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RESUMEN

La conversién génica, ha sido definida como la transferencia de informacion
genética no reciproca entre dos secuencias de DNA, siendo por tanto uno de los
posibles resultados de un evento de recombinacién. Este mecanismo ha estado
involucrado en diversos aspectos que promueven la homogeneidad o variabilidad
genética, la estabilidad genémica, asi como también es causa de diversas
enfermedades en humanos. A pesar de que conversion génica parece ser un
evento universal en los seres vivos, en organismos procariotes ha sido dificil de
caracterizar debido a la posibilidad de que muiltiples eventos de recombinacién
podrian mimetizar su accién.

En el presente trabajo, hemos disefiado un sistema novedoso en el cual
analizamos los eventos de conversién génica asociados a entrecruzamientos
(crossovers) en la bacteria fijadora de nitrdgeno Rhizobium etli. Esto evita la
posibilidad de recuperar eventos multiples de entrecruzamientos en lugar de
eventos de conversion. Ademas, hemos analizado los tractos de conversidon
génica en una cepa de R. etli mutS, la cual carece del sistema de reparacion de
"mismatches”. Para ello, modificamos el gen nifH (que codifica para uno de los
componentes estructurales de la nitrogenasa) mediante la introduccién de sitios de
restriccion (RFLPs) aproximadamente cada 100 pares de bases (pb) a lo largo del
gen. Este gen modificado fue transferido por conjugaciéon en un vector suicida
hacia una cepa receptora de R. efli que contiene s6lo una copia del gen nifH. El
evento de cointegracion nos permiti6 recuperar convertantes que fueron
caracterizadas por medio de PCR y andlisis de restriccién. Nuestros resultados
muestran que (i) los eventos tipo “crossover” estan fuertemente asociados a
conversion génica; (i) los tractos de conversion variaron en longitud, desde 150 pb
hasta 800 pb;(iii) inesperadamente, los eventos de conversion génica exhibieron
una fuerte desviacién hacia la ganancia de sitios de restriccion, favoreciendo la
direccion de conversion de la secuencia entrante (nifH con RFLPs) sobre la
receptora (nifH silvestre); (iv) la introduccién de los RFLPs (1.6% de heterologia)



tuvieron un efecto sobre la frecuencia de recombinacién; (v) la longitud de los
tractos de conversién se redujo en un 40% en la cepa mutS. La anatomia de los
tractos de conversién sugiere que nuestros resultados se explican mejor por
eventos de conversion génica verdadera, en lugar de multiples eventos de
recombinacion. Asi mismo, el andlisis de los tractos en la cepa mutS, nos indica
que este gen esta jugando un papel importante en la estructura de los tractos de
conversion génica, aunque no totalmente. Es probable que otros sistemas de
reparacion de mismatches estén participando.



ABSTRACT

Gene conversion is the result of a recombination event, and has been
defined as the non-reciprocal transfer of genetic information between two DNA
sequences. This mechanism has been involved in promoting either
homogenization or variability of genetic information, genomic stability, as well as in
the genesis of diverse human diseases. Gene conversion seems to be universal
among living organisms, but unfortunately, this mechanism has been difficult to
detect and characterize in bacterial genomes, due to the likelihood to obtain
multiple rounds of recombination that should mimic gene conversion.

In the present work, we have designed a novel system to analyze gene
conversion events associated with crossovers in the nitrogen-fixing bacterium
Rhizobium etli. This system avoids the possibility to obtain muitiple rounds of
recombination instead of having true gene conversions. Besides, we have
analyzed the gene conversion tracts in a mismatch repair deficient strain. Thus, we
have modified the nifH gene by introducing RFLPs approximately 100 bp along the
sequence. This mutagenized gene was transferred by conjugation into a strain
that contains only one copy of the wild type nifH gene. After the cointegration
event, the convertants were subjected to PCR and restriction analysis. Our results
show that (i) crossover events were almost invariably accompanied by a gene
conversion event; (ii) gene conversion events ranged in size from 150 bp up to 800
bp; (iii) gene conversion events displayed a strong bias, favoring the preservation
of incoming sequences; (iv) even small amounts of sequence divergence had a
strong effect on recombination frequency; (v) length of the gene conversion tracts
were roughly reduced 40% in a mismatch repair deficient strain; (vi) as soon as the
anatomy of the conversions was modified; (vii) finally, the MutS mismatch repair
system plays an important role in determining the length of gene conversion
segments.

A detailed analysis of the anatomy of the gene conversion events suggests
that multiple crossovers are an unlikely altemative for its generation. Our results
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are better explained as the product of true gene conversions, occurring under the
double strand break repair model for recombination. Additionally, the analysis of
the conversion tracts in the mutS mutant suggests that this gene is contributing in
the structure and length of the conversions, although not totally. It is probable that

other mismatch repair systems are participating.
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INTRODUCCION

DEFINICION DE CONVERSION GENICA

La recombinaciéon genética es una caracteristica universal de todos los
seres vivos. Entender este fenémeno a nivel molecular en los diversos
organismos, desde bacterias hasta humanos, es de suma importancia para
conocer el impacto que ha tenido en la evolucién, funcion y estructura de sus
genomas (Cromie, et al., 2001). La recombinacién geneética se puede dar a nivel
intragenémico, ya sea entre familias de genes o secuencias de DNA que son
totalmente idénticas, un proceso llamado recombinacién homéloga. La
recombinacién también puede suceder entre genes que divergen ligeramente en
secuencia, por lo que a este proceso se le conoce como recombinacién
homedloga. Los eventos de recombinacién entre secuencias se pueden dar de
manera reciproca, es decir, cada molécula de DNA que interviene en el proceso
de recombinacién recibe una dotacién de informacién genética (Figura 1). Por otra
parte, un resultado interesante de un evento de recombinacién es la conversion
génica. La conversion génica usualmente se define como la transferencia de
informacién genética de T SRR
forma no reciproca ey
entre secuencias de o
DNA. Sin embargo, la

conversion génica

puede estar asociada a

eventos de Conversion Conversion
o ; génica génica

recombinacién iPo  con crossover sin crossover

crossover (Szostak, et

al, 1983), asi como
z Figura 1. Conversion génica asociada o no a
también se generarian eventos de tipo crossover (Modificado de Santoyo

eventos de conversion y Romero, 2005).
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sin tener intercambio de marcadores aledarios (sin crossover) (Figura 1).

