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RESUMEN

Durante Ila realizacibn de este trabajo se construyeron, aislaron y

caracterizaron mutantes recA de Xanthomonas campestris pv. campestris por.un
evento de recombinacidon homdloga doble con el gen recA de Rhizobium etli. Este
gen recA de Rhizobium etli, contenido en el pldsmido pMS26 que lleva los genes
sacBR, esté interrumpido por un gen que codifica para resistencia a espectinomicina
(Spc™), de modo que nos permitié aislar dobles recombinantes de X. campestris que
supuestamente tendrian el gen recA interrumpido. Con la caracterizacion de las dos
mutantes aisladas, se determind que ambas presentan una reduccion de tres ordenes
de magnitud en la frecuencia de recombinacién genética homdloga asi como en su

capacidad de reparacién del DNA con respecto a la cepa silvestre. Ademds, ambas

mutantes son sensibles tanto a metil metano sulfonato como a radiaciones

ultravioleta.
Se evalud el efecto de la mutacién en el gen recA, sobre un rearreglo genético

de Xanthomonas campestris que segun esta reportado, tiene efecto sobre la

virulencia de dicha bacteria, la produccién de la goma xantana y el fenédmeno de
quimiotdxis y se determind que este rearreglo es recA-independiente.

Por otra parte, las cepas recA- obtenidas se complementaron en trans con el
gen recA silvestre de R. et/i y se observé que dichas mutantes son menos virulentas

en plantas que ia cepa silvestre.



i.- INTRODUCCION

1.« Xanthomonas campestris pv. campestris

1.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DE Xanthormmonas

campestris pv. campestris.

Xanthomonas campestris pv. campestris, s una bacteria clasificada dentro dal género
Xanthomonas de la familla Pseudomonadaceae (Krdeg, N., y Holt, J., 1984), sus cdiulas tienen
forma de bacilo cuyo tamafio se encuentra entre el rango de 0.4 a 0.7 micras de ancho por 0.7 a
1.8 micras de largo, gram negativas y se mueven por medo de un fiagelo polar Gnico. Sus
colonias son amarsiias de aspecto suave, brillosa o viscosa. Sus pigmentos son muy
caracteristicos, polienos arl brominados o “xanthomonadinas® (Figura 1). Son aerdbicos
obligados con un tipo de metabolismo respiratorio en donde el oxigeno es el aceptor tenninal de
eloctrones. Su temperatura optima de crecimiento esté entre 25°C y 30°C

FIGURA 1. Cultivo de Xanthomonas campestris pv. campestris.



Xanthomonas campestris pv. campestris al igual Que todos los organismos incluidos en
su género, es una bacteria fitopatégena. Se ha determinado que es el agente causal de algunas
patogenias en: Brassica spp., Capsella bursa-pastoris, Lepidum sativurn, Mathiola spp.,
Raphanus sativus, Rorippa armoriva de la familia Cruciferae y Boerhaavia erecta de la famiis
Nyctaginaceae (Krieg, N.R., Holt, J.G., 1984). Secreta diferentes enzimas como: proteasas,
poligalacturonato-liasa, endoglucanasa y a-amilasas que e ayudan a colonizar a las plantas
susceptibles; las mutantes de estas enzimas son defectuosas en patogenicidad (Daniels, M.J. y
col., 1984; Thome, L. y col., 1989; Hu, N. y col., 1992).

Cuando este organismo fitopatégeno es examinado directamente en el tejido vegetal o de
cultivos muy visjos se ve de forma y tamafio irmegular, pero si son analizados provenientes de
medios de propagacion o crecimiento, los bacilos son razonablemente uniformes y de puntas
redondeadas.

Xanthomonas campestris pv. campestris es productora de cantidades abundantes de
polisacéridos extracelulares (EPS) cominments conocido como goma xantana, cuando $@ crece
en medios con carbohidratos asimilables; estos compuestos le dan a las colonias un aspecto
mucoso y viscoso (Figura 1). La produccién de EPS afuera de la pared celular es comun en
muchos géneros de bacterias y éstos se organizan en capsulas o glicocaliz alrededor de la célula
(Coplin, D.L. y Cook, D., 1990; Kamoun, S. y Kado, C., 1990).

La estructura de la pared celular es similar a la de otras bacterias gram-negativas. Los
lipopolisacéridos de la pared celular son heteropolisacdridos enlazados covalentemente a lipidos
y se ha observado la presencia de enlaces beta-1',6 de disacdridos glucosaminados con dos
grupos fosfatos uno con un enlace éster y el otro en un enlace glicosilado. Existen ademds largas
cadenas de dcidos grasos unidos por enlaces ester y amida, ademds en X. campestris se ha
identificado la presencia de cadenas ramificadas de dcido D-3-hidroxi-9-metiidecancico, D-3-
hidroxi-1 1-metildecanoico y pequefias cantidades de 2-hidroxi-9-metildecanocico (Krieg, N.R., Holt,
J.G. ,1984).

Son bacterias quimioorganotréficas, capaces de usar diferentes carbohidratos y sales de
Acidos orgdnicos como Unica fuente de carbén. Al igual Que en otras especies de Xanthomonas,
como el reportado en X.c. pv Oryzae, en este microorganismo se puede observar el fendmeno de
quimiotaxis. Este comportamiento se observa en medios sintéticos y en exudados acuosos de
plantas de arroz susceptibles a la bacteria, sugiriendo que la quimiotaxis juega un pape! muy
importante en el proceso de invasién de las hojas de la planta a atacar (Kamoun, S. y Kado,
C..1990). En observaciones realizadas directamente en plantas infectadas por X. campestris pv.
campestris se aprecia una bacteria no mdévil y no flagelada; cuando se encuentra en el fluido del
xilema, se mueve solo por difusion. El fenémeno de quimiotaxis se puede observar en cajas
semisdélidas con sacarosa y extracto de levadura, donde surgen bacterias quimiotdcticas y
deficientes en produccién de goma xantana. La bacteria por medio de un “interruptor genético” se
transforma de productora de EPS y no quimiotactica, a un tipo seco no mucoide deficiente en la



produccion de EPS y quimiotdctica. Estas cepas qulrﬁlot&:ﬂcn no mucoides presentan
revertantes al fenotipo de la cepa silvestre dias después en los medios de cultivo utilizados
(Martinez-Salazar, J. y col., 1993).

1.2. GOMA XANTANA

La goma xantana es un heteroexopolisacérido anidnico de alto peso molecular. Es un
polimero de unidades repetidas de un pentasacérido compuesto de glucosa, manosa y #écido
glucurénico en una proporcion molar de 2:2:1 (Harding, N.E. y col., 1983).

En solucion ascucsa la goma modifica su viscosidad y propledades espectroscépicas,
dabido a un cambio en ia configuracién molecular. La xantana es un polimero especial cuyas
propledades han sido estudiadas en forma extensiva por ol Northern Regional Research Center;
entre las propiedades principales destaca el que este polisacdrido hidrosoluble puede rempiazar
otras gomas obtenidas a partir de plantas y aigas.

El U.S. Northem Regional Research Center aisié a X. campestris NRRL B1459 (Jeanes,
A.y col, 1981), cepa que produce la goma xantana con tres caracteristicas que le hacen muy
valiosa:

1) Alta viscosidad a bajas concentraciones

2) Pseudoplasticidad

3) Estabilidad en un rango muy amplio de temperatura, pH y concentracion de electrolitos (Thome,
L. y col. 1889).

Debido a estas propiedades reoldgicas, y por ser no téxica para el hombre y animales, la
goma xantana es usada extensivamente en Ia industria de alimentos como estabilizante,
viscosificante, emuisificante. También se usa en la Iindustria de cosméticos, de productos
farmmacéduticos, manufactura de papel, pintura, textiles, adhesivos, en la produccién de petrdleo,
recuperacion terciaria de aceite, en la agricultura y otras aplicaciones mads (Ekaterinladou, L.V. y
col., 1994; Fu, J. y col., 1992; Hbdtte, B., y col., 1990).

Usualments la goma xantana es producida por fermentacién usando glucosa O Sacarosa
como fuente de carbdn (Fu, J., y col., 1992).

La regién que codifica para 1a sintesis de EPS de la cepa NRRL-B1459 fue secuenciada
por el grupo de M. Capage de Synergen, inc., Bouldar, Co. Ellos encontraron por o menos 12
marcos de lectura abierta los cuales designaron como gumB hasta gunM (Figura 2) (Coplin, D.L.
y Cook, D. 1990). . -
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FIGURA 2. Modelo simplificado de la biosintesis de la goma xantana. Los oligosacéridos unidos a
lipidos son enlazados intracelularmente a partir de los azidcar-nuciedtidos de Ila céivla y
polimerizadas. Abreviaciones: GT, glicosiltransferasa; L.C, transportador de naturaleza lpidica
(Coplin, D. L. y Cook, D., 1990).

La estructura y biosintesis de la goma xantana es un proceso algo complejo y en la que
se requiere de: : .
a8) La sintesis de precursores UDP-glucosa, UDP-dcido glucurénico y GDP-manosa (Fig 3).



b) La transferencia secuencial de unidades de lipidos fosfatados para el ensambie de las
subunidades de pentasacéridos unidos a una molécula transportadora de isopentenil pirofosfato.
€) La adicién de grupos acetilos y piruvatos con la subsecuente polimerizacion de las unidades
repetidas formando la goma xantana(Harding, N. y col., 1993; Coplin, D.L. y CooK, D., 1800). -

Glucosa ¢ Fructosa oxt Manosa o,

PEP| PTS lm
Fructosa 1-fosfato
ATP~] Gk ' ATP < 1PKF Fructosa
. ATP
Fructosa 1,6-bifosfato FRK
FBPasa
Glucosa 8-fosfato <—55— Fructosa 8-fosfato<—g—~ Manosa 8-fosfato
PGM ) ]PMM
Glucosa 1-fosfato ) Manosa 1-fosfato
UTP~ UDPG-PP GTP ~] GDPM-PP
UDP-Glc GDP-Man
UDPG-do\ /
1 ____—~ GOMA HANTANA 1
UDP-GIcA GDP-Rha
UDPGIcA-E
UDP-GalA

FIGURA 3. Biosintesis e interconversién de precursores de Qoma xantana. Abreviaciones
utilizadas: ext, del exterior de la célula; Gic, glucosa; GicNac, N-acetiglucosamina: GicA, écido
glucurdnico; Gal A, dcido galacturdnico; Man, manosa; 1PFK, 1-fosfofructocinasa; FBPasa,
fructosa-1,6-bisfosfatasa; FRK, fructocinasa; GK, glucocinasa; UDPGICA-E, UDP-GicA-4-
apimerasa; Rha, rhamnosa (Harding, N.E. y cols., 1993).
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Los diferentes grupos de genes para la sintesis de la goma xantana siguen siendo objeto
de estudio por varios grupos de investigadores.

€1 grupo de genes requerido para el ensambie de las unidades repetidas unidas a lipidos
fue identificado y denominado como xps/ (xanthan polysaccharide synthesis) por los grupos de
Barrere, G. y col. (1986) y Thomae, L. y col. (1987).

Hotte, B. y cols., en 1990, identificaron una regién nueva de DNA de 35.5 kb, organizada
en por lo menos doce grupos de complementacién, |1a cual estad involucrada en la biosintesis del
exopolisacdrido. Al realizar un andlisis de mutantes en dicha regién, se observé un efecto
pleiotrépico en los componentes de la envoltura bacteriana.

Koplin, R. y cols. (1992) por medio de experimentos bioquimicos, de complementacién y
secuenciacién sugirieron la presencia de dos genes nuevos, uno que codifica una enzima
bifuncional con actividad de fosfoglucosamutasa (PGM) y de fosfomanosamutasa (PMM), y otro
que codifica para otra enzima bifuncional con actividades de fosfomanosaisomerasa (PMl) y de
guanosin 5°-difosfomanosa (GDPM-PP).

