero de reiteraciones esperado y se denominaron: CFNX122 (CFN2001/pSimX4),
CFNX123 (CFENX107/pSimX4), CEFENX124 (CFN2001/pSimXS$5), CFNX125 (CFNX107/-
pSimX5), CFNX126 (CEN2001/pSimX6), y CFNX127 (CFNX107/pSimX6).

Las cepas anteriormente mencionadas fueron plateadas en PY conteniendo diferentes
concentraciones de Km (15, 50 y 75_1.ngml) o con sacarosa al 12.5%. De la poblacién
resistente a sacarosa (12.5%) o a Km (75 ug/ml) se tomaron varias colonias y se analizaron
a nivel molecular para saber si estas contenian amplificaciones o deleciones. El anélisis
molecular de las colonias consistié en observar el patrén plasmidico, asf como Ia
hibridizacién de éste y de DNAs totales digeridos con BamIHI contra del probador de nifH.
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). Ln el caso de tener un
pldsmido simbidtico con alguna de regiones nifH amplificada, la intensidad de hibridizacién
de las reiteraciones serd diferente. Ejemplos de este andlisis son mostrados en las Figuras
9, 10y 11,

En la cepa CFNX122 (recA'/pSimX4, nifHa;:GDYN1). De las cinco colonias
resistentes a Km (75 pg/ml) analizadas, s6lo una mostré un incremento en el peso
molecular del pSim, mientras que en las cinco colonias sacarosa-resistentes analizadas, hay
una delecién de aproximadamente 120-kb en el pSim. Esta delecién fue generada por una
recombinacién entre las regiones nifHa y nifHb. En la cepa CFNX123 (recA/pSimX4,
nifHa::GDYN1), las seis colonias resistentes a Km (75ug/ml) analizadas, tienen el pSim sin
alguna alteracién en el peso molecular, mientras que las cuatro clonas sacarosa-resistentes

analizadas, mostraron la pérdida total del pSim.
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Las seis clonas analizadas de la cepa CFNXI126 (recA"/pSimX6, nifHb::GDYNI)
resistentes a Km 75 plg/ml, tienen un incremento de tamaiio en el pSim (Fig. 9A, carriles 4
a 9). DNAs totales digeridos con BamHI e hibridizados contra ¢l probador de nifH
muestran un incremento en la intensidad de dos bandas. La densitometria 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-DGYNI; uno para la banda de nifHa; 5 para la banda de

nifHe) y sugiere que el pSim tene cinco veces la regién de 120-kb (Fig. 10, camriles 4 y

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

(Fig. 9A, carriles 1 y 2) que fue generada por una recombinacién 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 pg/ml) analizadas, no tienen alteracién en el tamafio del pSim (Fig.
OB, 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 §). |

En la cepa CFNX124 (recA*/pSimXS$, nifHc::GDYNI), de las seis colonias resistentes a

- Km (75 pg/mi) analizadas, todas tienen un incremento de peso molecular en el pSim.

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

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

la banda nifHe::GDYNI : una para la banda pifHa : una para la banda nifHb : cuatro para

la banda 5’nifHa/3’nifHb) que corresponde a un pSim con cinco copias de la regién de
120-kb (Fig. 11). Las clonas sacarosa-resistentes de la cepa CFNX124 tienen una delecién |

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

11, carriles 1 y 2). Las colonias resistentes a Km (75 pg/ml) de la cépa CFNX125
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Figura 8.- Diagrama esquemdtico de las inserciones del GDYNI1 en el pldsmido simbiético
(parte superior). Mapa de restriccion de las regiones nifHa, nifHb, y nifHc, asi como los
pesos moleculares de los productos de recombinacién entre las regiones nifHa y nifHb
(parte inferior). A la derecha se muestran los pesos moleculares de cada regién con la
insercién del GDYNI.

37



BP e e

A

12345678 9

R b L AL b o P Pt g e

B

12345678 910

|=|.-|
B
BRI
. '