HISTORIA SOBRE CONVERSION GENICA

De acuerdo a Whitehouse (1982) y Liu y West (2004), el término conversion
génica fue introducido por el cientifico aleman Hans Winkler en 1930 para describir
el rango aberrante 3:1 en tétradas de levadura (Saccharomyces cerevisiae).
Evidencia posterior fue obtenida por Zickler en 1934 (en Whitehouse, 1982),
trabajando con algunas mutantes del hongo Bombardia lunata que carecian de
color en sus esporas. En la mayoria de sus andlisis notaba una segregacion en
tétradas 2:2 respecto al color de las esporas, dos de color oscuro y otras dos sin
color. Todo parecia respetar las leyes Mendelianas de segregacién de un caracter,
sin embargo, en ocasiones observé proporciones de 3:1 en el color de las
esporas. Sus observaciones le llevaron a proponer de nuevo el término de
conversion para este fenémeno (Whitehouse, 1982).

Unos afios después, Lindegren (1953) utilizé la levadura Saccharomyces
cerevisiae para obtener evidencia adicional de conversién génica. Analisis de las
tétradas haploides, producto de la meiosis, encontré6 nuevamente una proporcion
3:1, cuando se esperaba una proporcion 2:2. Estos resultados de conversion
génica rapidamente fueron corroborados por Mitchell (1955) en Neurospora
crassa. Este hongo, en una sola estructura llamada ascus, produce ocho esporas
en hilera, por lo que se pueden encontrar proporciones de 6:2 o 5:3, como
resultado de un evento de conversion.

Hasta ese momento sélo se habia estudiado conversién génica durante la
meiosis. Sin embargo, utilizando a Saccharomyces cerevisiae como modelo,
Roman en 1957 (en Whitehouse, 1982) demostré que la conversién génica
también ocurre durante recombinacién mitética. Estudios posteriores de
marcadores que flanqueaban la regién implicada en los eventos de conversién
demostraron que el intercambio de estos marcadores ocurria en el 50% de las
ocasiones, un evento que se conocié como crossing over o crossover. Datos que
sirvieron para que Robin Holliday (1964) propusiera por primera vez un modelo
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molecular que predecia los resultados de conversidn génica asociada o no a

crossovers.

EL MODELO DE HOLLIDAY

Robin Holliday propuso en 1964 el primer modelo que explicaba los eventos
de recombinacién genética (Holliday, 1964; Stahl, 1996; Liu y West; 2004), y el
cual a su vez, predecla perfectamente la segregacion de alelos de forma no
Mendeliana en experimentos antes mencionados sobre conversion génica.

4 El modelo de

1 4 Holliday predice que la

S e e recombinacion inicia

Z ¢ con un corte de cadena

2 X : sencilla en ambas

< cadenas daplex

. A ™S B participantes (Figura 2,

3 - 7 3 ~ - 1). Posteriormente hay
= = ( > intercambio de cadenas

i $ p . * sencillas, seguido por

4 7 4 . 7 ligacién (Figura 2, 2).
- - < 2 Una vez que se tiene

este tipo de unién de

cadenas entrecruzadas
Figura 2. Modelo de Holliday. Los circulos negros
indican diferencias en secuencias nucleotidica entre las  (al cual se le llama hoy

cadenas de DNA duplex.Ver el texto para mas detalle. en dia la unién o

estructura de Holliday),

pueden darse dos tipos de resultados, dependiendo de la orientacidn del corte de

las cadenas, ya sea horizontal o vertical. En el caso A (Figura 2, 3), observamos

conversion sin crossover o intercambio de marcadores externos. Para el caso B,
observamos conversién asociada con crossover (Figura 2, 3°).
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Es necesario remarcar que en el modelo de Holliday, la conversién génica
solo existe si se forman regiones heteroduplex o hibridas entre las cadenas
participantes. De esta manera, el modelo de Hollday predice que conversién
génica sera el resultado de eventos de reparacién de mismatches (Figura 2, 3" y

4’).

EL MODELO DE MESELSON-RADDING

De acuerdo al modelo de Holliday, la formacién de regiones hibridas entre
las cadenas parecia ser reciproca, es decir, que los eventos de conversién

derivados de la
reparacioén de
mismatches  se
darian en un 50%
de los casos para
cada una de las
cadenas duplex.
Sin embargo,
surgieron nuevos
datos en la
levadura
Saccharomyces
cerevisiae donde
no se observo tal
reciprocidad de
regiones
heteroduplex
(Stahl,1994). Por
lo tanto, Matt
Meselson y
Charles Radding

L N

\ B

- pr———

N

v

R R,

- ————

P

. Y

Figura 3. Modelo de recombinacién Meselson-Radding.
Los circulos negros indican las diferencias en secuencia
nucleotidica entre las cadenas de DNA. Resultado de
conversion sin crossover (A) y asociado a crossover (B).
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(1975), modificaron el modelo de Holliday para adecuar los nuevos resultados de
la no reciprocidad en la formacién de regiones hibridas (Figura 3).

En su modelo, se conserva el inicio de los eventos de recombinacién por un corte
en cadena sencilla (Figura 3, 1). Una vez que se da el corte, el extremo 3" sirve
como iniciador para que la DNA polimerasa entre en accién y desplace la cadena,
la cual invadira la regién homéloga de ofra cadena duplex, formando una asa en
D (Figura 3, 2). Este desplazamiento genera la formacién de una regién
heteroduplex. Posteriormente el asa en D se degrada y las cadenas que quedan
se unen para formar una estructura conocida como intermediario o unién de
Holliday. Nétese que se genera una regién heteroduplex no simétrica (Figura 3, 3).
Posteriormente, la unién de Holliday migra y extiende la regién heteroduplex de
forma simétrica (Figura 3, 4). Nuevamente dependiendo de la orientacién del
corte, se dara el resultado de conversién sin crossover (Figura 3, A) o con
crossover (Figura 3, B). Para que haya un evento de conversién dependera, como
en el modelo de Holliday, de la reparacién de mismatches en las regiones
heteroduplex (Figura 3, 4-5y 5°-6").

El modelo de Meselson-Radding es importante por que en ese momento
resolvia el problema de la formacién no reciproca de regiones heteroduplex entre
las cadenas, ademas de que innovaba al agregar el nuevo elemento de la
polimerizacién, el cual se conservaria para la propuesta de un nuevo modelo: el
modelo de recombinacién y reparacion de cortes en doble cadena.