El grupo de Harding, N.E. (1993) identificd y analizé las regiones de DNA donomlnadn
como xpsiil, IVy V. La regién xpslil codifica una enzima involucrada en la sintesis de LUDP-
glucosa, GDP-manosa y UDP- dcido glucurénico. La xps/V la enzima UDPG-pirofosforilasa y la
xpsVila UDPG-deshidrogenasa.

2.- REARREGLOS GENICOS

Las diferentes especies microbianas, asi como los demds organismos vivos, transmiten a
sus descendientes sus caracteristicas particulares al pasar una copia fiel de su informadén
genética. De este hecho depende la estabilidad a largo plazo de la informacion genética que se
encuentra codificada en la doble hélice del DNA. Sin embargo, para comprender el mecanismo de
la evolucion y en particular al referirse a las diferentes especies microbianas, es importante
conocer los diferentes sistemas gendéticos Que existen en la naturaleza y por medio de los cuales
se dan innumerables combinaciones genéticas que producen la variabilidad dentro de las
poblaciones microblanas.

La formacién de nuevos rearreglos en los genes se da dentro y entre especies, por medio
de mecanismos que provocan la formacién de nuevos genotipos reuniendo y reordenando genes
de diferentes organismos. Entre los mecanismos conocidos que oiiginan vardabilidad bacterdana
encontramos: la recombinacibn homdloga, la transposicién, deleciones, Iinversiones,
transiocaciones o duplicaciones. A estos mecanismos de reorganizacién de nucledtidos se les
conoce como recombinacion genética (Bi, X. y col. 1995).



2.1. RECOMBINACION GENETICA

La recombinacidn gendtica es un proceso comun en todos los organismos vivos e
involucra el intercambio de secuencias de DNA entre dos cromosomas o moléculas de DNA. B
intercambio origina nuevas combinaciones de genes y, en consecuencia, diversidad ooti“a
(Camerini-Otero, R. y col. 1995). La recombinacion gendtica fue por primera vez identificada en
Drosophila en la pimera parte del sigio XX y posteriormente fue ampliamente estudiada en
hongos, pero las bases moleculares de la recombinacion fueron reaimente definidas con e
descubrimiento de la recombinacién en bacterias y bacteriéfagos.

La recombinacion genética se puede dividir en dos categorias:

1.- Legftima u homdbloga recA dependiante

Sitio especifica (Conservative site-specific recombination)

2.- liegitima
Transposicion

1.- Recombinacién homoéloga. Esta se presenta al intercambiarse fragmentos de DNA que
comparten secuencias largas u extensas con homologia. El intercambio puede darse en cualquier
punto entre las regiones de DNA homdlogos, seguido por la accién de protelnas que catalizan el
proceso de recombinacion. Primero se da un alineamiento o sinapsis de las secuencias
homdiogas de DNA parentales, luego ol desdoblamiento de los duplex de DNA, la ruptura y
finalments Ia reunion, originando nuevas moléculas de DNA por el intercambio de segmentos
homdlogos reorganizando asf su informacién genética (Stent, G.S., Calendar, R., 1971).

2.1.- La recombinacién sitio especilica. En esta categoria se dan rearmegios entre
segmentos de DNA que no tienen regiones extensas con homologia. Este tipo de eventos estd
Imitado a sitios especificos en ios DNAs que estdn en proceso de recombinacién y es mediado
por un sistema de proteinas especifico e independiente de la maquinaria utilizada en la
recombinacdién homdéioga. Participa una recombinasa especifica que reconoce una pequefia
secuencia homdloga, déndose el intercambio precisamente en el punto de ruptura y unién sin
haber pérdida o sintesis de DNA, con recombinacién reciproca. Ejemplos de esta categoria los
tenamos en la integracidn del fago lambda al cromosoma de E. coliy las inversiones (Figura 4).

2.2- La transposicién que se da al originarse un movimiento de un gen de un cromosoma a
otro o de un sitio a otro diferente en el mismo cromosoma. La transposicién no requiere de
secuencias de nucledtidos homdélogas, sino de elementos genéticos mdviles o sea genes
capaces de moverse entre sitios no homdélogos de DNA, los transposones. Los transposones
son pequefios segmentos de DNA, que incluyen un gen para una proteina, la transposasa, que
promueve que el transposén brinque a una posicién diferente a la original en cualquier sitio del
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material gendtico. Estos elementos pueden causar mutaciones al intermumpir la secuencia
codificada en un gen determinado (Camerini Otero, D. y Hsieh, P. 1985; Craig, N.L. 1888).

DNAde E.coll

ONA de E. colicon
i integracion de lamda

FIGURA 4. Recombinacién sitio especilica. Integracién del bacteriGéfago lambda en el cromosoma
de E. coli. A) El DNA de lambda se representa como una molécula circular y el DNA bacteriano en
forma lineal. El sitio de acoplamiento en ol DNA viral y bacteriano se remarca en negro, sitio en ol
Que se realiza el intercambio simple. B) Ef cromosoma de E. co¥ tiene integrado e genoma de
lambda flanqueado por los sitios hibridos.

22. RECOMBINACION HOMOLOGA EN PROCARIONTES.

La recombinacién homdéloga es la que con mayor frecuencia se presenta en bacterias y se
puede dar por uno de los tres procesos naturales de transferencia de genes: la transformacién, la
conjugacién o la transduccién (Damell, J., 1990; Smith, G., 1988).

1.- La transformacion es el proceso de transferencia de material genético entre los
organismos por medio de fragmentos extracelulares de DNA. El microorganismo receptor al adquirdr



un DNA desnudo y por medio de recombinacién genética, intercambia parte de la maoiécula
transformante con su DNA cromosomal; como consecuencia, su genotipo se altera.

. 2.- La conjugacion es e proceso de transferencia de genes que requiere de contacto
celular entre el donador y receptor de la biomolécula. E! intercambio genético es unidireccional, no
reciproco, y es mediado por un pldsmido transferible, como puede ser el lamado factor de
fertilidad (F). presente en la céiula donadora. Después del contacto se forma un puente celular
que conecta fisicamente ambas células, por donde se da la transferencia. Posteriorments ocurme Ila
recombinacion gendtica en los segmentos homdélogos. A los receptorss se les denomina

trangconjugantes.

3.- La transduccion es el proceso de transferencia de genes entre cepas bacterianas
mediado por un bacteriéfago. La capacidad de los fagos es limitada ya que el DNA transferido es
menos del 1% del! cromosoma bacteriano. En la transduccién generalizada, cualquier gen
bacteriano puede ser accidentalments incorporado, ya qQue regiones del DNA donador son
empacadas, al azar o casl al azar, en las cédpsides del fago y transferido a la bacteria receptora.
En ia transduccién especializada, ol material se transfiers por fagos temperados como Ay en
donde los profagos se asocian & un sitio del cromosoma bacteriano. AQul el fago transductor se
genera por la ruptura anormal del profago del cromosormna huésped, por lo que el profago incluye

genes bacterianos.

22.1. MECANISMOS PROPUESTOS EN LA RECOMBINACION
HOMOLOGA.

Para explicar este evento de recombinacién reciproca, han sido propuesto diferentes
modelos; en la literatura hay dos tipos de mecanismos diametraimente diferentes.

1.- E! prAdmer mecanismo S8 conoce como “separacion de las hebras antes dal
aparsamiento © unién" y, postula que las proteinas que actian como mediadoras del
reconocimiento homaélogo, abren locaimente el sitio de la doble hdlice de DNA a interactuar y luego
ayudan a la formacién de los puentes de hidrégeno Watson-Crick entre la hebra que llega y las
dos moléculas de DNA (Figura 5). ‘

Ejemplos del primer mecanismo es el propuesto por Robin Holliday en 1964 (Figura 6),
Que axplica muy bien la resolucién de la estructura de union de moléculas con hormologia det DNA,
y ol de Matthew Meseison y Charles Radding de1975 (Figura 7), el cual explica cémo la parte
terminal libre de una molécula actua como la hebra invasora en el apareamiento en una regién




abierta de la otra moilécula.

TN

extremo distal

A
¢ 5 extremo proximal
——) ‘

FIGURA 5. Vias hipotéticas de apareamiento e intercambio de hebras. A) Separacion iocal en
ambas cadenas de dsDNA a interactuar y formacién de regiones duplex intermoleculares. Las dos
moléculas de DNA con las hebras parciaimente intercambiadas forman una estructrura de tipo
Holliday. Las proteinas que intervienen en la recombinacién permmiten la migracién del punto de
entrecruzamiento completando asi el intercambio total de las hebras. B) En la doble cadena de
DNA hay una separacion local de la hebra aunque ya haya interaccién con una moléada
homoéiloga de ssDNA. Abreviaciones utilizadas: ds, hebra doble; ss, hebra sencilla (Stasiak, A.,

1992).
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gendticaments distinios Se Mascan en mjo y azul; los goenes alelos se mascan en lotras
mayisculas y minisculas y las hebras complementarias se marcan en lineas gruesas y deigadas
(ODamel, J. y cols., 1990).
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2.~ El segundo Mecanismo 88 coNooe COMO “aparsamiento o unién antes de la separacidn
de hebras®, ya Que propone Que los diplexes con bases aparsadas forman adidonaiments
uniones de hidrdgeno con una hebra sencilla (ssDNA) o doble de DNA (dsDNA) con

(Figura 8). :
En ambos casos las proteinas que median la recombinacién homdioga primernd ayudan a

a formacion de una estruciuma de tres o cuatro hebras de DNA y después resueiven esta
estruciura en una cidsica doble hebra en donde se realiza el intercambio.

A \
o ? D
Pl 5 NN S :: >
B s

= N
N=Z=
NE=
N
NE=
NP
N
N==

FIGURA 8. Mecanismos propuestos de recombinacion homdloga. A) Formacién de una estructura
tipo McGavin de cuatro hebras. B) Se forma una estructura de tres hebras estabilizada por
puentes de hidrégeno entre un ssDNA homélogo y una molécula de dsDNA (Stasiak, A., 1992).
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El modelo de Mc Gavin (1971-1977) entra dentro de la segunda categoria y propone la
formacion de cuatro hebras de DNA al unirse las moléculas. Este es conceptuaimente mas dificl y
probablemente muy revolucionario, pero la propuesta de una tétrada homdloga estd respaldada
on la observacion de cristales formados como simples derivados de un par de bases GC y AT.

Sin entrar en una discusion mas profunda sobre los diferentes mecanismos propuestos
pam ol proceso de recombinacién general en bacterias, en especial en E. cof/, asi como en otras
especies bactsrianas, éste depende de los genes rec y la proteina responsable en primera
instancia, para que se sfectie la recombinacién homdloga del DNA en las bacterias, es RecA.

3.- RecA UNA PROTEINA MULTIFUNCIONAL

El producto del gen rscA es una enzima muitifuncional distribuida ampliamente en
procariontes (Miller, R. y Kokjohn, T., 1990). Este gen, el primero de acuerdo a su nivel de
importancia en el proceso de recombinacién en Escherichia coli, fus identificado en 1965 por Clark
y Margulies en bacterias sensibles a luz ultravioleta y defectuosas en recombinacién. En andlisis
subsecuentes, también en E. co//, se observé que cepas mutadas en este gen, presentan un
fenotipo pleiotrépico, ya Que, a diferencia de la cepa silvestre, son defectuosas en transduccion
por bacteriéfagos, muy sensibles a luz ultravioleta, agentes alquilantes y raycs X, con una
disminucién de la viabilidad por mutagénesis con luz u.v., incapacidad de propagacién de
profagos y disminucién en la viabilidad celular (Horli, T. y cols., 1980; Smith, G., 1988).

Dado el cardcter multifuncional de esta proteina, en los ultimos afios se han realizado gran
diversidad de estudios sobre ella, incluyendo uno que define su estructura tridimensional(Story,
R. y col.,, 1992). Otros han pemitido su identificacion, clonacion, y secuenciacién del gen (Figura
9), asi como la caracterizacién de la proteina. Ademds han sido identificado genes andlogos en
otras especies, encontrando que RecA estd ampliamente distribuida y altamente conservada
tanto en organismos procariontes como eucariontes, 10 que ha permitido definir los procesos en los
cuales participa y como funcionan tanto RecA como sus andlogas (Miller, R. y Kokjohn, T. 1988,
1990). .