oeade «0°

Figura 9.- Autorradiograffa del patrén plasmidico de las clonas conteniendo el pSimX6
hibridizado con el probador de nifH. (A) clonas en fondo genético recA*. Carriles:
1,CFNX126 dell; 2, CFNX126 del?; 3, CFNX126; 4, CFNX126 Kml; 5, CFNX126
Km2; 6, CFNX126 Km3; 7, CFNX126 Km4; 8, CFNX126 Km5; 9, CFNX126 Kmé6. (B)
clonas en fondo genético recA. Carriles: 1, CENX127 curl; 2, CFNXI127 cur2; 3,
CENX127 cur3; 4, CFNX127; 5, CENX127 Kml; 6, CFNX127 Km2; 7, CENX127 Km3;
8, CFNX127 Kmd; 9, CFNX127 KmS; 10, CFENX127 Km6. Las condiciones de
hibridizacién fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C).
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Figura 10.- Autorradiografia de la hibridizacién de los DNAs totales digeridos con BamHI
de clonas conteniendo el pSimX6 e hibridizados con el probador de nifH (0.27kb-Sall de -
nifH). Carriles 1, CENX126 dell; 2, CFNX126 del2; 3, CFNX126; 4, CFNX126 Kml; 5,
CFNX126 Km2; 6, CFNX127 curl; 7, CENX127 cur2; 8, CENX127 cur3; 9, CENX127;
10, CENX127 Kml; 11, CFNX127 Km2. Las condiciones de hibridizacién fueron de alta
severidad (amortiguador de fosfatos, a 65°C).
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Figura 11.- Autorradiograffa de la hibridizacién de los DNAs totales de clonas conteniendo
el pSimX5 digeridos con BamHI e hibridizados con el probador de nifH (0.27kb-Sall
de nifH). Carriles: 1, CFNX124 dell; 2, CFENX124 del2; 3, CFNX124, 4, CFNX124
Kml; 5, CFNX124 Km2; 6, CENX125 curl; 7, CENX125 cur2; 8, CFNX125 dell; 9,
CFENX125; 10, CFNX125 Kml; 11, CFNX125 Km2, Las condiciones de hibridizacién
fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos a 65°C).
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Tabla 4. Frecuencia de Amplificaciones, deleciones y pérdida total del pldsmido simbiético
de la cepa CFNA42,

T L L T e R R e R Y bl R R A e P L L P L e L LY

cepa

CENX4 CEFNX35 CFNXG6
evento (nifHa::GDYM1) (nifHe::GDYM1) (nifHb::GDYM1)
(seleccion)
Amplif. w.t 1.1 x 10* 7.6 x 10* 3.7 x 10°
(Km75) recA >7.4 x 10° ° >3.3 x 10° >3.4 x 10
Delec. w.t 4.0 x 10 6.0 x 10 3.1 x 107
(Sac 12.5%) recA >3.8 x 107 1.0 x 10° >1.4 x 10°
Curacién
(Sac 12.5%) recA 3.8 x 10° 2.0 x 10° 1.4 x 107

U S D AR e S D T e 00 b ek ek P TP S o R R WD S e e D U ek T 0 A T A P A ke e TP Y D T R P W e e £ T P 00 G S e O S8 T v P A D e T T S

(recA/pSimX5) analizadas, no muestran un aumento en el tamafio del pSim y la intensidad
de las bandas de hibridizacién con el probador nifH son muy similares (Fig. 11, carriles 10
y 11). De las colonias sacarosa-resistentes de la cepa CFNX125 (recA/pSimXS5) analizadas,
sélo una de ellas mostré un delecién en el pSim. La delecién ocurri poi‘ la recombinacién
entre las regiones nifHa y nifHb (Fig. 11, carmil 8), todas las demds colonias mostraron la
pérdida total del pSim (Fig. 11, carriles 6 y 7).

~ Con las frecuencias de formacién de las colonias en los diferentes medios y la fraccién
que estas presentaron un evento molecular, podemos deducir la frecuencia aproximada con
la que ocurren los eventos de amplificacién, delecién y curacién (Tabla 4). La
amplificacién y delecién de la regién de 120-kb ocurrié por la recombinacién entre las
regiones nifHa y nifHb, éstos eventos aparecen con una frecuencia de 10* en las células

silvestes. La amplificacién de la regién en la mutante recA::Spc’ no fue observada. La
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delecién de la regién de 120-kb en la mutante recA::Spc’, sélo fue observada en el
plésmido pSimX5 (nifHc::GDYNI1), ésta aparece con una frecuencia de 1.0 x 10 (60 veces
menor a la de la cepa recA*) (Tabla 4). La curacién del pSim sélo fue observada en la

cepa recA::Spc’ a una frecuencia de 2 x 10°,

d) Formacién de cointegrados entre_pldsmidos grandes durante la_conjugacién.

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

(10%) se ha logrado, por la introduccién de la regién de movilizacién contenida en un

transposén y la complementacién in trans de los genes de la transferencia. En el

—

laboratorio S. Brom utilizando estos sistemas, observé que el pldsmido p42a de la CFN42
podrfa incrementar la transferencia del pSim. En los experimentos siguientes se describe la
transferencia del pSim en ausencia de sistemas de conjugacién externos al Rh_izobium.
Ademids, se evalud la participacién del pldsmido p42a en la transferencia. Por otro lado, -
durante la tranferencia del pSim, varios rearreglos molecuares fueron observados. La
participacién del gen recA en estos rearreglos fue analizada.