EL MODELO DE RECOMBINACION Y REPARACION DE CORTES EN DOBLE
CADENA

Los modelos previos de recombinacién que explican eventos de conversion
génica se iniciaban Unicamente con un corte en cadena sencilla. Sin embargo,
trabajos realizados por Hicks (1979), Orr-Weaver et al. (1981) y Orr-Weaver y
Szostak (1983), sugirieron que los cortes en doble cadena podrian dar inicio a
procesos de recombinacién. En 1981, Omr-Weaver et al. construyeron un plasmido
que contenfa un “gap” (en doble cadena). Este plasmido se transform6 en

16



Saccharomyces cerevisiae y posteriormente se seleccionaron aquellas cepas que
contenian el plasmido cointegrado en el genoma de la levadura. Al cointegrarse
este replicon se forzaba la seleccion para recuperar unicamente eventos tipo
crossover. Algo interesante de estos datos es que el gap estaba siendo reparado
por recombinacién, utilizando una secuencia homéloga como templado del
genoma de Saccharomyces. Unos afios mas tarde, Orr-Weaver y Szostak (1983)
incorporaron un origen de replicacion en el plasmido, de tal manera que ahora el
replicon podria sobrevivir sin algin evento de cointegracién (crossover). En
aproximadamente el 50% de los casos recuperaron eventos crossover y el otro
50% eran eventos de reparaciéon del gap sin crossover. Cabe destacar que en
ambos resultados, con o sin crossover se estaba reparando el gap por conversién
génica. Este fue un resultado interesante ya que los modelos previos de
recombinacién postulaban que conversion génica era resultado de reparacién de
mismatches, y no de reparacién de gaps o cortes en doble cadena en el DNA. Por
lo tanto, enseguida se propuso el modelo de recombinacién y reparacién de cortes
en doble cadena (Szostak, et al., 1983) (Figura 4).

En este modelo, la recombinacién inicia con un corte en doble cadena
(Figura 4, 1), seguido de degradacién que deja extremos 3’ libres, las cuales
pueden invadir una regién homéloga en otra cadena duaplex. Al haber invasion del
extremo 3" se forma una asa en D en la cadena receptora, debido al efecto de la
polimerizacién. El asa en D formada, ahora puede servir como templado para que
la cadena invasora sea polimerizada (Figura 4, 2). Después de esto se da la
ligacién de las cadenas y se forman dos uniones de Holliday, las cuales pueden
migrar y extender la longitud de la regién heteroduplex (Figura 4, 3). Finalmente,
dependiendo de la orientacién del corte de cada unién de Holliday sera el
resultado, ya sea de conversién asociada (Figura 4, B) o no a crossover (Figura 4,
A). Esto da la posibilidad de tener como resultado la mitad de los eventos de
conversion sin crossover y viceversa.

Cabe destacar que en este modelo de recombinacién y reparacién de cortes en
doble cadena ya predice el dato donde conversién puede ser resultado de:

1. Reparacién de gap.
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2. Formacién y reparacion de mismatches en regiones heteroduplex.
3. Capacidad de la migracién de los intermediarios de Holliday.

. -

1 e
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g e
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e -

Z -
3 7-1 ----- XT
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A B
e i
— e . - ‘v --Q-"--'--——:?
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T‘———.-—-oa»-.'a.——.—.—.— .\_-.-'--

Figura 4. Modelo de reparacién de cortes en doble cadena por
recombinacién. Los circulos negros indican las diferencias en secuencia
nucleotidica entre las cadenas de DNA. Resultado de conversién sin
crossover (A) y asociado a crossover (B). Ver el texto para mayor detalle.

Es importante mencionar que este modelo mantiene aun algunos elementos de
los modelos previos de recombinacién, tales como la formacion de las uniones de
Holliday del modelo de Holliday (que ahora son dos), asi como el acto de
polimerizacién del modelo Meselson-Radding.
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DIVERSOS PAPELES DE CONVERSION GENICA

REPARACION DE CORTES EN DOBLE CADENA

Los cortes en doble cadena en el DNA pueden surgir por una diversidad de
factores, incluyendo la radiacién ionizante, la exposicién a quimicos, por factores
como la replicaciéon (colapso de la horquilla de la replicacion) y de manera
programada durante la meiosis (Norbury y Hickson, 2001). Asi como también por
la accibn de enzimas de restriccion, transposones, bacteri6fagos, algunos
antibiéticos, entre otras causas (Kobayashi, 2002). De no repararse eficientemente
los cortes en doble cadena, se pueden provocar diversos rearreglos
cromosomales (Khanna y Jackson, 2001). Por ejemplo, en células de humanos las
translocaciones pueden darse por cortes en doble cadena que no fueron
reparados debidamente, conduciendo a la generaciébn de diversos tumores
(Rabbitts, 1994; Richardson y Jasin, 2000). Una via que es importante, y de hecho
la principal por la cual se reparan cortes en doble cadena en la levadura
Saccharomyces cerevisiae y en células de humanos (Liang et al., 1998), es a
través de recombinaciéon homéloga, siendo la conversion génica el evento que
predomina en la reparacion. Asi, la reparacion de cortes en doble cadena a través
de conversién génica es la mas eficiente, ya que evita la generacion de rearreglos
como deleciones, traslocaciones o amplificaciones. De hecho, en un trabajo
realizado por Wiese et al. (2002) observaron que los cortes en doble cadena en
células humanas inducen la reparacién de los cortes por conversion génica,
manteniendo asi, la estabilidad genémica (Wiese ef al., 2002) y evitando la

generacion de diversas enfermedades.
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LA CONVERSION GENICA COMO CAUSA DE ENFERMEDADES EN
HUMANOS

La conversiébn génica puede ser un arma de doble filo. Asi como
menciondbamos anteriormente que puede reparar cortes en doble cadena de
manera eficiente, evitando la generacién de rearreglos cromosomales, puede a su
vez ser el factor que cause enfermedades en humanos (Hurles, 2002).

Cuando un gen se duplica puede acumular mutaciones en cada una de las
copias, lo cual puede resultar en que alguna de ellas termine por ser un
pseudogen o adoptar una nueva funcién. Supongamos que uno de ellos se
convierte en pseudogen y la otra copia autn retiene su funcién inicial, ya que es
indispensable para el organismo. En teoria, si ambas copias conservan una
identidad en secuencia razonablemente alta como para recombinar entre ellas,
puede haber eventos de conversién en ambas direcciones. El problema sucede
cuando el pseudogen es el donador de informacién, ya que podria afectar la
funcién del gen esencial, lo cual deriva en el desarrollo de alguna enfermedad
genética. Es por ello que se han detectado algunos desérdenes genéticos en
humanos, donde el mecanismo de conversion génica de este tipo es el
responsable de varias enfermedades (Hurles, 2002). En la tabla 1 mencionamos

algunos ejemplos.
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Tabla 1. Enfermedades y genes afectados por conversion génica.