3.1. CARACTERIZACION DE RecA

En E. coli la regién que codifica la proteina RecA (Figura 9) consta de 1059 nucledtido que
codifican un producto de 353 aminod&cidos (Horii, T.y cols., 1980).
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La proteina RecA fue caracterizada en Escherichia coli como una molécula de 38,000 Da,
Que cristaliza como un filamento helicoidal con giro a la derecha con seis mondmeros por vueita
(Nguyen, T.T. y cols., 1993) y se identifica como un polipéptido multifuncional que dirige y
participa en diferentes actividades celulares. Estd compuesta de diferentes dominics para
actividad de recombinacién y actividad proteolitica, ademds de existir la evidencia de un dominio
spbrelapado con actividad de coproteasa en la regién C-terminal (Lamminat, F. y cols., 1992;
Fermndndez de H., A. y cols.. 1991; Miller, R. y Kokjohn, T. 1890).
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FIGURA 9..Secuencia de nucleétidos del gen recA de E. coll y la secuencia de aminoécidos
deducida. La numeracién de la secuencia de DNA comienza en el sitio de inicio de la transcripcidn
determinado invitro (Hori, T. y cols 1980).
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- Esta proteina presenta un sitio de unién a ATP, identificado como un péptido de 24
aminoidcidos (residuos 257 a 280), el cual estd attamente conservado entre bacterias entéricas.
En éste, so identifica a la Tyr 264 como el sitio de union al ATP, aminoécido que se encuentra en
todas las proteinas andlogas a RecA excepto para una cyanobacteria. El dominio en ol Que se da
ia hidrSlisis del ATP se ha definkido entre los residucs 90 a 129 y en éste, se han identificado los
residuce de ciste/nas (Cys 90, Cys 116 y Cys 129 ), para los cuales existe controversia sobre

of papel Que juegan en la catdlisis (Miller, R. y Kokjohn, T., 1990).
La regién amino terminal estd asociada con su papel de autoensamble o interaccién RecA-

RecA, de unitn al ssDNA y de ia formacién de filamentos de nuclecproteina helicoidal (con giro a

fa derecha) que maedian e apareamiento homdlogo @ intercambio de hebras en presencia de ATP
y ssONA; ademds, la region amino terminal es importante en la reparacién de DNA (Miller, R. y

Kokjohn, T., 1980).

La ubicacién de la zona que participa especificamente en la recombinacion homdéioga ha
sido dificil de definir por la dificultad de asignar una funcién especifica a las diferentes regiones de
ias moiléculas, ya que diversas mutacionss en la proteina eliminan la posibilidad de participar en
ol proceso; ademis, es una proteina extremadamente pldstica y su interaccién con diferentes
efoctores moleculares, como ATP, ADP, ssDNA y dsDNA, provoca alteraciones estructurales

significativas (Miller, R. y Kokjohn, T., 1990).

ACTIVIDADES DE LA PROTEINA RecA

La proteina Rec A, como ya hemos mencionado, participa en diferentes procesos

celulares que a continuacién eanumeramos:
a) En recombinacién homdéiloga.

b) En ia reparacion de lesiones det DNA en forrma directa.

c) En la activacién de ios sistemas de reparacién del! DNA (SOS y umuDC).

d) En la protediisis de LexA y UmuD provocando la desrepresion de los genes de reparacion y

del sistema SOS sntre otros.
®) En la induccién de profagos.
g) En el inicio de ia replicaciéon del DNA y divisién cromosomal.

3.2.

3.2.1. RecA EN LA RECOMBINACION HOMOLOGA

La clonacién y la sobreproduccién de la proteina, seguidas del estudio de reacciones de
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recombinacion en sistemas in vitro bien controlados, han proporcionado la bioguimica de dichos
evenics. Se ha demostrado su papel contral en a recombinacién homdlopa ya que la proteina
forma un Slamento de nudieaproteina que cataliza ol rocoNociMianto, ol apareamisnts € intercambio
de cadonas enbe dos molSculas de DNA homdlogo. adenosina 5'-trifosisto(ATP)-dependients
(Hoosi, T_. 1980:; Miller, R_y Koilgohn, T_, 1900; Story, R. y cols., 1983).

Se sabe que el ssconacimisnio homdlogo. seguido por o iercambio de hebras, ooure
ontre una region de hebra soncilla de una molécula y la regidn duplex hormndlopa de la segunda
molécula de DNA. Auncue hay sutores que sugisren gue ol intercambio de hebras pusde suceder
on la regidn de los dos duplex (Sitasiak, A.. 1902). La extersion de la secuencia homdloga de
nucindlidos requerrdida para e oosra ol proceso de secombinacion es apradmadamants de 40 a
S0 pb (Smith, G... 1988).

90000
Prowcina
: RecA
ADP-» Pi: : 2alINA ———
/"ATP
~rTErrTTTETrTIY
#
e
L
dsDNA

FIGURA 10. Modeio de acciéin de RecA. La proteina RecA de E. cof, en presencia de ATP, se
une a una cadena sencilia de DNA. Esta estruchura prormueve la insercion y unidn en ia regicn
homdioga de una cadena doble de DNA.
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Utilizando la proteina purificada y por medio de estudios de microscopia electrdnica se ha
encontrado ol compiejo RecA-DNA, formado por una hebra doble de DNA y RecA polimerizada en
ol DNA, que resultan en filamentos helicoidales muy regudarnes de 95 Ay 110 A de diémeto (Di
Capua, E. y cols., 1982).

Por oo Iado el grupo de Koller (1983) y el de Flory (1984) demostraron que una hebra
sencilla de DNA forma con RecA una hélice exdendida con parametos similares a los observados
on ol diplax de DNA acomgpisjacda con RecA.

Estos estudios, Ao con fos datos bioqQuimicos y gendticos oblenidos hasta ese
momenio permilieron a Howard-Flanders en 1984, proponer un modelo molscular de a accidén de
RecA. De acuserdo a este modeio, ia recambinacidin entre ssDNA-dsDNA promovida por RecA
voquiere la forrmacidn de un compisjo presindiptico RecA-ssDNA, donde of SSDNA no se oculta
sino mas bien estk expuesio para logmar ol contacto con el dsDNA libre de proteina (Figura 10). -

Para taciitas ol reconocimiento homdlogo entre las moléculas de DNA que interachian, se
postula que cada RecA tiene dos sitios expuesios csrca del compiejo helicoidal. E) primer siio
ayudea a la proteina a polmerizarse en ol ssDNA y el segundo es un silio de unitn al DNA o asl
Seva al DNA duplex cerca dal ssDNA ya eniazada al primer sitio. Un flamento de RecA alvededor
de una ssDNA se une en proporcidn estequicmétrica de un mondmero de 38 kDa por cuairo
nudiedtikos (Figra 11).

de in hebra

r/

FIGURA 11. Unitin del SSDNA a la proteina RecA. A) La cadona sencila de DNA se une a RecA.
8) Busqueda de ia region homdéioga en un diplex de DNA. C) El DNA de cadona sencilla se
aparea con ia hebra complementaria en la zona bianco del duplex. (Stryer. L., 1988).
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Cuando se habld de los mecanismos por medio de los cuales se lleva a cabo B
recombinacién homdiloga, se menciond. un segundo mecanismo altemativo conocido  como
“aparsamiento o unién antes de la separacion de hebras® basado en e modeio de McGavin. Este
propone la formacidn de puentes de hidrdgeno adicionales entre el diplex intacto y la hebma
sencilla restante. Esto supondria ia unién de un dsDNA de secuencias no homdéiogas las cuales
serian inestiables, o0 que permitina una unién no homéloga que por lo mismo se disoclaria y sera
remplazada continuamenis por otro segmento hasta que el contacto occurriese on la zona
homdioga. E! contacto estable se continiia con las dos moiéculas en un movimiento en forma de
“zippe”, recubdendo al duplex en un complejo presindptico RecA-ssDNA. El complejo sindptico
resultante que aqui se propones contiens un ssONA homéiogo alineado y un segmento dsDNA
formando un arregio co-axial de tres hélices, en donde ¢l apareamiento de las regiones homdiogas
@8 debido a la formacion de la triple hélice en el compiejo de hélice RecA-DNA.

Sea cual fuere ol mecanismo en la recombinacion homdioga of papel que efectia RecA,
producto del gen /ecA, es central ya mm&ahmummnwm
fuerza motriz la hidrélisis del ATP.

El papel central de esta proteina se demostré en dlvorsn investigaciones en las cuales
88 ha encontrado Que la frecuencia de recombinacién es 10 veces menor en mutantes 7scA con
respecto a la cepa silvestre (Xu, B., y cols., 1988 ).

3.22. SU PAPEL EN REPARACION DE DNA Y EN LA REGULACION
DE GENES.

La proteina ademés de intervenir en el proceso de recombinacién como previamente se ha
mencionado, participa en reparacion de DNA. En células normales de £. col¥ encontramos algunos
cientos de copias de la proteina RecA, nivel que se incrementa cientos de veces cuando ocure
un daflo en el DNA. Al ocurrir el dafio al DNA, ya sea por la exposicién a diversos agentes como
la radiacién de luz ultravioleta, quinolonas (dcido nalidixico), rdpidamente se induce ia sintesis de
mds de 50 proteinas que intervienen en la reparacién del DNA, haciendo funcionar la maquinaria
de reparacién conocida como sistema SOS (Figura 12).

Bajo condiciones normales las proteinas de reparacién se encuentran en niveles bajos ya
que la sintesis del RNA mensajero se encuentra bloqueada por la proteina represora LexA. La
esencia de la respuesta SOS es la ruptura de dicha proteina. La hebra sencilla originada del DNA
dafiado actua o funciona como una especie de gatillo al unirse a la proteina RecA.
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FIGURA 12. Papel de la proteina RecA en |a respuesta SOS, al exponer una bacteria a
radiaciones UV (Damell, J. y cols., 1980).
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E) complejo ssDNA-RecA hidroliza un entace Ala-Gly en la proteina LexA, o cual bloquea
su capacidad de impedir la transcripcién de muchos genes involucrados en la reparacién del DNA.
RecA actia como proteasa ya qQue rompe varios repraesores (incluyendo al producto de lexA)
Iniciando una reaccién en cascada Que induce mis de 20 genes del sistema SOS de reparacién
conocidos como “damage-inducible” (d/n), 10 Que nos indica Que RecA y LexA estdn controlando ia
respuesta SOS (Lioyd, A. y Sharp, P., 1993; Riera, J. y col., 1984).

La proteina LexA con un peso molecular de 22,700 Da, es el represor comun de por o
menocs 18 genes, incluyendo recA y lexA. El represor LexA se une al sitio de transcripcién de los
operadores SOS (SOS box) con ia secuencia taCTGTatata-a-aCAGta. La proteina RecA es
convertida reversiblements a proteasa en el momento que se orgina ia sefial despudés de que
oourre o dafio al DNA. Bajo estas condiciones diferentes actividades celulares se incrementan,
como la habilidad de reparacidn, Inhibicién de la divisién celular, ademds de incrementarse la
sintesis de RecA y LexA. Una vez reparados las lesiones del DNA, la sefial de induccién no se
da més y RecA se inactiva y el balance entre LexA y RecA activado se plerde por lo que o
represor LexA se acumula y entonces los genes SOS se reprdmen nuevaments (Femdéndez de
H.,A. y cols., 1991).

El gen recA también participa en la induccién de profagos. En células con profagos como
A y ¢80, ia activacion de la proteina RecA promueve la ruptura del represor Cl de lambda
iniciando ia inducddn del profago y la repiicacién estable del DNA (Venkatesh, T.V. y Das,
H.K.1992; Feméndez de H., A. y cols., 1991). Ademas actia como recombinasa, con actividad
ATPasa.