Los pldsmidos usados para los experimentos de conjugacién fueron construidos en la
cepa CFN42 por David Romero., En estos pldsmidos el "'cassettc" 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 conjugacién, en base a esto

presentaré sélo los datos con el pldmido pSimXS5, como representativo de ellos.
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El pldsmido 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, recA::Spc?). Las exconjugantes fueron selecionadas en PY Rif(50pg/ml) Km (15
ug/ml), y contraselecionadas para Spc' y sacarosa-sensibles. La frecuencia de transferencia
fue de 1 x 10° exconjugantes por célula donadora.

El andlisis del patrén plasmidico de las exconjugantes, revelé 3 patrones diferentes
(Fig. 12): Patrén I, tiene los cuatro pl:%smidos de la CFN2001 (p42b, p42c, p42e y p42f) y
el pSimX5 (p42d); patrén II, tiene los cuatro pldsmidos de la CFN2001, el pSimXS y otro
pldsmido que migra a nivel del p42b; patrén 1II, tiene los cuatro pldsmidos de la CFN2001
y un pldsmido que migra a nivel del p42f. La hibridizacién tipo Southern de los patrones
plasmfdicos contra los probadores nifH, p42a, p42b, p42c, y pSim, mostraron que; en el
patrén I, sélo se transfiri6 el pSim (Fig. 12, carril 4); en el patrén II, el pldsmido que
migra a nivel del p42b corresponde al p42a (Fig. 12, carril 2): en el patrén III, el pldsmido
que migra a nivel del p42f, hibridiz6 con los probadores nifH, p42a y p42d (Fig. 12,
carriles 1,3,7,8,9 y Fig. 13). Estas hibridizaciones indican que el pldsmido que migra a
nivel del p42f es un cointegrado entre los pldsmidos pSim y pd2a (el tamafio 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 pldsmidos pSimXS y p42a, asf como el alto
porcentaje de cointegrados entre el pSimX5 y el p42a, sugieren fuertemente que el p42a

tiene una importante participacién en la transferencia.
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Tabla 5. Frecuencia de transferencia de los diferentes patrones plasmidicos *
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Tipo de Patrén 1 Patrén II Patrén III
transferencia (pSimX35) (pSimX35 + pA) (pSimX5::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)
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* promedio de 3 o 4 experimentos.

Se analizd el efecto del p42a en la. transferencia del pSim, as{ como la participacién
del gene recA en la formacién de los cointegrados durante la transferencia. Las cepas
CFNX109 (recA/pSimXS5) y CFNX112 (recA/pSimX5 p42a), fueron utilizadas como
donadoras de la transferencia, mientras que la cepa CFNX108 (recA Ery’) fue utilizada
como receptora. La frecuencia de transferencia del pSimXS5 en presencia del p42a fue de
5 x 107 exconjugantes por donadora, mientras que en ausencia del p42a no la observamos
(> 1x10? por donadora). Los porcentajes de los diferentes patrones plasmidicos en ausencia
de RecA, no son afectados (Tabla 5). |

Se analizaron a nivel molecular siete cepas que contenian un cointegrado
pSimX5::pd2a. 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
CENX115, CENX116 y CENX120, los cointegrados fueron obtenidos de una cruza donde la
donadora fue recA* y la receptora fue recA. Los cointegrados de las cepas CFNX117,
CENX118 y CENX119, fueron obtenidos de una cruza donde ambas cémlas fueron recA.

Los pldsmidos fueron denominados como pSim y el nimero de la cepa, por ejemplo, cepa
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CENX115 tiene el cointegrado pSimX115.

En la Fig. 16 se muestra el patrdn plasmidico de las cepas, asi como su hibridizacién
contra el pSim y el p42a. En las cepas CFNX114, CFNX115, CFNX116, CFNX117,
CFNX118 y CFNX119, el pSim y el p42a hibridizaron con un pldsmido que migra a nivel
del p42f (tamafio aproximado de 560-kb). En la cepa CFNX120, el pSim y p42a
hibridizaron con un pldsmido que migra entre el pSim y el p42c (tamafio aproximado de
290-kb). ‘

Hibridizaciones tip'o Southern usando el probador nifHH, mostraron que las cepas
CENX114, CENX115, CFENX116, CFNX117 y CFNX118 tienen el mismo patrén de
reiteraciones nifH que la cepa parental (CENXS). El pSimX119, tiene tres reiteraciones
nifH, pero la reiteracién nifHa no estd presente, en cambio, aparecio una nueva banda de

6.6-kb que hibridizé con pifH (Fig. 14, carril 7). El pSimX120, tiene sélo dos reiteraciones

nifH, una ellas (9.5-kb) corresponde al fragmento nich::GDYNl,.mientras que la otra

(5.2-kb) corresponde un fragmento hibrido formado por los extremos 5’nifHb/3’nifHa (Fig.
14, carril 8). |
En un intento por determinar el punto de recombinacién en la formacién de los

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

los 11 césmidos que cubren todo el pSim de la CFN42 y las 19 bandas del pSim que
tienen reiteraciones éon el p42a (ver Fig. 4 y 5). El andlisis de las autorradiografias de las
hibridizaciones contra los diferentes probadores (Fig. 14 a 19), revelaron cuatro tipos de
coihtegrados diferentes.