Enfermedad Gen afectado |Longitud de los segmentos| Ref.
de conversion génica

Hiperplasia adrenal
congeénita CYP21A2 De 200-500 pb 37,76

Atrofia espinal

muscular Il y 111 SMN1 5, 6, 21
Shwachman
Diamond SBDS 240 pb 2
Granulomatosa
p47-phox, 377 pb 63
Gaucher
GBA De 190 1193 pb 15,75
Rifion Poliquistica PKD1
32, 66
Catarata
CRYBB2 De 9 a 104 pb 78
Pancreatitis PRSS1 8

Existen algunos otros desérdenes genéticos en humanos, donde a la
expansion de tripletes (por ejemplo: CTG-CAG, CGG-CCG o GAA-TTC) se le ha
asociado con mas de 14 enfermedades (Jakupciak y Wells, 2000a). Un ejemplo de
ello es la distrofia mioténica, donde se ha sugerido que eventos de conversién
génica pueden ser los responsables de la expansion de tripletes, y estos a su vez,
son los causales de la enfermedad (O Hoy, ef al., 1993). En este mismo sentido,
en la bacteria Escherichia coli se tratd de elucidar el origen de la expansién de
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tripletes (Jakupciak y Wells, 2000b). En este modelo, la conversién génica fue el
principal mecanismo que increment6 considerablemente el nimero de fripletes,
ademas de que otros elementos como replicacién y reparacién pudieran contribuir.
De esta manera, en algunas otras enfermedades neurodegenerativas como
Huntington, el sindrome X fragil o la ataxia de Friedreich, que sus causas son
también la expansién excesiva de tripletes, es probable que la conversién génica

esté jugando un papel importante en su etiologia.
VARIACION ANTIGENICA

El éxito de muchos patégenos bacterianos para infectar a sus huéspedes se
debe, entre varios aspectos, a que pueden escapar del sistema de inmune del
huésped. El mecanismo conocido como variaciéon antigénica, es el responsable
por el cual diversas bacterias patégenas pueden evitar el sistema inmune de sus
huéspedes (Deitsch, ef al., 1997). De esta manera, utilizan varios mecanismos
genéticos para tener diversas combinaciones en sus proteinas de membrana
(antigenos). Algunos de ellos pueden ser la regulacién a nivel transcripcional,
generacién de rearreglos, altas tasas de mutacién puntual y conversiéon génica
(Deitsch, ef al., 1997). Respecto a este tltimo, la conversién ha sido reconocida
como uno de los mecanismos mas usados por diversos patdégenos. De hecho, a
través de conversion génica en algunas bacterias se pueden generar millones de
variantes en las proteinas de membrana, lo cual hace que este repertorio le
antigenos le permita iescapar del sistema inmunolégico del huésped (Serkin y
Seifert, 1998).

Por lo general, los sistemas de variacién antigénica en bacterias patégenas
se caracterizan por tener un gen funcional y varios pseudogenes. Cada uno de
estos pseudogenes es un donador potencial de informacion genética a través de
conversién génica hacia el gen funcional (Figura 5). Ademas de ello, los eventos
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de conversion o donacién de informacion, pueden ser por segmentos génicos, lo
que significa que un solo pseudogene podria generar varias combinaciones

antigénicas (Zhang y Norris, 1998).

Pseudogene con
segmentos sin cambio

Pseudogen con
segmentos variables

.
sm—

Gen A

Figura 5. Mecanismo de variacion antigénica por medio de conversion
génica (Modificado de Santoyo y Romero, 2005).

Uno de los sistemas mas estudiados ha sido la bacteria Neisseria
gonorrhoeae, agente causal de la gonorrea, una enfermedad de transmision
sexual en humanos (Haas y Meyer, 1986; Haas, ef al., 1992). En esta bacteria se
ha reportado que su genoma contiene un gen funcional pilE y hasta 19
pseudogenes pilS, dependiendo de la cepa. El gen pilS codifica para el pilus de la
bacteria y se ha visto que esta involucrado en la capacidad para infectar a su
huésped. En diversos trabajos se han detectado eventos de conversién entre las
secuencias pilS y el gen pilE, asi como eventos segmentales donde se podrian
generar hasta 47 millones de variantes de la proteina que compone el pili (Serkin y
Seifert, 1998). Otros han reportado que entre estos mismos elementos genéticos,
pilS y pilE, las frecuencias de conversién son de las mas altas comparadas con
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otros sistemas de recombinacién, ya que por medio de RT-PCR se detectaron
eventos de conversién génica de 3.3 X 10 (Serkin y Seifert, 1998).

Otro ejemplo interesante de variacién antigénica en patégenos se reporté
en la bacteria Treponema pallidum, el agente etiolégico de la sifilis en humanos
(Centurién-Lara, et al., 2004). En esta bacteria, el gen tprK es el responsable de
generar variaciones antigénicas, ademas de otros 47 pseudogenes que actian
como donadores de informacién genética. Adicionalmente, dentro de cada
secuencia de los pseudogenes se reconocen hasta siete regiones variables, lo
cual hace que se puedan generar hasta 420,000 variantes. Aun cuando no se
reportaron las frecuencias de conversion entre el gen tprK y los pseudogenes, el
tener este nimero de variantes le permite al patégeno tener una gran flexibilidad
para poder evitar y escapar al sistema inmune del huésped. Algunos otros
ejemplos de variaciéon antigénica y conversién se han reportado en patégenos
como Campylobacter jejuni (Harrington, et al., 1997), Borrelia burgdorferi (Zhang y
Norris, 1998), Borrelia hermsii (Restrepo y Barbour, 1994), Anaplasma marginale
(Brayton, et al., 2002), entre otros.

Los ejemplos anteriores nos muestran que la conversién génica puede ser
un aliado muy importante para patégenos como Neisseria gonorrhoeae y
Treponema pallidum, entre otros, ya que de ello depende en gran parte el éxito
que tengan durante la infeccién al huésped, ademas de que representan un grave
probable de salud en humanos.