3.23. SU PAPEL EN MUTAGENESIS.

En E. cof, RecA es requerida para el proceso de mutagénesis en respuesta a agentes
que dafian al ONA. Como parte del sistema SOS, ia proteina es requerida en la represién del
operén umuDC. RecA ejerce un control postranscripcional o postrad ional sobre la mutagénaesis
al promover el procesamisnto © ruptura de la proteina UmuD, proteina esencial en este proceso.
Ademds, participa directamente en la modificacién del replisoma SOS, pemitiendo un paso de
incorporacién errénea o la inhibicién de la actividad de (a DNA polimerasa il en la comeccién. La
proteina también es requerida para activar otras proteinas o inactivar otros represores (Miller, R.
y Kokjohn, T., 1990).

3.24. RecA EN LA REPLICACION DE DNA.
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Se ha sugerido la posibilidad de que la proteina RecA también esté involucrada en
procesos bdsicos de la célula como la replicacion del DNA, ya que células de £. coV/ deficientes on
proteina RecA, con frecuencia contienan un nimero anomal de cromosomas después do que se
efectiia la replicacién (Zyskind, J. y cols., 1992).

Se ha observado que en mis del 10% de cdiulas mutadas en RecA no contisnen DNA.
Estas células anucleadas se originan ajl ocurrir la division del DNA en una de las céiulas hijas y no
on la otra oélula, proponiendo por o tanto que RecA ademds es requerida para una reparticién
equitativa del material genético en las dis céiulas hijas.

Diversos autores sugieren que ia proteina se requiere cuando inicia e proceso de
replicacion sn sitios distintos a or/C, sitio que nomnaimente usa E.coll como orgen de replicacion,
ademas de ser necesaria para Que la replicacién sea estable, ya sea constitutiva o inducida.

La replicacién constitutiva inicia en un sitio de origen secundario que funciona en ausencia
de RNasaH, mientras que ia inducida inicia en un sitio de origen secundario que funciona en
respuesta al sistema SOS y en ausencia de sintesis de proteinas. RecA también es requerica
para la viabilidad si otro sitio de origen reemplaza a onCy es insertado en el cromosoma a una
clernta distancia de la localizacién nomnal de on'C. El requerir a RecA involucra la formacién de un
complejo RecA con un horquilla de replicacién evitando un sitio de terminacién fer en un sitio de
enlace ftus. Se han localizado cinco sitios fer en la region terminal del cromosoma y son sitios de
union para las proteinas Tus (Figura 13). El complejo Tus-Ter proteina-ONA impide el movimiento
de la horquilla por 1o que inhibe la actividad de la helicasa (Zyskind, J. y cols., 1992). ’

3.3. EL GEN recA EN LA FILOGENIA MOLECULAR

En los organismos procariontes la taxonomia molecular se deriva predominantemente de la
comparacién de secuencias entre las subunidades 16S y 5S de los RNAs ribosomaies (rRNAs).
Asi, estos organismos se dividen en dos grandes grupos: eubacteria y archaebacteria. El grupo
de eubacteria es muy grande, por lo cual los estudiosos de las lineas de evolucién en
procariontes han incrementado su interés en los alineamientos de proteinas comunes.

Como ya mencionamos, RecA es una proteina multifuncional primordial en (a
recombinacién homdioga, reparacion del DNA y en la respuesta SOS. Estd presente en todas
las eubacterias y es la mds conservada entre los organismos bacterianos (Karin, S. y cols.,
1985) teniendo entre un 56 a un 100% de identidad en sus secuencias (Story, R. y cols.,1993).
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Célula nueva

1.- Replicacién de! DNA
y crecimiento celular

2.- Unién de RecA a la horquilia detenida en un
sitio Ter y enlazado por Tus; Horquilla de
replicacion completa: Girasa ,Topoisomerasa IV

3.- RecA forma un concatamero
con los cromosomas hijos

4.- Formacion de! nucleoide
- compilejo MukA,MukB

S8.- Resolucion del concatamero en los
gitios dif y reparticién de los cromosomas
hijos: XerC, MukA ,MukB .

8.- Divisién celular

Ce > Co)

FIGURA 13. Modelo de particion y segregacion del cromosoma (Zyskind, J., 1882).
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Al observar y anglizar las secuencias primarias entre RecAs de bacterias, proteinas de S.
ceravigise RecA-relacionadas (DMC1), la proteina UvsX del bacteriofago Te (con
aproadimadamente un 20% de identidad) y otras proteinas con actividades similares pero no
idénticas a las reporiadas para RecA de E. cof, se encuentra una mlacién en su estruchwa
terciaria. Dicha comparacién nos sugiers Que todas estas proteinas comparten el mecanismo para
unir @ higrolizar ATP, el cual estd acoplado a los cambios conformadionales @ involucrados en Ia
habiidad de hacer filamentos. Entre los 158 residuos altaments conservados en las proteinas
RecAs bacterianas, 87 (56%) estén conservados en UvsX y 64(41%) en DMC1. En ambos
CasS0s MuUchos de estos residuos estdn en ol sitio de unién a ATP y en la zona hidroldbica de la
proteina (Figura 14). Este andlisis pemmite argumentar Que estas proteinas son miembros de un
grupo Que deriva de un ancestro comun existente antes de la divergencia ocounida entre
procariontes y eucariontes (Story, R.M. y cols., 1993; Karlin, S. y cols., 1995).

E. cols
S. rlexrers
£. carotovoras
S. mercescens
P. miradilis
P. vulgaris
P. eservginosa
T. rerrcoxicans

A. variablils XTI L P ool A Y 71 S AA o - LX) -

Synechecoceus sp. TAXXZZL LI T2 230 7 W 7Z A #5 3DO> -
1 so 100 120 200 250 300 3s0
. NHz COCH
0D 81 -~ 100 2 61 - 20 41 — €0 21 —~ 40 m 1 - 20

FIGURA 14. Comparacién del grado de identidad en la secuencia de aminodcidos de 10 proteinas
RecA (Miller, R. y Kokjohn, T. 1990).
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El intercambio de material genético entre especies bacterianas, como entre E. cof y S.
typhimuriurn, enfrenta diferentes barreras, una de las principales es el nivel o grado de
recombinacion homdloga que pueda darse entre el DNA de la célula donadora y Ia receptora. Para
Que ocurra la recombinacion, es 7 rio no solo clerto grado y extension de homologia entre los
DNAs implicados, sino que este sea reconocido por las enzimas que interviensn en la
recombinacion y reparacién de hebras de DNA. De lo anterior se desprende que en & proceso de
especiacién bacteriana (evolucién de especies), los sistemas SOS y de reparacién son claves y
por ende la proteina RecA juega un 'p.poi muy importante (Matic, |. y cols., 1995).

Ademds de estas evidencias, se ha reportado la existencia de respuestas similares en
otras especies diferentes a E. col cuando ocurre un dafio en el DNA y se ha demostrado una
complementacion funcional interespecie en mutantes r8cA de E. ¢l como las que ocurren con 30
diferentes especies de las famiia de Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Vibrionaceae,
Neisseriaceas, Rhodospirillaceae y Azotocbacteraceas, Que son capaces de reprimir @ inducir al
Qen recA de E. coll, en ausencia y en presencia de un agente que dafie ol DNA (Femindez de H.,
A.y cols., 1991; Milier, R. y Kokjohn, T., 1988).

RecA ha sido utilizada en estudios de filogenia molecular ya que al ser una molécula
ampliamente distribuida y con un nivel alto de conservacidn, inclusive en microorganismos que
esvolutivamente se encuentran distanciados (Miller, R. y Kokjohn, T.,1990), reprasenta una amplia
y valiosa informacién que puaeden ayudar a resolver el problema de la clasificacién en bacteria.

Lloyd, A. y Sharp, P. en 1993 compararon 25 secuencias de RecA y hay una fuerte
concordancia entre su filogenia y la que resulta al usar 1a secuencia del rRNA 16S.

Por otro lado el grupo de Karlin, S. en 1995, al comparar la secuencia de proteinas RecA
de 62 diferentes eubacterias, y basado en un método lamado "significant segment pair alignment”®
o0 SSPA encontré que las y-proteobacteria se pueden clasificar en dos grandes subgrupos, uno
en la que la mayoria son huéspedes de vertebrados y en el otro se encuentran habitantes del
suelo. Las a-protobacterias también se dividen en dos grupos distintos, mientras la clasificacién
de las pB-proteobacterias es mas compleja. Las bacterias gram+ quedan divididas en seis grupos,
tres con bajo y tres con alto contenido G*C (Tabla 1).

Asi, la clasificacién bacteriana resultante de la comparacion de secuencias de RecA resulta
vidlida y consistente aunque siempre habrd puntos a discutir con la obtenida por la secuenciacién
del rRNA 168S.
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TABLA 1.CLASIFICACION DE LAS PROTEFNAS RecA POR EL METODO
DE SSPA BASANDOSE EN LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS.

Sub-gru ovalu%da:' SS gr:’ Descripcidn Otras ciasificaciones
_-*l-o-— -W' Purpura y-proteobacteria
Cle 7 83-98 Enterocbacteria r1
Clv 2 a7 Cepas de Vibrionaceae y2
Cih 1 _— M. influenzae v
[3 74-91
c2p 4 85-91 | Pseud. /Azotobact Pur. y-pr b inye
C2a 1 — Acinetobacter ¥Ss
[] 70-87
Bim 3 78-87 Methylobacteria/Legionelia | v 2 (Legioneiia)
Bix 1 -— Xanthomonas
81b 2 a2 Burkholderia/Bordetella
7 73-93 Rhizobacteria/ Purpura a-protecbacteria
Agrobacteria
2 & | Rhodobacter Purpura a-protecbacteria
1 — Ricketisia Purpura a-protecbactena
2 80 Campyiobacter Purpura g-protecbacteria
/Helicobacter
2 73 | Staphylococcus/ Bacillus | Gram+/Bajo cort. G+C |
1 -— C.perfringenes m
T2 71 | Lep jStrept TGram<+/Bajo cont. G+C |
3 91-95 | Streptomyces Gram+/Alo cont. G+C ||
2 90 | Mycobacterium “Gram</Alc cont. G+C |
1 = Corynebacteriam Gram+/Allo cont. G+C |
3 84-93 D.radiodurans/Thermus sp zn.po ~Deinococcus
Thermus
s 3 74-79 | Cyancbacteria

* Los grupos y subgrupos se formaron en base a los valores SSPA.




ACTIVIDADES REPORTADAS PARA PROTEINAS ANALOGAS A

RecA.

Entre ios diversos sjemplos de genes clonados, con homdoofa en funcién y estructura a
ia proteina RecA de E. col/, encontramos : .

3.3.1.

1) EN BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

a) Familia PSEUDOMONADACEAE
Después de E. coli el gen recA de Pseudomonas aeruginosa es probablemente el mejor

estudiado dentro de las bacterias gram-negativas. En Pseudomonas aeruginosa PAO el producto
del gen recA es una proteina de peso moleculsr aparente de 47,000 Da que presenta una
reaccidn antipénica cruzada con el antisuero anti-£.co¥ RecA y es un efector de la expresion de
fos genes inducible por estrés, capaces de mediar ia respuesta tipo SOS y en respuesta a
agentes que dafan el DNA. Se observd que e! gen recA es inducible y autoregulado y se localiza
ocerca de la region pyoAP41-argF-argG del cromosoma de PAO (Sano, Y., 1993; Miller, R. y
Kokjohn, T., 1988) e interviene al igual Que mcA de E. coll en recombinacion homdiopga y otros
procesos. Se llegd a determinar con mutantes recA que el mecanismo genédtico responsable en la
biosintesis inestable de alginatos se muestra como un evento recA-independiente (Ohman, D. y

cols., 1985).