Patrén A, encontrado en los pSimX114, pSimX115. Estos pldsmidos comparados con el |

pSimX5 y pd42a, no mostraron cambios en los patrones de restriccién. Posiblemente porque
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el punto de recombinacién ocurrié entre fragmentos de un mismo peso molecular,

Patrén B, representado por los pldsmidos pSimX116 y pSimX117, pSimX118. Estos
pldsmidos 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 cudl hibridiza y que se localiza en el p42a,
incrementaron de tamafio (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 3). " Estos eventos nos sugieren, que estos cointegrados
fueron generados por mds de un evento de recombinacién.

Patrén C, encontrado en el pSimX119, En este cointegrado ocurrieron los cambios
siguientes: a) la banda 1 (9.1-kb) que contiene la regién 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 homéloga a nifH
(Fig. 14, carril 7), b) la banda 79 (17-kb) del pSim desaparece y aparece una banda de 15-
kb (Fig. 16, caril 7)). En este pldsmido el cointegrado parece haberse generado por dos
eventos de recombinacién, uno de ellos involucré el cambio en la regién de nifHa.

Patrén D, encontrado en el pSimX120. Este cointegrado mostr6 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 patrén B (pSimX116, pSimX117 y
pSimX118), b) la pérdida de la regién de los césmidos cGD103, ¢cGD170, cGDS5I, cGD1.79,
y ¢GD47 (regi6n de 270-kb que no incluye los genes nod y fix), ¢) la desaparicién de las
regiones nifHa y nifHb, estos fragmentos generaron un fragmento | de 5.2-kb
(5’nifHb/3’nifHa). Este cointegrado esta formado por el p42a y la regién de 120-kb del

pSim que contiene los genes de nodulacién y fijacién de nitrégeno,
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Se analiz6 el patrén plasmfdico de 25 colonias de las cepas CFNX114

(recA’/pSimX114), CFNX116 (recA/pSimX116) y CFENX118 (recA Ery/pSim118). En
ninguna de las colonias se observé un cambio en el patrén plasmidico (datos no mostrados),
suguiriendo que los cointegrados son relativamente estables. Por otro lado, sélo el pldsmido
pSimX120 fue incapaz de formar nodulos en Phaseolus vulgaris, este dato sugiere que en la
regién de 270-kb hay algin gen de nodulacién.

Con los datos anteriores indican ciuc el pSim se tranfiere a una muy baja frecuencia y
requiere del pd2a para la transferencia. Es posible que el pSim no contenga los genes de
la transferencia y que estos son complementados por el pd42a. La formacién de
cointegrados entre el pSim y p42a ocurre muy frecuentemente en la transferencia del pSim
y que ésta es indepediente del gen recA. El andlisis de los cointegrados mostré cuatro
diferentes tipos de cointegrados, los cuales fueron generados por uno o més eventos de
recombinacién. En algunos casos se observ$ la clara participacién de secuencias reiteradas,
por ejemplo, la delecién de la regién 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 regién

de nifHa fue alterada. Algunos rearreglos observados en los cointegrados fueron obtenidos
durante la transferencia en ausencia de la protefna RecA, esto suguiere que éstos eventos
son independientes de RecA. Por otro lado, es diffcil decir si hay uno o mds sitios para la
generacién de los cointegrados. Sin embargo, en algunos pldsmidos es claro observar mds
de un evento de recombinacidn, los cudles puede ser dados por secuencias repetidas o bien

por eventos de recombinacién que no requieren de homdlogia.
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Figura 12.- Visualizacién del patrén plasmidico con Bromuro de etidio de algunas clonas
exconjugantes de R. phaseoli. Carriles: 1 a 4y 7 a 10, exconjugantes de una cruza
CFNX5 y CFNX107; 5, CFNX107; 6, CENXG5.
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Figura 13.- Andlisis del patrén plasmidico e hibridizacion con los probadores pSimd2 y