EVOLUCION CONCERTADA

La duplicacién de genes conduce a la generacién de familias multigénicas,
generando de dos a varias copias del mismo gen (Ohno, 1970). Cada copia
puede adquirir mutaciones puntuales a través del tiempo y adquirir nuevas
funciones. En algunos casos mas drasticos pueden derivar en pseudogenes, sin
tener alguna funcién aparente. Por ofra parte, cominmente se le ha asociado a
mecanismos de conversibn génica con la homogenizacion de familias
multigénicas, un proceso llamado evolucion concertada (Dover, 1992).
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Un ejemplo de evolucién concertada en bacterias y arqueobacterias lo
representan la familia de genes ribosomales (rRNA), los cuales se encuentran
repetidos de dos a siete copias dependiendo de la especie (Liao, 2000). En este
trabajo se realizaron analisis filogenéticos de los genes ribosomales de 19
genomas completos de bacterias y arqueobacterias. Los resultados mostraron que
las diversas repeticiones son muy similares a nivel de especie, pero muy
diferentes si se comparan con otros géneros. Esto sugiere que un mecanismo
como conversién génica podria estar jugando un papel importante en la evolucion
de los genes ribosomales, manteniendo su alta identidad a través de procesos de
recombinacién no reciproca (Liao, 2000).

Otro dato interesante de evolucién concertada, derivado de andlisis
filogenéticos, se da en los genes tuf (que codifican para factores de elongacion),
en bacterias como Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Vibrio cholerae,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis y Salmonella typhimurium (Lathe
Il y Bork, 2001). Derivado de este trabajo se report6é que la secuencia nucleotidica
de los genes fuf es méas similar a nivel comparativo de especie que entre géneros.

Utilizando la bacteria patégena Salmonella typhimurium se detectaron
diversos eventos de conversién génica entre repeticiones de los genes tuf, las
cuales se encuentran en orientacién inversa en el cromosoma y separadas por
700 kilobases. Las tasas de conversién entre estos elementos genéticos fueron
dependientes de genes para recombinacién como recA y recB. La orientacién
inversa de los genes tuf podria dar lugar a inversiones, por lo que Hughes (2000)
en un estudio adicional demostré que la conversion puede estar asociada a
eventos crossover, tal y como sucede con las inversiones de aproximadamente
700 kilobases dentro del cromosoma de Salmonella typhimurium.

Respecto a ejemplos de evolucién concertada en organismos eucariotes, en
un trabajo reciente Drouin (2002) detecté eventos de conversién génica en el
genoma completo de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Varias familias
multigénicas mostraron eventos de conversibn entre sus miembros,
encontrandose ademas que existia una preferencia por la regién 3" para participar
en conversion. Este resultado sugirié que un mecanismo de conversion mediado
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por moléculas de cDNA incompletas podria estar dando esta preferencia por
convertir la regién 3° de las familias génicas. Esto podria ser posible ya que datos
publicados por Derr y Strathern (1993), demostraron que conversién génica puede
estar mediada por transcriptos reversos en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

El desarrollo de la genémica, junto con algunas pruebas estadisticas
(Sawyer, 1986) han permitido investigar eventos de conversiébn en familias
multigénicas de genomas completos, ya sean procariotes o eucariotes. Es por ello
que conforme se vayan descifrando mas genomas, ademas de secuenciar varias
cepas de una misma especie, sin duda que ayudara a detectar nuevos eventos de
conversién en diversos organismos, ademas de tener un mejor conocimiento de
este mecanismo y su impacto en la evolucién y estructura de los genomas.

EL GENOMA DE Rhizobium etli

Rhizobium etli es una bacteria que pertenece a la familia de las
Rhizobiaceae, demas de que tiene la capacidad de reducir el nitrégeno
atmosférico a amonio, una actividad conocida como la fijacién biolégica de
nitrégeno. Para realizar la fijacién de nitrégeno, R. etli es capaz de infectar las
raices de plantas de frijol, formando unas estructuras globulares llamadas nédulos.
En los nédulos es donde R. etli fija el nitrégeno y lo dona a la planta en forma de
amonio para poderlo asimilar, lo cual mejora considerablemente su desarrollo
(Segovia, et al., 1993: Davila, et al., 2000).

De esta manera, Rhizobium etli es un modelo importante de estudio desde
el punto de vista agronémico, ya que por su capacidad de fijar nitrégeno puede
mejorar considerablemente el crecimiento de plantas de frijol. En algunos estudios
recientes su genoma ha sido modificado genéticamente para incrementar la
fijacion de nitrégeno en experimentos de invernadero y de campo, obteniendo
resultados favorables sobre un incremento en la fijacion de nitrégeno y el
contenido de nitrégeno de las semillas (Peralta, et al., 2003).

Por ofra parte, los genes involucrados en el proceso de nodulacién y fijacién
de nitrégeno en R. etli, asl como en la mayoria de las rhizobia, se encuentran
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localizados en plasmidos llamados simbi6ticos o pSim (Brom y Romero, 2004).
Recientemente, se publicé la secuencia del pldsmido simbiético (pSim) de
Rhizobium etli, el cual tiene un tamafo de 371,255 pb (Gonzalez, et al., 2003).
Respecto al resto de su genoma, desde hace tiempo se sabe que se encuentra
dividido en varios replicones, un cromosoma y seis plasmidos (Gonzélez, et al.,
resultados no publicados). El cromosoma tiene un tamafio de 4,381,611 pb,
mientras que los plasmidos son considerados de gran tamario, varfan desde los
184,338 pb (p42b) hasta los 642,334 pb (p42f) (Gonzalez, et al., resultados no
publicados).

SECUENCIAS REPETIDAS Y REARREGLOS GENOMICOS

La determinacién de la secuencia del plasmido simbiético mostr6 diversos
aspectos sobre su origen evolutivo. Uno de ellos, es que su estructura compleja ha
sido parte de una dinamica genética que involucra eventos de transposicion,
transferencia horizontal y recombinacién (Gonzalez, et al., 2003). Respecto a este
ultimo, para llevar a cabo eventos de recombinacién se requiere la presencia de
secuencias repetidas como parte de la arquitectura de este replicén. Previamente
se habian descrito algunas familias multigénicas en el pSim (Quinto, et al., 1982,
Flores, et al., 1987: Girard, et al., 1991). Actualmente, con la secuencia completa
del plasmido simbiético se conocen en total 12 familias muitigénicas, las cuales
tienen de dos a tres miembros cada una. Para determinar cada una de estas
familias se requiri6 que mantuvieran al menos 300 pb de identidad continua entre
las diversas copias (Gonzélez, et al., 2003).