E! gen recA de Pseudomonas fluorescens OE28.3 fue aislado por complementacion del
fenotipo Fec del fago . EMBL3 en cepas RecA” de E. coll. Este gen recA heterdiogo es capaz de
recuperar la resistencia a la exposicién de UV y MMS en mutantes recA” de E. col . La secuencia
del DNA revela que la proteina consta de 352 aminoacidos y presenta un alto grado de homologia
a la proteina RecA de P. aeruginosa (87.8 % de identidad) y A. vinelandii (84.3 % de identidad)

(De Mot, R. y cols., 1993). .
Se han identificado y clonado los genes recA de Acinetobacter calcoaceticus , P. putida y

P. syringae por Que son capaces de restaurar la resistencia a MMS, luz UV, ademés de que
complementan un fenotipo deficiente en recombinacién en mutantes recA de E. cof (Miller, R. y

Kokjohn, T., 1980).
Se aisié el gen recA de Xanthomonas oryzae pv. Ofyzas y cuando se expresd en £. cof

se produce una proteina de 40 kDa que presenta una reaccién cruzada con el anticuerpo anti-
RecA de E.cof. Esta proteina tiene la habilidad de complementar cepas recA de E. cof
defactuosas en actividad de reparacién del DNA (Rabibhadana, S. y cols., 1993).

b) Familia ENTEROBACTERIACEAE
La expresién de proteinas extracelulares, como la de una nucleasa extracelular en Serratia
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marcesens, requiere del gen recA funcional. La secuencia del DNA de este gon es muy simiar al
gen recA de E. coll y presenta un posible sitio de unién a LexA casi idéntico al de la proteina de
E. coli (Ball, T.K. y cols., 1980). .

Los experimentos de complementacién interespecies dentro de esta famiia han
identificado este mismo gen en Proteus mirabalis, Proteus vulgaris, Erwinia carotovora, Erwinia
chrysanthermi, Shigella flexneri, Enterobacter aggiomerans, Serratia marcescens'y Yersinia pestis

(Miller, R. y Kokjohn, T., 1980).

Familia RHIZOBIACEAE (Especies consideradas dentro del grupo a de proteocbacterias)
. El gen recA de Rhizobiurn phaseoiifue clonado por complementacién del fenotipo Fec' del
fago A recombinante en E. co¥ recA °. Este gen es capaz de restaurar (a resistencia a la imsdiadén
aluz UV y a agentes alquilantes como el MMS, ademds de promover en E. col/ la recombinacién
homdéloga. La proteina RecA es codificada por 1080 nucledétidos y consta de 360 aminodcidos con
una masa molecular calculada de 38.61 kDa (Michie!s, J. y cols., 1991; Martinez, J. y cols., 1991).
Ademds, al analizar la inestabilidad de! plésmido pSym por medio de la pérdida de produccién de
meianina, se detenmind a éste como un evento recA-dependiente mientras que la pérdida en si del
pSym se determiné como un evento recA-independiente.

Dentro de esta familia se ha cilonado andlogos a recA de Agrobacterium tumefaciens C58 y
Rhizobiurn meliloti, R. japonicumn y R. leguminosarurn (Miller, R. y Kokjohn, T., 1990).

c)

d) Familia VIBRIONACEAE
Por medio de compliementacién el gen recA también se ha identificado en Vibrion cholerae,

V. anguillarum y Aeromonas caviae (Miller, R. y Kokjohn, T., 1990).
En Vibrio cholerae, |\a proteina RecA es de 39 kDa y es esencial para la amplificacén del

gen que codifica para la toxina del célera (Goldberg, 1. y cols., 1986).

. @) Familia NEISSERIACEAE
En Neisseria gonorrhoeae. la expresion del pilus antigénico resulta por rearregios intemos

eon ol DNA dentro del gen estructural del pill (Subunidad pilus). Lo anteror indica que la
recombinacién gendtica, y por 10 tanto el producto del gen recA, juega un papel primordial en o
proceso de aparicién de cepas con pillus en lugar de cepas variantes sin @l en fase de transicion

(Koomey, J. y cols.,1987).

) . Familia AZOTOBACTERIACEAE
Azotobacter vinelandi miembro de esta familia es un organismo poliploide cuya mutante

ecA presenta un fenotipo simiar a las mutantes recA de E.coli (Venkatcsh T.V. y Das,
H.K.1982). .
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OTRAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
El gen recA de Campylobacter jejuni spp. codifica una prote/na con una masa molecular

calcuiada en 37,012 Da con un nivel alto de similitud con otras proteinas RecA. Mutantes en este
gen muestran una sensibilidad incrementada a la luz UV y son defectuosas en recombinacién
generalizada. Lo anterior se reflsja en una disminucion en la frecuencia de transformacién natural,
carscteristica Unica de este enteropatdégeno. La posibilidad de incorporar DNA exégeno la hace
susceptible a la reversién de cepas atenuadas usadas en vacunas; mutantes nscA han sido
utilizadas para minimizar dicho problema. Se ha demostrado qQue estas cepas también son
capaces de colonizar y dar proteccién a conejos usados como modeios y ademis de no observar
O detectar cepas transformadas en las cepas rscA demostrindose que dicho esvento es
dependiente de la proteina RecA (Guerry, P. y cols., 1994).

En otras bacterias gram negativas que pertenecen a familias diferentes a las mencionadas
con anterodidad ocomo Bacteroides fragiiis, Methylophilus methylotrophus, Thiobacilus
ferrocxidans, MHaemophilus influenzae y Legionelia pneumophila, también se ha reportado la
donacién e identificacion de este gen por medio de complementacién de cepas deficientes en
recombinadén homdloga, en reparacion de DNA, en sensibilidad a luz UV y otras funciones

inherentes a RecA (Miller, R. y Kokjohn, T., 1980).
2) EN BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

a) Familia BACILLACEAE
La proteina RecE de 8. sublilis es similar a la proteina RecA de E.co¥ (Smith, G., 1988).

Se cree que en este microorpanismo existen multiples vias de recombinacién al observar que la

recombinacién intramolecular es independiente de recA (Alonso, J. y cols., 1992). Existen 11
genes diferentes conocidos en este microorganismo asociados a reparacion de DNA y
recombinacion.
b) Familia LACTOBACILLACEAE

Se identificé ef gen rscA en Streptococcus pneumonie y se determind que participa tanto
on la reparacién de DNA como en la recombinacién. En mutantes roecA de esta bacteria, ia cual es
naturalmente transformable, se reduce de manera drdstica su frecuencia de transfornacién con

pldsmidos.

En el inicio del proceso de competencia en este organismo, la cual se refiers a su habilidad
para tomar e introducir DNA exdgeno durante su fase exponencial de crecimiento, la expresion de
rocA se incrementa varias veces. Aparece un transcrito recA-especifico de aprox 5.7 kb de
longitud o que indica que rocA es parte de un operén inducible durante la competencia
(competence-inducible [cin]). Dicho operén también es inducido cuando existe algun dafio como el

ocufrido al tratar las células con mitomicina C.



Ademds, al tratar cepas lisogénicas rscA con mitomicina-C no se da la induccién a
profagos y la lisis de céiulas, hecho que se da en lisogénicas recA’. Todo esto nos demuestra
anocAeonvd.hwmy nos indica la existencia de un sistema de reparacién
SOS (Martin, B. y cois., 1995).

En otro miembro de la familla, Streptococcus pyogenes, al analizar mutantes en recA se
muestra Que este gen participa en el proceso de reparacidn y en su capacidad de aceptar DNA
insal durante el proceso de transfonmnacion. E! fragmento clonado y secuenciado nos muestra que
recA de este microorganismo tiene una alta homologfia con S. pneumoniae (Tao, L. y cols., 1995).

Dentro de las bacterias Gram-positivas se ha reportado la identificacién del gen en
bacterias pertenecientes a diversas familias como Streptomyces fradieae, Gloecapsa alpicola,

« Synechococcus sp., Anabaena variabllis (Miller, R. y Kokjohn, T. 1980).
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Il.- ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Xanthomonas campestris pv. campaestris, COmo ya se menciond, partenece a un grupo de
bacterias fitopatSgenas que afectan a diferentes plantas de imporiancia econdémica. Esta, en
particular ha sido identificada como el agente causal de la putrefaccién en plantas de la famila
Cruciferae, la col y la colifior (Williams, P.,1980; Rabibhadana, S. y cols., 1993). Es productora de
un polisacérido extraceiular, ia goma xantana, 1a cual pudiera servirle como barrera protectoma en
contra de condiciones medio ambientales adversas a las que pudiese estar expuesta, ademds de
faclilitarte la colonizacién al ayudarie a adherirse a la superiicie de ia planta en las fases tempranas
de la infeccién (Danlets, M.J. y cols., 1084; Thome, L. y cois., 1989; Ramirez, M. y cols., 1987,
1988, Coplin, D.L. y Cook, D., 1990). Sin embargo, se han aislado cepas con mutacionss qQue
afectan genes esenciales en la sintesis de la goma xantana y Ila virulencia de los
microorganismos estd levemente afectada (Crecy-Lagard de V. y colis., 1980; Daniels, M. y cols.,
1984).

Esta bacteria al igual que otras bacterias Gram-negativas, secreta extracelularmente
varias enzimas a través de la via Xps (Lory, S.. 1992; Pugsley, A.P., 1950), como son «-
amilasa, poligalacturonato liasa, proteasa y endoglucanasa, caracteristica también asociada a su
carécter fitopatégeno ya que se han aislado mutantes no patégenas que no secretan dichas
enzimas (Crecy-Lagard de V. y cois., 1980; Thome, L. y cols., 1989; Liu, Y. y cols., 1980; Dums
F.y cols ., 1991; Hu, N. y cols., 1992; Daniels, M. y cols., 1984).

La xantana es un polimero especial, de amplias aplicacionas industriales y cuyas
propiedades han sido estudiadas en forma extensiva por el Northem Regional Research Center
(Jeanes, A. y cols., 1961); en especial han encontrado que este polisacdrido hidrosoluble puede
rempiazar otras gomas obtenidas a partir de plantas y algas. Bajo condiciones controladas de
fermentacion, generalments, se obtiene un producto constante y de calidad reproducible. Sin
embargo, existen reportes de que bajo condiciones de fermentacion continua se desamollan
formas variantes de la cepa productora provocando una disminucién en el rendimiento en la
produccién de! polisacérido, ademds de que se obtiene un polisacdrido de composicion y
propiedades diferentes del original (Thome, L., 1987; Cadmus, M.C. y cols., 1976; Martinez, J. y
cols., 1993).

El mecanismo de esta variacién, debido a la importancia econdmica que implica ha sido
tratado por diferentes autores, por lo que se encuentran en la literatura diversas opiniones y
evidencias que tratan de explicar el fenémeno agui mencionado.

Por un lado, hay autores Que sugieren que X. campestris es genéticamente inestable y
presenta una frecuencia alta de rearreglos gendmicos como serian deleciones y amplificaciones
({Kidby, D. y cols., 1977; Cadmus, M. y cols., 1976).



Por otro lado, en Xanthomonas oryzae pv. oryzae se ha reportado una frecuencia alta de
variacién fenotipica, ademds de la presencia de secuencias de DNA repetidas con una
frecuencia considerable y un sistema de recombinacién general muy activo. La via de esta
recombinacién es mediada por una proteina tipo RecA, y a ésta se le involucra en el mecanismo
probable de la variacién, sin embargo en el reporte no se dan evidencias claras para concluir lo
anterior (Rabibhadana, S. y cols. 1993).

Existen reportes en donde la produccién de otros exopolisacdridos se da también en
forma inestable. Un ejempio es la produccion de alginato por otra bacteria gram negativa, P,
aeruginosa, y en donde la causa de la variacién se debe a la existencia de una secuencia on el
DNA que de alguna forma ejerce un control de tipo encendido-apagado sobre la expresion de un
© gen regulador. Otro es ol caso de P. at/dntica en donde la causa de la disminucién en Ia
produccién de estos exopolisacdridos es debido a la inactivacién de los genes por transposicién
de elementos de insercion o por otros rearreglos génicos (Martinez J. y col., 1993).

Altemnativamente a la identificacién de variantes fenotipicas se ha identificado, en X,
campestris, la existencia de un “switch® fenotipico que afecta © modifica su capacidad
quimiotdctica, ia produccién de goma xantana y virulencia del microorganismo (Kamoun, S. y Kado
I., 1990); este mecanismo pudiera explicar la aparicion frecuente de variantes fenotipicas de la
cepa silvestre, deficientes en la produccién de EPS y quimiotacticas. Cadmus,M. y col. (1976)
también reportan la aparicién de variantes morfolégicas, y de revertantes al fenotipo normal.