p42a de las cepas CENX114 (1 a 3); CENX115 (4 a 6); CFNX116 (7 a 9); CFNX5 (10
a 12); CENX107 (13 a 15); CENX117 (16 a 18); CENX119 (19 a 21); CENX120 (22 a
14); CFNX118 (25 a 27). Pauén dec plismidos tefiidos con bromuro de etidio
(1,4,7,10,13,16,19,22,25).  Autorradiograffa de¢ la  hibridizacién con el pSim42
(2,5,8,11,14,17,20,23,26) y con ¢l pd2a (3,69,12,15,18,21,24,27). Las condiciones de
hibridizacién fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C).
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Figura 14.- Autorradiografia de la hibridizacién tipo Southern de los DNAs totales digeridos
con BamHI e hibridizados con el probador de nifH (0.27kb-Sall de nifH). Carriles: 1,
CFNX114; 2, CFNXI115; 3, CENX116; 4, CENXS; 5, CENX107, 6, CENX117; 7,
CFNX119; 8, CFNX120; 9, CENX118. Las condiciones de hibridizacién fueron de alta
severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C).
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Figura 15.- Autorradiograffa de la hibridizacién tipo Southern de los DNAs totales digeridos
con BamHI e hibridizados con el probador p42a. Carriles: 1, CFNX114; 2, CFNX115; 3,
CFENX116; 4, CENXS5; 5, CFNX107; 6, CENX117; 7, CFNX119; 8, CFNX120; 9,
CFNX118. La flecha sefiala la desaparicién de una banda. Las condiciones de
hibridizacién fueron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 65°C).
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Figura 16.- Autorradiograffa de la hibridizacién tipo Southemn de los DNAs totales digeridos
con BamHI e hibridizados con el probador c¢GD47. Carriles: 1, CENX114; 2, CENX115;
3, CENX116; 4, CFNX5; 5, CFNX107; 6, CENX117; 17, CENX119; 8, CENX120; 9,
CENX118. La flecha sefiala el cambio de una banda. Las condiciones de hibridizacién
Cieron de alta severidad (amortiguador de fosfatos, 63°C). -~
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Figura 17.- Autorradiograffa de la hibridizacién tipo Southern de l1os DNAs totales digeridos

con BamHI e hibridizados con el probador banda 1 del pSimd42. Carriles: 1, CFNX114; 2,

CENX115; 3, CFNX116; 4, CENX5; 5, CENX107; 6, CENX117; 7, CFNX119; 38,
CENX120; 9, CFNX118. La flechas sefialan la aparicién o desaparicién de bandas. Las
bandas de mayor sefial corresponden a las regiones nifHa y nifHb, y la banda superior de
baja sefial corresponde a la regién nifHc::GDYNI1. Las condiciones de hibridizacién
fueron de alta severidad.
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Figura 18.- Autorradiografia de la hibridizacién tipo Southern de los DNAs totales digeridos
con BamHI ¢ hibridizados con el probador banda 16 del pSim42. Carriles: 1, CENX114;
2, CFNX115; 3, CENX116; 4, CFNXS5; 5, CFNX107;, 6, CENX117; 7, CENX119; 8,
CFNX120; 9, CFNX118. La flechas sefialan los cambios en las bandas. Las condiciones
de hibridizacién fueron de alta severidad.
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Figura 19.- Autorradiograffa de la hibridizacién tipo Southern de los DNAs totales digeridos
con BamHI e hibridizados con el probador banda 83 del pSimd42, Carriles: 1, CENX114;
2, CENX115; 3, CFNX116; 4, CFENX5; 5, CFNX107; 6, CFNX117; 7, CFNX119; 8,

CENX120; 9, CENX118. Las flechas muestran los cambios observados. Las condiciones
de hibridizacién 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 ctapa, se clond y caracterizd el
gen recA, asf como la construccién varias cepas con la mutacién recA::Spc’. En la segunda
etapa, se analiz6 la participacién del gen recA en la recombinacién de pldsmidos pequefios
y grandes. Los eventos de recomb\inacién de plasmidos grandes fueron enfocados al
pldsmido simbiético.

El gen recA fue clonado por complementacién del fenotipo Fec del bacteriéfago
lambda. EIl gen clonado en la cepa de E. coli HB101 fue capaz de restaurar la resistencia
a agentes que dafian el DNA (luz UV, nitrofurantoina y metil-metanosulfonato), y de
complementar la recombinacién conjugacional y transduccional. Se obtuvé el mapa de
restriccién y la localizacién del gen recA en la regidn clonada, esto permitié seleccionar el
siio de restriccién para inactivar el gen,