Las secuencias reiteradas o las familias multigénicas representan material
disponible para recombinar, lo cual puede generar rearreglos genémicos. En un
trabajo realizado por Romero et al. (1991) se determiné que la familia multigénica
de nifH, la cual codifica para uno de los componentes de la nitrogenasa, puede
llevar a cabo eventos de amplificacion y delecion de una zona de
aproximadamente 120 kb de el pSim, plasmido donde residen las tres copias de
nifH. En un trabajo posterior se observé que algunas otras regiones repetidas del
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pSim eran al igual susceptibles de recombinar y generar diferentes rearreglos
(Romero, et al., 1995). Asi mismo, algunos otros eventos naturales como rondas
adicionales de replicacién, pueden incrementar la frecuencia de recombinacién
entre las copias de nifH del plasmido simbidtico (Valencia-Morales y Romero,
2000).

Con el avance de la genémica y el conocimiento de la secuencia completa
de los genomas de diversos organismos, hoy en dia existe la posibilidad de
predecir rearreglos gendémicos de diversos replicones, todo ello previo a
observarlos experimentalmente. Flores y colaboradores (2000) publicaron un
trabajo donde basados en el disefio de oligonucleétidos para PCR; bordeando las
regiones repetidas, pudieron predecir diversos rearreglos, incluyendo deleciones o
amplificaciones en el plasmido simbiético de la cepa de Rhizobium NGR234.

En este mismo sentido, la presencia de secuencias repetidas también
permite la recombinacién interplasmidica o plasmidica-cromosomal, tal y como lo
demuestran Mavingui ef al. (2002) y Guo ef al. (2003). En tales trabajos, se
obtienen nuevas estructuras genémicas que involucran eventos de recombinacién
entre secuencias repetidas, obteniéndose la cointegracién de plasmidos y
cromosomas como un solo replicén. Por lo tanto, la presencia de secuencias
repetidas ha permitido generar nuevas arquitecturas genémicas como parte de un
nuevo disefio gendmico natural (Guo, et al., 2003).

CONVERSION GENICA EN Rhizobium etli

La recombinacién entre elementos genéticos repetidos que generan
rearreglos genomicos representan eventos de intercambio reciproco de
informacién o tipo crossover. En el caso de Rhizobium etli, la presencia de familias
multigénicas en sus diferentes replicones representa también la posibilidad de
llevar a cabo eventos de conversion entre sus miembros, y que estos a su vez
evolucionen de manera concertada. Tal es el caso de la familia nifH, en la cual
Sepulveda y Romero (resultados no publicados) aislaron cada una de las copias
de nifH de 11 cepas de R. etli que tienen diversos origenes geograficos, como
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Brasil, Belice, E. U. A., Colombia, Hawai y México. Una vez que se conoci6 la
secuencia completa de cada una de sus copias, se alinearon y por un analisis
filogenético se buscé un patrén que mostrara rastros de evolucion concertada. En
sus resultados, aun cuando fueron pocas las diferencias nucleotidicas
encontradas entre los miembros de la familia nifH, se pudo observar que en
algunas cepas las reiteraciones eran mas similares a nivel intracepa que
intercepa. Esto sugiere que existe evoluciéon concertada entre las copias de nifH
de varias cepas de Rhizobium. Adicionalmente, este trabajo revela que las fres
copias que forman parte de la familia multigénica nifH, es muy improbable que se
hayan originado recientemente, ya que se encontro la triplicacién de sus miembros
en las mayoria de las 11 cepas de R. etli (Sepulveda y Romero, manuscrito en
preparacién).

Tratando de encontrar evidencia experimental de que mecanismos como
conversién génica podrian estar homogenizando las copias de la familia
multigénica nifH, Rodriguez y Romero (1998) describieron diversos eventos de
recombinacién entre sus tres copias, incluyendo conversién genica. En dicho
trabajo, los eventos de conversion representaron el 14% de las recombinantes
analizadas, con una frecuencia de 8 X 10°. Tal frecuencia fue mayor que la
mutacién espontanea. Algunos de los eventos de conversién pudieron ser parte de
un evento de recombinacién reciproca, pero que no pudieron ser detectados, por
lo que se le llamé conversion génica aparente. Sin embargo, los eventos de
recombinacioén, incluyendo conversion aparente, necesitaron de la funcion del gen
recA, asi como de la presencia de mas de una copia del gen nifH, ademas de la
correccion precisa de la mutacién que se insertdé en una de las copias. Todo ello
sugiere que los eventos de conversién aparente, junto con otros eventos de
recombinacién, podrian estar siendo parte del mecanismo que impera en la
evolucién concertada de la familia nifH de Rhizobium etli.

Durante la realizacién de este proyecto de doctorado, se profundizé mas
alla del trabajo experimental sobre el tema de conversion génica y evolucién
concertada en organismos bacterianos, por lo que se escribié una revision que fue
aceptada para su publicacién en la revista FEMS Microbiology Reviews. La
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referencia es la siguiente: Santoyo, G. and D. Romero. 2005. Gene conversion
and concerted evolution in bacterial genomes. FEMS Microbiol. Rev. 29, 169-183.
Dicha revision se incluye en esta tesis. (Articulo I).

En el presente proyecto de investigacion, se traté de obtener un mejor
conocimiento sobre el impacto de conversién génica en la evolucién concertada de
la familia multigénica nifH de Rhizobium etli. Para ello, uno de los objetivos fue
analizar la longitud de los tractos de conversion entre los genes nifH, ademas de
tratar de evitar tener eventos aparentes de conversion génica, o al menos, que su
contribucién fuera minima. Para tal fin, se disefié un nuevo sistema para analizar
los eventos de conversion génica asociados a crossovers. Asi mismo, como parte
de los resultados adicionales de este proyecto, se investigé el efecto de una
mutacién en el gen mutS de Rhizobium etli y cébmo podria participar en la
formacién de los tractos de conversién, ademas de analizar si se modifica su
anatomia. Los resultados de este proyecto se presentan en el articulo aceptado
para su publicacién en la revista Journal of Bacteriology. La referencia es la
siguiente: Santoyo, G., Martinez-Salazar, J. M., Rodriguez, C. and D. Romero.
2005. Gene conversion tracts associated with crossovers in Rhizobium etli. J.
Bacteriol. Aceptado para su publicacién. (Articulo I1).
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Table 1
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Borrelia nls Experiments] ariation 1]
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Campyloharter jejwni fa Phylogenetic Conceried evolution 153
Chismepcia presman e hap Conceriad evolition (3]
Deimococous radindurn wf Paylogenatic Conceriad evolution [z
Ewherichin coli e 1 Cap wpai 1)
FRNA Phylogenetic Concerted evolution )
af Phylogeostic Concerted evalution 12
Haemephhies influenae o Phylogenetic Conceried evolution 12
Helicobacter prlori bab Phy lgenetic Conceried evolution
bap Phy lagenetic Conceried evalution &)
Mycobacrien sucgmetis 165 Expetimenta] Antidotic miktance 1%8]
Mycoplasmsa synovise wlhd Experimeat! Antigenic varistion
Neixeria PpIE Experiment) Astigenic variation [85]
Neiweria menin gitids pilE Experimentl Antigenic ariation [ia]
f Phiylogenstic Coaceried evolition L]
Paudsmonas scragion o wf Phylogenatic Conceried evolition m)
Tr—— afM Experinean] Concented evolution 1611
i Paylogenetic Conceried evolution Unpubl
Sabmanells typhi rd Phylngenetic Conceried evolition 1]
Sabmonela typhimries naf Expetimean] Concerted evolution [Li}]
rd Phylogenetic Coaceried evalution [
Treponeons pallihun ek Astigeai varistion 1103
Vibrin chaleme g Pivy lngenetic Conceriad evolution =
lution of this intermediate occurs in the same foma as in , gEne sion or both. A ding to the
the Holliday model. In this modd, the invading se- DSBR model, of gene an be gen-