En ninguno de los reportes analizados con respecto a X. campesltris s demuestra
realmentes que en asta bacteria exista un fenémeno de inestabilidad genética. Sin embargo, la
estabilidad gendtica de la cepa NRRL B1459 en la produccién de la goma xantana, queda
demostrada en los experimentos realizados por el grupo de la Dra. Soberén, del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. En estos trabajos, con un transposén derivado de! Tn5-B12S,
transposén capaz de cuantificar deleciones y amplificaciones gendmicas en bacterias gram
negativas, se determina que X. campestris NRRL B1459 tiene un bajo nivel de rearreglos
genéticos comparado con el nivel de rearregios reportados para otras bacterias Gram-negativas
como E. coll y R. phaseoii. Se concluye que esta baja frecuencia no se debe a niveles
disminuidos de recombinacién genética homdloga ya que ésta se da a un nivel similar al de otras
Gram-negativas, ademés de no darse una comrelacién clara entre los rearreglios genéticos y a
frecuencia de recombinacién homéloga. Lo anterior indica que la inestabilidad en Ia produccién de
goma no es debido a inestabilidad genética ni tampoco a la existencia del switch quimiotdctico ya
que la frecuencia con que se dan estos eventos es muy baja como para explicar la caida en la
produccién de la xantana durante la fermentacién y mds bien se pueda deber ésta a la asociacién
© probable contaminacién de la cepa productora de la goma con otros microorganismos en los
procesos de fermentacion (Martinez, J. y cols., 1993).

Por las caracteristicas antes descritas, actualmente esta cepa es usada extensivamente a
nivel industral, y por lo mismo ha sido objeto de diferentes estudios de andlisis genético como
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seria aquelios relacionados a la biosintesis de la goma y a su capacidad secretora de enzimas
entre otros (Hotte, B., 1990). .

Esta bacteria, debido a sus caracteristicas, ha sido utilizada como organismo huésped
para la produccion de una lipasa recombinante aislada de Pseudomonas aeruginosa, quedando
demostrado su capacidad de expresar proteinas heterdiogas codificados en plésmidos
recombinantes (Leza, A. y cols., 1996). Aqui Xanthomonas campestris IBT 148 es capaz de
producir y secretar una lipasa alcalina codificada en el pldmido recombinante pBP13 derivado del
vector pMMB22 derivado a su vez del RSF1010 del grupo de incompatibilidad Q, Que se
esncuentra bajo el control del promotor fac (Bagdasarian, M. y cols., 1983), inducible por IPTG o
lactosa, replicable en bacterias Gram-negativas y con resistencia a carbenicilina. Dentro del
mismo grupo de la Dra. Soberdn existen antecedentes (Garcia, J. y col., 1995) que nos indican
qQue el pidsmido pBP13 es muy estable en X. campestris ya que al medir la resistencia al
antibiético en la cepa huésped, se observa que entre el 95% y 98% de la poblacién evaluada
conservan dicha resistencia (Leza, A. y cols., 1996) o sea que Ia cepa tiene una frecuencia muy
baja de segregacién del pldsmido, hecho Que representa una gran ventaja para ser utilizada en
fermentaciones a nivel industral.

A pesar de la estabilidad de dicho pldsmido en el microorganismo, se observé que la
capacidad de expresar la lipasa disminuye rdapidamente, debido probablements a una ailta
frecuencia de rearreglos en ef pldasmido por inestabilidad estructural, perdiéndose la expresién de
la enzima al subcultivar dicho microorganismo por mas de tres veces o sea que no deben de
haber mds de 15 generaciones para que se pueda obtener una maxima produccién de la lipasa y
mds de 35 generaciones para detectar actividad lipolitica (Leza, A. y col., 1996).

En la utllizacién de diferentes microorganismos manipulados genéticamente para la
produccién a través de un proceso de fermentacién de diversos bioproductos, ha sido reportado
por varios autores que uno de los problemas criticos es la inestabilidad de ios pldsmidos
involucrados (Ryu, y Lee, 1988; Pierce y Gutteridge 1985) lo que nos lileva a la necesidad de
desarrollar cepas huéspedes que proporcionen una mayor estabilidad genética.

. . 'En realidad, actualmente, poco se conoce acerca de las diferentes funciones celulares
involucradas en la inestabilidad estructural de los pladsmidos, por esta razdn las funciones de
recombinacién en nuestro organismo huésped son de nuestro interés, ya que existe el reporte en
el que se ocbserva una mayor estabilidad en un plasmido pGp1 en una cepa de Bacillus sublilis
con una mutacién en recE4, proteina andloga a RecA (Peijnenburg, A. y col., 1989).

Por las caracteristicas ya mencionadas, X. campestris representa una altemativa viable
para la expresion y secrecién de proteinas heterélogas. En este caso, una mutante recombinante
negativa de este organismo resuita ventajosa, ya que pemmitird utilizarta para manipulacién
genética, como huésped de diversos plasmidos recombinantes evitando la recombinacidn inter e
intramolecular en éstos. Ademads de facilitamos un andlisis genédtico y funcional de diferentes
genes y pemmitir evaluar algunos eventos o procesos dependientes de recA como son la

33
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‘presencia del switch que afecta la Produccion de goma y su grado de virulencia.
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Nl.- OBJETIVO GENERAL

OBTENCION DE MUTANTES recA DE Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B1459 Y EVALUACION
DEL PAPEL DE LA PROTEINA RecA EN EL
INTERRUPTOR GENETICO QUE AFECTA LA
QUIMIOTAXIS Y LA PRODUCCION DE GOMA

XANTANA.

as

5 e e e S 0 Ty W s o i e Ll e R iy




1)

2)

3)

OBJETIVOS PARTICULARES

MUTAGENESIS SITIO ESPECIFICA DEL GEN recAde X.

campestris pv. campestris

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES
recA OBTENIDAS.

CARACTERIZAR EL EFECTO DE LA MUTACION recA EN
EL PROCESO DE QUIMIOTAXIS
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IV.- PRESENTACION ARTICULO

isolation of' Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL
B1459 recA mutants and evaluation of the role of RecA protein
in the genetic switch affecting chemotaxis, plant virulence and

xanthan gum production.

Nota: Articulo en revisién en la revista Molecular Plant Microbe interactions.
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ABSTRACT -
Xanthomonas - campestris pv campestris NRRL B1459 recA m_utnnts
were isolated by recombination with an interrupted Rhizobium et
recA gene and selection of double recombinants. The mutants thus
selected, were found to be Iimpaired In homologous genetic
rocémblnatlon and in DNA repair as judged by their sensitivity to
methyl-mothano-oulfonit. and to UV irradiation, these defects are
complemented in trans by the R. et/i recA gene. X. campestris NRRL
81459 plant virulence is congldorably diminished by the recA mutation.
We evaluated the effect of recA mutation in a genetic rearrangement,
previously reported for this bacterium, which affects chemotaxis,
plant virulence and xanthan gum production, and found that the

frequency of its appearance is not affected by the recA mutation.




- INTRODUCTION -

Xanthomonas campestris pv campaestris is a gram-negative
phytopathogenic bacteria which produces the exopolysaccharide
xanthap gum; this biopolymer has several commercial applications due
to its high viscosity and pseudoplastic behavior under a wide range of
pHs, temperatures and salt concentrations (Galindo, 1994) .
X.campestris strain NRRL B1459, selected by the U.S. North Regional
Research Center (Jeanes et a/., 1961), is commonly used for xanthan
gum production. Under certain growth conditions this strain was
reported to give rise .at a high frequency to morphological variants
which were defective in xanthan gum production (Cadmus et al., 1976;
Kidby et al., 1977). Xanthomonas campestris was thus supposed to be
genetically unstable (Kidby et al., 1977), but in a previous paper we
reported that this bacterium is remarkably stable and that the
“morphological variants® are not true Xanthomonas (Martinez-Salazar
ot al., 1993). Xanthomonas oryzae, a rice pathogen, has also been
reported to have a high frequency of phenotypic variation, but the
mechanism of this variation is not clear (Rabibhadana et a/., 1993).
Kamoun and Kado (1990) reported a genetic switch in Xanthomonas
campestris which affected chemotaxis, xanthan gum production and

plant virulence. We have previously shown that X. campestris WNRRL
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B1459 presented this so called “chemotactic switch® and that this
bacterium was proficient In homologous genetic recombination
(Martinez-Salazar et al., 1993).

In 19685 Clark and Margulies isolated Escherichia coli mutants which
were completely defective in homologous genetic recombination, these
mutants defined the recA locus. RecA protein was later found to be a
multifunctional polypeptide having a central role not only on
recombination, but also on DNA repair, and acting as coprotease in the
cleavage of a number of transcription repressor molecules (Cox and
Lehman, 1987; Smith 1988). In the last years numerous studies have
identified and characterized recA like genes in a wide variety of
prokaryotic and eukaryotic organisms (Miller and Kokjohn, 1990; Karin
et al., 1995). The procaryotic recA like genes have a high degree of
sequence homology and the phylogenetic trees derived from the
sequence of 25 of these genes have broad concordance with those
derived from 16S ribosomal RNA sequence (Lloyd and Sharp, 1993;
Karlin ot a/., 1995).

Programmed genetic rearrangements which affect the expression of
specific genes, and are mediated by genetic recombination, have been
found on a wide variety of microorganisms and are thought to be of

importance for the adaptation of these organisms to different
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environmental changes (Dybvig., 1993).- The role of the RecA protein has
been studl.c? only in some of these genetic rearrangements.

The Vibrio cholera operon coding for cholera toxin undergoes
amplification and deletion events at a high frequency, both deletion and
amplification ov‘nts are completely eliminated in recA mutants
(éoldborg and Mekalanos, 1986). Pilus antigenic variation and phase
transition between piliated and nonpllihted strains Iin Neisseria
gonorrhoea are also eliminated in recA mutants (Koomey et al/., 1987).
Hemophilus influenza type b capsule production is genetically unstable,
this instability is dI.JO to recA-dependent recombination between two
copies of a 18-kilobases tandem repeat (Hoiseth et al/., 1986). In
contrast to these cases, in Enterobacteriaceae different phenotypic
switches have been described which are recA-independent, these
include site specific inversions which affect Mu phage host range and
phase variation in Sa/monella typhimurium and Escherichia coli, these
inversions are catalyzed by a family of related invertases (Plasterk and
van de Putte, 1984).

The recA gene from Xanthomonas oryzae has been cloned, but its role in
the phenotypic variation of this bacterium has not been evaluated
(Rabibhadana et al., 1993).

In the present paper we isolate and characterize X. campestris pv
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campestris NRRL B1459 recA mutants and determined that the

*chemotactic switch” is a recA-independent genetic rearrangement.



RESULTS AND DISCUSSION

isolation and characterization of Xanthomonas campestris pv

campestris recA mutants. The RecA protein is one of the most

highly conserved proteins among eubacteria (Karlin et a/, 19985). Among
the sequence of 25 RecA proteins, deduced from the sequence of the
corresponding recA genes, from different bacterial species, the higher
divergence found between two species (a gram-positive bacteria and a
cyanobacteria) was 38% identity (Lloyd and Sharp, 1993). The sequence

of the recA genes from bacteria belonging to the protobacteria is highly

conserved (Lloyd and Sharp, 1993; Karlin et al/., 1995). Rhizobium

phaseolli RecA protein contains 65% Iidentical amino acids to the
corresponding E. coli protein (Michiels, et al., 1991).
Based on the high degree of sequence conservation between recA genes

from protobacteria, we predicted that the recA genes from X.

éampostris pv campestris and from Rhizobium etli (previously called
Rhizobium phaseoli) could recombine, rendering a functional hybrid
gene, and that by recombination with the interrupted A. et/i recA gene
an X. campestris recA mutant could be selected.