El pldsmido pMS26 se construyé para facilitar la homogenotizacién del gen recA. Este
pldsmido tiene interrumpido el gen recA con un fragmento que confiere la resistencia a Spc
y dentro del vehiculo, el "cassette” GDYN1 que contiene los genes sacRB que permiten la
seleccién positiva de su pérdida. El pldsmido pMS26 fue muy Wtil para obtener cepas de
R. phaseoli con la mutacién recA::Spc’. Las cepas elegidas (CFN42, CFN285, CEN2370 y
CEN299) para la mutdgenesis dirigida son cercanas filogenéticamente, pero presentaron un
polimorfismo en la regién del gen recA. En el caso, de las cepas CFN42 y CFN299, la
homologfa fue menor que entre las otras cepas. La baja homologfa causé una disminucién

en la frecuencia de insercién y excisién del pMS26. La insercién del pMS26 en diferentes

fragmentos, as{ como la excisién incompleta del pMS26 puede deberse a la baja homo]ogfa |
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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 observé una alta frecuencia de
pérdida del vehiculo (sacarosa-resistentes), La inestabilidad puede ser debida a un rearreglo
dentro del pMS26 que acercé dos secuencias repetidas o a la formacién de una proteina
RecA hibrida con mayor capacidad en recombinacién. Sin embargo, la frecuencia de
recombinacién | medida con el plf;srnido pBX404-7 de las cepas CFN299 vy
CFN299::.pMS26C1, fueron idénticas, lo cudl descarta la opcién de la protefna hibrida
hiperrecombinante, Las cepas recA::Spc' derivadas de la cepa CEN299::pMS26C1 fueron
generadas por una excisién parcial del vehfculo, la permanencia de algunas regiones del
pMS26 no afectaron el fenotipo RecA.

Cabe mencionar que el sistema de seleccién positiva utilizado facilité la construccién
de las mutantes recA. En sistemas en donde no hay una seleccién positiva para la pérdida
del vector y con regiones 100% homdlogas, la frecuencia de dobles recombinantes es del
1% con respecto a las recombinantes sencillas. Sin embargo, en sistemas en donde la regién
de homologfa es menor del 100%, la frecuencia de obtencién de recombinantes sencillas
disminuye notablemente, la cudl reduce la frecuencia de obtencién de doble recombinantes.

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

mutagénicos nitrofurantoina y MMS. - En las mutantes recA la frecuencia de recombinacién
(medida como la restauracién del gen Km del pldsmido pBX404-7) disminuyé 100 veces
con respecto a Ja cepa parental. Con este sisterna, las mutantes recA de E. coli y

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

recombinacién (52). Esta diferencia podria deberse a una actividad residual del gen
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recA::Spc’ o bien a la presencia de otros genes de recombinacién. Por ejemplo, la
informacién genética del pldsmido pCl-1 confiere resistencia a mutdgenos y posiblemente
participe en algin proceso de recombinacién,

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

E. coli y Ach (recA*) de A. tumefaciens una frecuencia de recombinacién de 5.2 x 107 y

1.3 x 10%, respectivamente (52). En nuestro caso, las cepas CFN42 CEN285 y CFEN2370
tienen una frecuencia de recombinacién de 2 x 107, mientras que la cepa CEN299 tiene una
frecuencia de 4 x 10®. Estos datos sugieren fuertemente que las cepas de R. phaseoli
tienen una maquinaria de recombinacién de pldsmidos pequefios menos eficiente que la de

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

El pldsmido pCl-1 confiere a la cepa HB101(recAl3) la resistencia a los mutdgenos

MMS y NFT, pero es incapaz de complementar las funciones de recombinacién. Es posible
que csté pldsmido contenga un gen similar a los genes muc del plésmid_o.' pKM101
(derivado del R46), los cudles tienen la capacidad de incrementar la resistencia a luz UV .y
agentes mutagénicos (11,19). Estos genes pueden complementar genéticamcnie a las

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

descrito, que el pldsmido CAM-OCT de Pseudomonas aeruginosa es capaz de incrementar
la resistencia a luz UV y agentes mutagénicos, sin complementar las funciones de
recombinacién (22). El pldsmido pCl-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 Pstl/Sall del
pCR3). Esta hibridizacién puede deberse a que los dos genes compartan dominio similares,

por ejemplo, el dominio de ATPasa o de unién al DNA.
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En un primer ensayo de cuantificacion de la inestabilidad gendémica de R. phaseoli, se
eligieron las cepas CFN42 y CFN285, asf como sus derivadas recA::Spc’. La inestabilidad
de la cepa CFN42 fue determinada por la pérdida de la produccién de melanina (Mel). Las
clonas Mel" aparecen con una frecuencia acumulativa de 1.7 x 10? estas clonas fueron
generadas por la recombinacién entre las regiones nifHa y nifHb que causaron la delecién
de 120-kb en el pSim. Este cvcnt? de recombinacién es dependiente del gen recA.
Algunos eventos de recombinacién entre estas dos regiones se han observado recientemente
en el laboratorio (33).