Mmpummmawmm mm

erated in two different ways. One aliernative is through
:q:nr by DNA synthesis, of the gap produced during
The other is through mismatch repair ol het-

duplex DNA. Thus, gene conversion scgment length

duplex, that later on b a recip p

region, upon migration of the Holliday junction; repair

in any of Lhese b dupl may g gene up
conversion.

A more recent model thal has gained wide accepiance
is the double-strand break repair model (DSBR) pro-
posed by Szostak et al. [24] (Fig. 2). This DSBR model
emerged s the canonical model because of the huge
amount of genctic evidence in fungi that indicate that
doublestrand beeaks (rather than single-strand breaks)
can ad as initiators of recombination [25,26) In this
model, recombination initiates with a double-strand
break, continued by extensive single chain degradation
in the §' 1o 3’ direction, thus generaling a gap with ex-
posed 3’ overhangs. One of these 3’ overhangs can in-
vade the uncut homolog, thus displacing a D-loop that
cam pair with Lhe remaining 3' overhang; the paired D-
loapunmnamphulbrnﬂnnyuhe&,pr
by Lhe 3’ overhang. Of course, the other MJ"

will depend on the exient of the gap, size of the hetero-
duplex region and the migration capacity of the Holli-
day structures.

A specific prediction of all these models is that gene
conversion it associaled, hall ol the time, with crossover.
However, a wealth of data [rom yeast, both from mdotic
[25-29) as well as mitotic [30-32] bination, shows
that gene conversion may occur al significant propor-
lions without an associaled crossover. A recenl
modification of the DSBR model, termed the synthesis-
dependent strand anncaling model (SDSA, Fig. 2) [33]
deals nicely with this resull In this model, a double-
strand cul is mmde in one DNA duplex; this double-
strand break is then processed by degradation lo
gencrate protruding 3 ends. One of these ¥ endsimades
lMﬂMnﬁliWMqus

! strand So a D-loop is formed

end should be also a primer for a DNA p
nmmmdDNAlymhsﬁmpmrﬂlepprm
during initiation with ioformation from the uncut
homolog. Upon strand ligation, twe Holliday jundiions
are crealed, which are able 1o migrate and exiend the
heteroduplex scgment. As in the previous models, orien-
tation of culting of the Holliday junctions will result in

asa g of strand d ig and DNA synthe-
i&mmddthcupummumthemlysymm
strand may dislodge from the i “duplc: i
ably by the action of heli % g il available

pair with the other 3 end in its ougamldupla A full
duplex is Lhen resiored by limiled DNA synihesis. Gene
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g and strand exch {RecA), migration and
s § 1 lution of the Holliday junction (RuvA, RuvE,
e RuwvC, and RecG), 1o mention but a few, were first dis-
1 \’ covered in Escherichia coll |36).
< 2 Momover, there is ample evidence of the role of dou-
. ble-strand breaks in promoting recombination in pro-
A | kuyﬂthﬁngphgmslﬁiﬂuﬂm
> as well B5,38-41]. These double-stmnd
* L breaks are thought 1o be generated by progression of
e the replication fork over regions on the templats that
3 5 harbor DNA nicks s a product of DNA damage [42]
Y
]
Y S ——
© 3. Experimental verileation of gene converson in bacteria
X o One particular caveat in working with gene conver-
gion in prokaryotes is that, in general, it is difficult to
DseR ensum the recovery of the two p‘dum d’a mmhlnn-
1 e tion event. This & an imporiant li
—_— — 1 possible gene convermion evem may nrﬁm- elhr
LT fom gene convemion or from two Crossover events
e —— fanking the “converted” region. This last event is possi-
2 x X i 2 ble to occur during replication. Double crossover events
E——_ occurring between sister strands may create 8 product
similar 1o gene conversion. For this reason, many plau-
e v sible gana conversion events have beem dubbed as
2 M 3 “apparent gene conversion events” [43]. In fact, the anly
group of arganisms in which recovery of the products of
e a single bination event is possible is the
4 cete fungi (such as yeast, Nmmm),um
T — 4 all the produ f a single meiosis am enclosed in an as-
cm. In l.hm. waring i recombination occum in a red-
Fig 2 Mokl madek of T #ait xphin geme comver- procal or non-reciprocal way, as well as an evaluation

son Abbreviated versions of the Holladiy, Mesclson-Raddng, DSER
(dasblostemd break repuic) and SDSA (quthesicdpentcnt snuad

e ket of mach block imdioue
" sep o r comspanding modd Diﬂ.hﬁn
ndicar mch with the 4 marking the
S'ﬂﬁ-imnmwh—-du-llyhhh
Bl dow murk the posion of squeace diffrmees between the

conversion may arie in this model through DNA syn-
thesic or through mismatch repair; however, in both

of the number of cromover events is possible. Given
the ahsence of such a nice biological trick as the ascus
in most organisms, we have 10 resort to indirect strate-
gies to make likely that the two preducts of a meombi-
nation event are moovered.