In order to obtain an X. campestris pv campestris recA mutant we
selected recombinants with an interrupted R. etli recA gene contained

in plasmid pMS26 (Table 1. Martinez-Salazar et al., 1991) and double



recombinants were later selected. The recA gene in plasmid pMS28 is
interrupted by a gene coding for spectinomycin resistance, and the
vector (plasmid pSUP202) tetracycline resistant gene is interrupted by
a 5.7-kb fr-gm.nt containing sacRB genes which confers sucrose
sensitivity to gram-nogiﬂvo bacteria (Hynes et a/., 1989) and another
gene conferring kanamycin resistance.

Plasmid pMS268 was introduced by conjugation from E. coli S17-1 to X.
campestris 1BT148 (Table 1), rifampicin, spectinomycin and kanamycin
resistant transconjugants were selected with a frequency of 1x10°%,
these bacteria are expected to be single recombinants between plasmid
pMS28 and the X. campestris chromosomal recA gene, containing a
functional hybrid recA gene and an interrupted copy of this gene. We
determined that these transconjugants were due to recombination

between recA genes, determining that the plasmid vector pSUP202 was

transferred to strain IBT148 with a frequency lower than § x 10719,

measured by Ap'and Tc' transfer.

Double recombinants, and presumably recA mutants, were selected as
sucrose resistant derivatives with a frequency of 4% and were later
shown to be k_anamycin sensitive. The sécond recombination event is
expected to be dependent on the functionality of the hybrid, non-

interrupted recA gene, and to delete all sequences homologous to the
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vector plasmid pSUP202. We present here the characterization of two
of these putative double recombinants, strains IBT R2 and IBT ﬁa (Table
1). '

Both strains IBT R2 and _IBT R3 are extremely sensitive to MMS. At a
concentration of 0.02%, both have a _roductlon in viability of three
orders of magnitude (Fig 1). We also determined that both putative rocA
mutants have an increased sensitivity to irradiation with UV light (Fig
2).

In order to measure the frequency of homologous recombination we
used plasmid pBX404-7 (Table 1), which contains two non-overiapping
truncated genes derived from a gene conferring kanamycin-resistance.
Homologous recombination between the two truncated genes can
generate a functional copy. The frequency of kanamycin resistant
derivatives from a bacterium carrying plasmid pBX40§-7 reflects its
efficiency to recombine homologous DNA sequences. Both strains have a
reduction in homologous rocomblnation frequency of more than three
orders of magnitude (Table 2).

The above mentloﬁed results strongly suggest that strains IBT R2 and
IBT R3 contain a non-functional récA gene which was inactivated by
recorr;bination with the interrupted R. etii recA ggn'e present in plasmid

pMS26.
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iIn order to determine that the recA mutation was indeed due to the

insertion o( the gene coding for spectinomycin resistance. we measure
the genetic linkage between the Spc' phenotype of strains IBT R2 and
IBT R3 and their sensitivity to MMS and UV irradiation. Plasmid pJB3J! )
(Table 1) was introduced to both recA mim;nts in order to mobilize
their Spc' phenotype to strain IBT150 (Table 1) and the MMS sensitivity

of the corresponding transconjugants was determined. We found that 25
out of 27 transconjugants tested from the cross between IBT R2 and
IBT150 were unable to grow in the presence of 0.03% MMS, and that 9

out of 11 transconjugants tested from the cross between IBT R3 and

IBT150 were also sensitive to this mutagen. These data strongly

suggest that the X. campestris recA mutation is caused by a double
recombination event with the interrupted recA gene present in plasmid
pMS28. The UV sensitivity of one transconjugant of each cross was
determined (strains IBT R20 and IBT R30, Table 1, Fig 2) and, as
expected, both were found to be sensitive.

Both recA mutants were analyzed at“the molecular level by Southern
blot hybrldizatlon using the following probes (Fig 3): plasmid pSUP202
(Table 1) which was the vector in which A. etli recA gene was clénod;
plasmid -pMSZG. which carries the interl;upted R. etli recA gene; and

plasmid pCR3, which carries the E. coli recA gene (Table 1, Horii et al.
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1980). This analysis shows that strain IBT148 and all the recA mutants
tested have a 4 kb DNA fragment homologous to A. et// and E. coll recA
genes (Fig 3 A and B)., this result ~sugg.ctc that the hybridizing
fragment contains only a fragment of the X. campestris recA gene, and

that the part of the recA gene where the spectinomycin cassette was

inserted, as the product of recombination, could not be detected by

hybridization with R. etli and E. coll recA genes. The spectinomycin
resistant cassette seems to hybridize with a 1.9 kb DNA fragment (Fig
3 A)., this is the approximate size of spectinomycin cassette itself, so

the recA gene fragment where it is inserted is dxpected to be so small
that it is not detected using non-homologous recA genes as probes for
restricted with EcoR1

hybridization. Southern blotting using DNA

endonuclease and the plasmids pCR3 and pMS26 as probes was done
under less stringent conditions. These plasmids revealed the presence

of a 11.5 kb band in strains IBT R2 and IBT R3 which contains both recA
homologous sequences and the spectinomycin cassette (data not

shown). The most plausible explanation for the RecA”™ phenotype of
strains IBT R2, IBT R20 and IBT R30 is that the recA gene is

interrupted by the spectinomycin cassette as a product of a double

recombination event, but we cannot rule out from the Southern blot

analysis, that another genetic rearrangement linked to the
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spectinomycin cassette is responsible for the inactivation of this gene.
The Southern biot analysis shows that strain IBT R3 contains a
fragment of plasmid pSUP202 (Fig. 3 C). Strain IBT R3 seem to be a

product of a deletion which removed some of the plasmid sequence,

since it is resistant to sucrose and sensitive to kanamycin. The RecA”

phenotype of this strain might be due to a small deletion which

inactivates the RecA protein and which is not apparent in the Southern.
blot analysis., or to the interaction of the truncated RecA protein,
produced by the interrupted gene, with the functional hybrid RecA
protein. The inactivation of wild type RecA proteins by truncated forms

of the same protein has been shown for Pseudomonas aeruginosa and E.
' coli (Miller and Kokjohn, 1988: Yarranton and Sedwick, 19882).

Strain IBT R30 which is the product of the genetic transfer of the
spectinomycin resistance from strain IBT R3 to strain IBT150, does not

present sequences homologous to plasmid pSUP202 (Fig 3 C), the most

plausible explanation is that the recA gene of strain IBT150 was

substituted by the interrupted recA gene from strain IBT R3 and that
the adjacent plasmid sequences were not co-transferred. The co-
inheritance of the spectinomycin resistance with the RecA” phenotype
in strain IBT R30, without the transfer of other changes in sequence

present in strain IBT R3, strongly suggest that the recA mutation is
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caused by the substitution of the X. campestris recA gene by the

interrupted .recA gene present in plasmid pMS268 and not by some other
genetic rearrangement.

To further confirm that the phenotype of IBT R2 mutant was due to the
inactivation of the RecA protein, its complementation by the R. et/
recA gene was analyzed. This was achieved by selecting a cointegrate
between plasmid pMS168, which carries a functional R. etli recA gene,
but is unable to replicate in Xanthomonas (Table 1), and the self
transmissible plasmid pJB3Jl (Table 1). As shown in Fig. 1 mutant I1BT
R2 is fully complemented by the cointegrated plasmids pMS16 and
pJB3JI with respect to its resistance to MMS. IBT R2 UV sensitivity
was also complemented by the A. etli recA gene (data not shown). These
results clearly show that the IBT R2 mutant phenotype is due to a
deficiency in RecA protein function.

Effect of the recA mutation In the”chemotactic switch.” In a
previous paper (Martinez-Salazar et al/., 1993), we studied the genetic
stability of strain NRRL B1459 and reported that:

1.- This strain presented a genetic rearrangement which causes the
change from a non-chemotactic, xanthan gum-producer bacteria to a

chemotactic and non-mucoid derivative, and that this genetic

rearrangement reverted with a frequency of 2x10™*.
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2.- Strain NRRL B1459 is proficient in homologous genetic
recombination and in the presence of 0.02% MMS the frequency of
recombination is increased by two orders of magnitude, this increment
is due to the SOS response.

3.- The frequency of reversion of the “chemotactic switch” is not

affected by exposure to 0.02% MMS .

The SOS response-independence of the “chemotactic switch™ suggests
that this genetic rearrangement is recA-independent. In order to
confirm that this is the case, we determined in the present paper
whether recA mutants presented the “chemotactic switch”.

Both strains IBT R2 and IBT R3 gave rise to variants which were
chemotactic and non-mucoid. The frequency of reversion of one
chemotactic derivative from each recA mutant and from the wild type
strain are of the same order of magnitude (Table 3). These data clearly
show that the “chemotactic switch” is a recA-independent genetic
rearrangement.

The nature of the genetic change involved in the “chemotactic switch”
remains to be determined, both the reversibility and the recA-
independence of this rearrangement are compatible with a “change of
phase™ type of change similar to the one presented in some

Enterobacteriaceae (Plasterk and van de Putte, 1984), but this model
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remains to be experimentally validated.

Effect of th_. recA mutation in plant virulenceln order to
determine whether the plant virulence of X. campestris pv campestris
was influenced by the recA mutation, cabbage leaves were inoculated
by the different mutants isolated in this work. We used as a control the
chemotactic derivatives isolated by us which have been reported to be
less virulent. The -resulits presented in Table 4 and Fig. 4 show that the
recA mutation considerably diminished the plant virulence of this
bacterium.

This RecA effect in X. campestris plant virulence might be indirect,
reflecting growth rate or other general metabolic characteristic of the
recA mutants, and not the direct involvement of the RecA protein in
plant pathogenesis. This explanation might also apply to strain IBT150

(IBT148 Ery' spontaneous mutant) which we found to be slightly less

virulent than its parental strain IBT148 (Table 4, Fig 4).
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"MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and plasmidsThe bacterial strains and plasmids
used in this work are shown in Table 1.

Mlci‘oblologlc.l procedures. AKX. campestris pv campestris
strains were grown on NYGB medium (Daniels et al., 1984), and E. co//
strains were cultured on LB medium (Miller, 1972). Xanthan gum
production was determined using Burk's medium (Newton et al., 1953);

liquid cultures were supplemented with 0.1% NH‘CIz. Bacterial

chemotaxis was determined as reported by Kamoun and Kado, 1991,
using medium M925 with 0.05% sucrose and 0.3% agar. Sucrose
resistant derivatives were isolated on NYGB medium supplemented
wlgh 5% sucrose.

The antibiotic concentrations used (in pg/mil) were as follows:
ampicillin 200, erythromycin 100, kanamycin 60, rifampicin SO0,
spectinomycin 100. The sensitivity to irradiation with UV light was
done as described by Miller (1972).

Matings were done by plating a 1:1 mixture of the donor and recipient
strains on NYGB medium, and incubating overnight ai 30° C: the mixture
was serially diluted and plated onto selective medium.

Xanthan gum-producing revertants ﬁ'om chemotactic variants were

selected by visual screening of isolated colonies grown in Burk's
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medium (Newton et al/.,, 1953), as described previously (Martinez-

Salazar et a/., 1993). .
Determination of plant virulence. The virulence of different
campestris strains was evaluated on B8rassica ol/eraceae (cabbage)
leaves as described by Kamoun et al. (1992). Three leaves of plants at

the six-leaf stage (five week old plants) were inoculated with a

saturated suspension of bacteria (approximately 3 x 10° bacteria/ml)
in sterile saline solution by injection of 1 ul of the suspension in the
middie of the leaf (three injections/leaf). The control plant inoculated

with sterile saline solution did not showed any lesion, typical lesions

were seen after a week on the plants inoculated with the bacterial

suspension, and the results presented here were measured after two
weeks of inoculation (Table 4 and Fig. 4).
Nuclelc acid procedures. DNA manipulation, Southern blotting and

nick translation procedures were carried out as described by Sambrook

et al., (1989). High stringency conditions were used for the

hybridization procedure shown in Figure 3 and the Southern blot done

with £EcoR1 restricted DNA was done under relaxed conditions.
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TABLE 1 Bacterial strains and plasmids used in this work

STRAIN OR PLASMID

RELEVANT CHARACTERISTICS REFERENCE

Xanthomonas campestris :

NRRL B1459

IBT148

I1IBT150

1IBT R2
IBT R3
IBT R20

IBT R30

IBT148che
IBT R2che
IBT R3che
Escherichia coli:

S$17-1

Strain selected for xanthan production

Spontaneous RIif' mutant derived

from NRRL B1459.
Spontaneous Ery’ mutant derived
from IBT148.

recA mutant derived from IBT148.
recA mutant derived from IBT148.
recA mutant derived from IBT150
by transfer of IBT R2 mutation.
recA mutant derived from IBT150
by transfer of IBT R3 mutation.
Chemotactic derivative from IBT148
Chemotactic derivative from IBT R2

Chemotactic derivative from IBT R3

Able to mobilize plasmids by mean of

an RP4 inserted in the chromosome.