En la cepa CFN285 y su derivada recA, la inestabilidad se determind por hibridizacién
en colonia, usando como 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 curacién del pSim y la otra una delecién de 100-kb en el pSirh.
La delecién fue generada por la recombinacién de dos regiones nifH, similar a las
observadas en la CFN42, En la cepa CFNX102 (recA::Spc’) el evento de delecién no fue
observado, pero sf la curacién del pSim. En este caso podemos concluir que la curacidén
del pSim es recA-independiente.

Para una f4cil obtencién de eventos de recombinacién mediados por las regiones nifH
(amplificacién y deleciones), David Romero construyé tres pSims que tienen insertado el

"cassette" GDYN1 en cada una de las reiteraciones nifH. El "cassette” GDYNI1 tiene la

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

amplificaciones por dosis génica del gen Km. Con los pldsmidos obtenidos él logré
obtener las frecuencias de los eventos de amplificacién y delecién generados por la

recombinacién de las regiones nifHa y nifHb (33).
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Para evaluar la participacién del gen recA en los procesos de amplificacién y delecidn,
los pldsmidos con la insercidn GDYNI en la regidon nifH (pSimX4, pSimX5, y pSimX6)
fueron transferidos a las cepas CEFN2001 y CFNX107 (recA’). Las clonas de las cepas
CFNX122, CFNX124 y CFNX126 (tecA*) resistentes a Km 75 pg/mi fueron analizadas y
mostraron un pSim de mayor peso molecular. El aumento de peso molecular en los pSimX5
y pSimX6 fue debido a una amplificacién en tandem de la regién de 120-kb y fue
generada por la recombinacién entre las regiones nifHa y nifHb. Los pldsmidos analizados
tienen 5 copias de la regiéon de 120-kb. Comparando las frecuencias de amplificacién
reportados (33), con las obtenidas aquf, observamos que la amplificacién de la regién de
120-kb a 5 copias es 10 veces menor a la encontrada para la duplicacién o triplicacién de
la regién de 120-kb y es 10 veces mayor que a la encontrada para un pSim con § copias
de la regién (33), El incremento en la concentracién de Km en el medio selectivo permite
seleccionar clonas con un nimero diferente de copias de la regién, por ¢jemp10, en Km 50
Hg/ml es posiblcl selecionar duplicaciones o triplicaciones (33), en Km 75 pgg/ml se pueden
seleccionar un pSim con 5 copias de la regién de 120-kb, y en Kml100 pg/ml se puede
seleccionar un pSim con 8 copias de la regién (33).

Los eventos de amplificacién mediados por las regiones nifH no fueron observados en
la mutante recA::Spc’. Esto indica que los eventos de recombinacién son dependientes del
gen recA., Sin embargo, las células son capaces de crecer en altas concentraciones de Km
(75 pg/ml) posiblemente por efecto de alguna mutacién, ya que las frecuencias de aparicién
de clonas resistentes a Km 75 pg/ml es de aproximédamentc 10°%,

En otras especies bacterianas se han descrito amplificaciones en tandem

(30,37,44,45,47). Por ejemplo, en E. coli una regién de aproximadamente 40-kb que
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contiene al gene glyT se amplifica en tandem a una frecuencia de 10° (30), o bajo ciertas
condiciones de crecimiento en E. coli, una regién 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 pldsmido R100 se ha
observado, que la amplificacién en tandem de la regién r-det (23-Kb) es mediada por las
secuencias repetidas IS1 y ocurren a una frecuencia de 10° (30,45). La mayoria de estos -
eventos son dependientes de los sistemas de recombinacidn homdloga e inactivacién del gen
recA reduce los eventos de amplificacién (30,45).

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

y nifHb de los diferentes pldsmidos en células recA* fueron de 107 similar a las

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

pldsmido pSimX5 y ocurren con una frecuencia aproximada de 1 x 107, 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::Spc, se debe a la pérdida total del pldsmido

simbiético, la cudl ocurre a una frecuencia de 107,

En este trabajo, se describen algunos eventos de inestabilidad gendmica en las cepas
CFN42 y CFEN285. Los eventos observados fueron amplificaciones y deleciones mediados
por las secuencias nifH, y la curacién del pSim. Los eventos de delecién y curacién
causaron la pérdida de las propiedades simbidticas de las cepas. Se ha reportado que en
algunas cepas R. phaseoli tienen reiteradas la regios nifH, (En estas cepas pueden ocurrir
la recombinancién entre las regiones nifH y generar pldsmidos simbiéticos deletados o

amplificados? (En cdantas cepas de R. phaseoli la inestabilidad simbidtica observada estd

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

gendmica que provocan la pérdida de Is capacidades simbidtica. ; Que otros eventos
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genéticos y que no observamos son los que participan en la inestabilidad simbidtica? § Hay'
en R. phaseoli algin sistema de recombinacién similar al encontrado para el cambio de

antigenos flagelares en Salmonella 6 el encendido y apagado de los genes para Ia

produccién de alginato en P. aeruginosa? ; Hay en R. phaseoli algin sistema més
especifico en la generacién de variabilidad genética?. Finalmente, podemos suponer que la
la alta inestabilidad simbiética de R. phaseoli, podria estdir dada por la participacién de
varios eventos, como en el caso de la cepa CFEN285, en donde ocurre la pérdida parcial
(delecidn) o total (curacién) del pSim.
La transferencia del pSim entre cepas recA* ocurre a una frecuencia de 10°, mientras
que entre cepas recA::Spc’ la frecuencia fue de 107. Aunque, la transferencia del pSim s
realiz6 en ausencia del gen recA, es posible que éste tenga una participacién durante el
proceso. La transferencia del pSim s6lo se realizé6 presencia del pldsmido  p42a,
posiblemente porque contiene los genes necesarios para la conjugacién, los cudles
complementan in trans la transferencia del pSim.
Dufantc la transferencia de pSim se observéd que un 40% de las exconjugantes
presentaron un cointegrado compuesto por el pSim y el pd42a. La generacidn de estos
- cointegrados no fue afectada por la ausencia de la protefna RecA. Tambien, se ha
o3 reportado que el pSim de la cepa CFN42 puede cointegrarse con el pldsmido p42b, este
wﬁ ' evento ocurre con una frecuencia acumulativa de 102 (5).‘ |

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

que es recA-independiente, es muy similar al reportado por Broome-Smith (). Este autor
describe un evento de recombinacién sitio especffico y recA-independiente entre los

pldsmidos ColEl o ColK y el pLG500. El pldsmido pL.G500 al ser complementado para la
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movilizacién se cointegra con el pldsmido ColEl o ColK. La cointegracién se efectia en
las 47 pb del sitio de relajacién del pL.G500 y en la regién del origen de transferencia del
ColEl (6).

Es posible que el evento de cointegracién entre los pldsmidos pSim y p42a sea similar
al anteriormente descrito.  Sin embargo, nosotros desconocemos el posible origen de
transferencia en ambos pldsmidos. En un intento por establecer el posible sitio de
recombinacién entre los dos pldsmidos, se realizaron experimentos tipo Southern usando
como probador el p42a, los 11 cédsmidos que cubren todo el pSim, y los 19 fregmentos del
pSim que tienen reiteraciones en el p42a.

El andlisis de las hibridizaciones tipo Southern mostraron cuatro cointegrados
diferentes, pero en ninguno de ellos tenemos bien delimitado el sitio de cointegracién entre
los dos pldsmidos. El patrén A (pSimX114 y pSimX115), no mostrd alteracién alguna en
las hibridizaciones realizadas y suponemos que el sitio de recombinacién se pudo efectuar
entre dos fragmentos del mismo peso molecular, por lo cual es diffcil determinar el punto
de recombinacién. En el pawrén B (pSimX116, pSimX117 y pSiml118), los cambios
observados sugieren que por lo menos ocurrieron dos eventos de recombinacién. En el
patrén C (pSiﬁ1X119), los cambios observados suguieren que por lo menos ocurrieron dos

eventos, uno de éllos en la regi6n de nifHa. En el caso del patrén D (pSim120), este

pldsmido parece haberse generado por mds de dos eventos, uno de ellos ocuirié por la

recombinacién entre las regiones nifHa y nifHb, la cudl causé la delecién de la regién de
270-kb en el pSim. Es importante mencionar que muchos de los rearreglos en los
cointegrados fueron generados en ausencia de la proteina RecA. Una posiblc.cxplicacién de

este fenémeno es que la transferencia de los pldsmidos por conjugacién se realiza como
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de la conjugacién generen éstos rearreglos.
Finalmente podemios decir que en este trabajo se describen varios eventos de

inestabilidad gendémica. En el caso, de las amplificaciénes y las deleciones, éstas fueron

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

caso, de la curacién del pldsmido simbidtico, 1a inactivacién del gen recA no estabilizé la

-

pérdida del pldsmido.

Por otro lado, en la transferencia del pldsmido simbiético observamos algunos eventos

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

cointegracién del pSim con el p42a, y otros eventos como deleciones. ;| En estos eventos
que otros genes de recombinacién son los que estan participando?. ; Hay en R. phasedli
una via de recombinacién similar a la via RecE de E. coli?. ; Por que las cepas de R.

phaseoli pueden mantener pldsmidos con alto ndmero de reiteraciones?.
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