Jeanes eof al.,
1976
Martinez-S.
ot al., 1993.

This work.

This work.
This work.

This work.
This work.
This work
This work

This work

Simon et al.,

1983.



Plasmids:

pSUP202

PMS16

pMS26

pBX404-7

pJB3JI

. ColE1 origin Ap', Cm', Tc". mob™*

Plasmid pSUP202 with Rhizobium etll

recA . Tc¢', Ap'

Plasmid pMS16 with the /. et// recA
gene interrupted with Spc' gene, and
sacAB Km'inserted in plasmid Tc¢'
Constructed to measure genetic

recombination, Ap'

CMA, Ap', T¢'

Carries E. coli recA gene
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Simon et al.,

1983

Martinez-S.
et al., 1991
Martinez-S.

ot al., 1991

Xu et al.,
1988.
Brewin et al.,

1980.
Horii et al.,

1980

Abbreviations used: Resistance to ampicillin (Ap'),

chloramphenicol

(Cm'’) erythromycin (Ery'), kanamycin (Km'), rifampicin (Rit').

spectinomycin (Spc’) and tetracycline (Tc'). Ability to be mobilized by

conjugatién (mob®*). Chromosome mobilization ability (CMA).



TABLE 2. Frequency of genetic homologous recombination
STRAIN FREQUENCY OF K AMONG Tor BACTERIA
IBT148 2x10°?

BT A2 ox10°7

IBT R3 3x10°®




TABLE 3. Reversion frequency of chemotactic derivatives

STRAIN . FREQUENCY OF REVERSION TO MUCOIDY
IBT148che 3.1x10°4
IBT R2che 1.5x10°*

IBT R3che ' 3.3x10°*
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TABLE 4. Plant virulence of different X. campesitris derivatives

STRAIN leaf lesions
Control -
1IBT148 it
1BT148che +
I1IBT R2 ++
18T R2che +
I1IBT R3 ++
18T R3che +
1IBT150 +++
IBT R20 -
1BT R30 +
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Figure Legends
Eigure 1, Bacterial viability in the presence of MMS. Survival curves

correspond to the foliowing strains: IBT148 ( ), IBT R2 ( ), I1BT

R2/pMS16::pJB3JI () and IBT R3 ().
Eigure 2. Bacterial sensitivity to UV light irradiation. Part of the petri

dish was irradiated for the time indicated, and the other part was

protected with foil paper, the line shows the border between the two
parts. ‘

Elgure 3. Southern blot hybridization done under stringent conditions
using as probes plasmid pMS26 (A), plasmid pCR3 (B) and plasmid
pSUP202 (C). Lanes correspond to total DNA restricted with Pst 1 of
the following strains: 1, IBT148; 2, IBT R2; 3, IBT R3 for panels (A) and
(B). 1, IBT148; 2, IBT R2; 3, IBT R20:; 4, IBT R3; 5, IBT R30 for panel (C).
Figure 4. Photograph of cabbage leaves with characteristic lesions
caused by X. campestris infection. The control plant was inoculated
with sterile saline (A) and the virulence of the following strains was
determined by inoculation of independent plants: 1BT148 (B), iBT14Bcho
(C). 1IBT R2che (D), IBT R2 (E), IBT150 (F), I1BT R20 (G). IBT R30 (H). 18T

1), IBT R3che (J).
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V.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

€l trabajo experimental desarrollado se expiica en el articulo anexado, y de éste se deriva
1o sigulents: .

1.- En la mutagénesis sitio especifica de la cepa IBT 148 de Xanthomonas campestris pv.
‘campestris con el gen interrumpido recA de Ahizobium et cionado en el pldsmido pMS28, se
obtuvieron dos cepas presumiblemente mutantes recA” por un svento de doble recombinacién.
Las cepas obtenidas se denominaron IBT R2 ¢ IBT R3 (Ver tabla 1 del articulo).

2.- En la caracterizacion de ambas cepas se obtuvieron los siguientes datos:

a) Ambas son sensibles a metil metano sulfonato, ya que su viabilidad se reduce en
tres érdenes de magnitud con respecto a IBT 148, al crecer en presencia del mutdgeno a una
concentracion del 0.02% (Ver Fig. 1 del articulo). )

b) Al ser expuestas a diferentes periodos de tiempo de radiaciones de luz ultravioleta
se observa que IBT R2 e IBT R3 son miés sensibles que la cepa silvestre, ya que esias
después de 10 segundos © mis de exposicién, son incapaces de crecer en ol medio de cultivo
(Ver Fig. 2 del articulo).

c) Al medir la frecuencia de recomblnacién homdloga en ambas cepas y la cepa
silvestre, usando para esto ¢l plésmido pBX404-7, se comprueba que las cepas recA tiehen
reducido en tres 6rdenes de magnitud dicha frecuencia (Ver Tabla 2 detl articulo).

3.- Estas tres caracteristicas evaluadas en IBT R2 e IBT R3, corresponden a cepas con
el gen recA no funcional, por 10 que para confirnar este caréacter no funcional con ia insercién del
gen que codifica la resistencia a espectinomicina/estreptomicina, se evalud la asociacién genética
entre ambos fenotipos. Tanto IBT R2 como en IBT R3 se transformaron con el pldsmido pJB3JI,
con el objeto de mobilizar el fenotipo de Spc resistente a una tercera cepa IBT 150, las
transconjugantes de ambas se denominaron IBT R20 e IBT R30. Estas cepas transconjuganiss
fueron incapaces de crecer en presencia de MMS (0.03%), como después de ser expuestias a
mas de 10 segundos de irradiaciones de luz ultravioleta. De lo anterior podemos conduir que la
mutacién en recA es originada por un evento de doble recombinacion con o gen interrumpido de
récA contenido en el pladsmido pMS26.

4.- En el anailisis molecular por hibridacién tipo Southem, se observa un fragmento

homélogo de aproximadamente 4kb tanto con el gen racA de A. etli como con e de E.cof con las
cepas IBT 148, IBT R2 e I1BT R3 (Fig. 3A y 3B det articulo). Al hibridizar con pMS26
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encontramos ol casette de resistencia a espectinomicina insertado en un fragmento de 1.9 kb en
ambas cepas, tamafio Que corresponde $o0io al del cassette, por lo que ef fragmento del gen rnecA
on ol Que se encuentra insertado al ser menor y ser detectado con 108 ganes recA de R. ety E.
coll nO se aprecia.

En un andlisis posterior en ef que se usé la endonucieasa EcoRt y como sondas a los
pldsmidos pMS26 y pCR3 en condiciones de baja severidad, se observa una banda de 11.5 kb
eon las cepas IBT R2 ¢ IBT R3, que comesponde a la secuencia homéloga del gen de necAy al
cassette de espectinomicina.

De acuerdo al andlisis anterior se concluye que el fenotipo RecA~ en las cepas IBT R2,
1BT R20 @ IBT R30 se debe a Que ol gen recA en dichas cepas se encuentra interrumpido por el
cassette de espectinomicina/estreptomicina como consecuencia de un evento de doble
recombinacién homdloga con el pidsmido pMS26.

Al observar las figuras 3A y 3B del articulo (carril No. 3), la cepa IBT R3 contiens un
fragmento de 4.8 kb del pSUP202, por lo Qque ésta no s una doble recombinante, sin embargo
18T R30 obtenida por transferencia de la resistencia a espectinomicina de |IBT R3 a IBT 150 y
qQue tiene un fenotipo 7ecA", ya no o presenta. Esto sugiere que ol gen recA fue sustituido por el
interrumpido y las secuencias que se encontraban junto a éste y pertenecientes al pldsmido ya
no fueron transferidas (Fig. 3C carl 4 y 5§ del articulo). El fenotipo recA” en IBT R3
probablemente se deba a una pequefia delecién que inactiva la proteina RecA, misma que no
pudimos apreciar en @l andlisis tipo Southem.

LA CONCLUSION FINAL ES QUE LA MUTACION en recA EN Xanthomonas
campestris BT 148 ES DEBIDO A LA SUSTITUCION DEL GEN FUNCIONAL POR EL GEN
INTERRUMPIDO Y NO POR OTRO REARREGLO GENICO.

S.- Al evaluar el efecto de la mutacién en el switch quimiotictico 0 sea el cambio de
bacterias mucoides y no quimiotidcticas a no mucoides y quimiotActicas, encontramos que la
frecuencia de reversion o sea el cambio de bacterias no mucoides quimiotdcticas al fenotipo inicial
de las derivadas de las mutantes recA y de la cepa IBT 148 se da en el mismo orden de magnitud
por lo Que se concluye que se trata de un rearreglo recA-independiente.

6.- Con el objeto de evaluar et efecto de la mutacién sobre la virulencia, se inocularon
hojas de col con las mutantes recA, encontrando que dicha mutacién disminuye
considerablemente la virulencia en dicha bacteria. (Trabajo realizado en el Laboratorio por el M.
en C. Alberto Camas)

Del trabajo anterior concluimos que los objetivos de éste fueron cubiertos, y se cuenta
ahora con una cepa con mejores caracteristicas para ser utilizada como vector de expresion y
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secrecién de proteinas heterdiogas, como serfa la lipasa alcalina codificada por Pseudomonas
SSIUDINOSS . .
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Vi.- PERSPECTIVAS

Del presente trabajo puedo mencionar cuatro lineas a investigar que podrtan
ser importantes:

- En el aislamiento, estudio, caracterizacién y mejoramiento de
microorganismos con vista a la produccién de algun metabolito o compuesto de
interés industrial, Xanthomonas campestris pv. campestris representa una alternativa
buena para la expresién y secrecién de proteinas heterédlogas, ya que como se ha
descrito tiene la habilidad de aceptar y mantener pldsmidos heterdlogos. En nuestro
caso, la mutante recombinante negativa aqui construida, limitaria la pérdida o los
rearregios del DNA pasajero por eventos de recombinaciéon homdloga, ayudando a
mantener de forma estable el o los pldsmidos recombinantes empleados en este
microorganismo.

Una accién futura a realizar seria: evaluar a estas cepas recA- de
Xanthomonas campestris como sobreproductora de proteinas heterSlogas y
compararia tanto con la cepa silvestre como con E. coli, microorganismo muy utilizado
para este fin.

- Al ser RecA una proteina multifuncional que participa en diferentes procesos
ceolulares y que estd distribuida ampliamente en procariontes, seria importante
evaluar otros eventos © procesos de interés que presenta esta bacteria, para
clasificarlos como recA-dependientes o independientes. Por otro lado, podria ser utit
para realizar un andlisis tanto genético como funcional de otros genes.

- Con respecto a los resultados en la obtencion y seleccidn de las mutantes,
podemos decir que la estrategia experimental nos ofrece una alternativa adecuada de
mutagénesis locus especifica por un proceso de recombinacién homéioga, utilizando
para esto un gen de algun organismo relacionado y con un nivel adecuado de
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homologia y previamente mutado.

- Las cepas recombinantes negativas presentan disminuida de manera
considerable ia viabilidad, por lo que seria factible su liberacién al medio ambiente
como organismo “GEMS", ademds de que nuestra mutante es menos patégena para
plantas que la cepa silvestre.
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