One of these, wsed frequently for analysis of gene
mmnupmtmht.hbﬂdnnlht-o[muﬂ
substrates that underg
Molkcules harboring inverted rqnan (either in emall
plasmids or in the chiomasome) are prefered for this
b il is easier 1o ascertain ¥ a product

casms, gane & not iated with

Ll

S"Pwrlforth-ndﬁ.mnllymnsn-dd, arise through gene md is association with
have baen obtained through d lysis of mei- {43]. The theme under this approach
otic hination in y fungi, where recovery is that spacific mmations present in only one repeat will
of all the products of 2 hination evenl in a non- appear in the two copies whenever a gene conversion

dective way is possible. Molecul lysis of these tmlhuccmd;tflhlﬂnkundamlﬂharﬁ
systems, plus the finding of enzy that p dou- ¥ | crossover, this would lead to the generation of
ble-strand bresks on bination hotspots, valid: ani sion of the intervening ssgment. Note that under

the general applicability of the DSBR model in eukary-
0395—2934.351. However, mnsmmun.hn

usaful fr k to explain and gene
conversion in p'ohryou In fact, most of the mﬁn
that play 1 roles in bination, such as for

the scenario of reciprocal recombination, the finding of
an invemion makes more likely the recovery of the two

i ofa bination event. Even in this case,
lhlﬂud’pemuﬁmmhuwhlmunrt
from settled. As we will see in this review, thare are sev-
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eral reports in which gene conwersion has been ade-
quately demonsimied. In other cases, it is impossible
to asoertain if the reported event amse through gene
conversion or by double recombimation betwesn sister

strands,
Kohuﬁll:ﬂhedhmndllc“uof
harboring invertad rep in their studies

These two pathways, b , do not produ
convertants in the same way. For the RecE pathway,
in almost hall of the products that displsyed gene con-
version, there was 3 cromover nearby jdd, d6], = ox-
pected according 10 the DSBR model. Similar results
were siso ohserved for gene convertanis obtained
t.lm-duhm:ol‘ﬂnphmilld pathway for

onmmmnmzdimymhydl, id
system harboring two inveried, inactive copies of the
neomycin‘kanamycin resistance gane [38,44]. One of
the copies has a deletion, 283 bp long, towards the 5°
end of the pme, whils the other is mactivatad by a 243

B7]. Surprisingly, convertants arising
ﬂlru;hlbllul?whlyul rarely, if ever, asoci-
lﬁlml.hmmliﬂ Mhlﬂlhp-mmm

d with are clearly explained through
the DSER model, 8 majority of gene not
i ] with ‘WAS an unexf d

bpdeletion near its 3 and. Thus, recombination b
the two inactive copies {either as crossover, gens conver-
sion or both) is neaded 10 moonstruct the msoe gens, giv-
ing resistance to kanamycin. During the analysis of the
results obtained with this sysiem it musi be kept in
mind that E eoli has three different pathways for moom-
bination (RecBCD, RecF and RecE) that differ in the

finding.
To explain this finding, Kobayashi has argued, rather
pesmsively, for a novel kind of moombination model,
called the half-crossing over model [#6,47]. Accomding
to this model, mcomhination through the RecF pathway
occurs most of the time 2s a half-crossover (that is, gen-
eraling one recomhbinant DNA maolecule out of t

mode of mitiation [45]. Two of these pathways (Rec-
BCD and RecF) are active in wild-type siraing, while

7 «of the RecE pathway requims of spacial acti-
vating mutations.

Upon i duction of this T d system into a
wild-1ype E. coli strain, k y C s i
were readily obtained. The particiy of gene con-

T 1 DNA molacules). The gens convertants with-
out an iated cr can ba explained as a msult
of two successive half-crossover events [46,47]

This model makes the explicit prediction that mcom-
bination through the RecF pathway has 1o happen
without the g ion of two p from a bi
nation event (iermed conservative mcombination by
Kobayashi), but g ing only a single recombinant

version in their generstion was initially isad be-
cause plaemids isolated from neo” derivatives have
replaced the deletion in one of the copies with wild-
type information from the other copy, in some cases
l‘lll nmﬂmrl—cﬂuta imversion.

product (non-comservative moomhbination). Extensive
studies using this system have shown that while moom-
bination through the RecF pathway is nonconservative
[39,46,48,49), recombinatian through both the RecE and

lysi lad that these prody the phage i Red pa dina vative (ie.
odgmlld from mh.bh rounds of rmnﬁnthn, mﬁn‘mﬂmy [3!,40,49] “There is conflicting evidence
rather than from gene don. In thi the neciprocity of binalion in wild-type
two plasmid molecules engage in an intermolecular EdlthhlﬁuﬁuuKnhyuhimM
crossover, thus penerating a dimer. Intramolecular there & an appreci af valive
ma-humia&kd‘clhn 1 bination 39|, other groups have found, using both
which ble gene ¢ products b they ch nal [50,51] as well as plasmid sysems [52],
ane the resuk of two events. Conclusive evi- that ds in a reciprocal way. In fact,
dence for the exisience of the dimer and the generation lthb-a uu-ud that recombination in wild-type

i has been ob-

calk occurs in a two-step fashion. In the first step (Rec-
BCD independent), bination pr ds in a non-

of gene
mrud [44]. Although the occurrence of gene
sion in & wid4ype strain remained possible, its
presence & obscured by the high recombination rawe
found in this strain.

Convincing evidencs for gene conversion was found,
however, when this plasmid system was immduced imo
mutant strains that have only a fmctional RacE path-
way (reeBC shed) or a RecF pathway (recBC sheBC)
[46]. In both cases, geme comvemion events were ob-
tained. Dimer formation was mot observed in neither

mumnn way, but in a8 second step, the presence of
RecBCD stimulate the production of reciprocal cross-
overs [S1]
These studies have shown llﬂ mclnhinnlin-
through the RecF pathway g
in a radically :il'uwl way, ie, thluuh the formation
ol half- In our opinion, gene conver
mdlhumhholhthckcﬂmdthihdpnﬂ:un
lnd perhaps alsn in wild-type cells, can be adequately
plained through the DSBR model Under this view,

of these backgrounds and, in fact, an anificially i d
dimer introduced in these strains was not msolved into
spparent gene convertants [46]. Thus, gene conversion
is ganemted by both the RecE and the RecF recombina-
tion pathways.

geme snot inted with y 0c-
cur by normal resolution of the Mﬂuﬂdly:md-
ates or through the SDSA model, a varistion of the
DSBR model that deals adequately with this finding
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in the valid-

133}]. More experi are needed 10
ity of the SDSA model in E coff.
Annlhw“lllu‘lildlumﬂlucmm with the
lution of duplicated tfd and /B genes
(which -uui for the tramlation factor EF-Tu) in Sal-
monella typhimurion [53]. Thes two genesdivergs 1% in
lmhﬂﬂcnqumandmhutd?ﬂllbwmlh
aof 5 typhinisbon, in an i d arienta-

tion. Det d’p;- jon is p “qu-

ization of the tuf

sbin R ——
penes in Salmonelln [55].
mzb.p!amiti.widlnufathlmmudm
conversion has been reported fol uwm
gmatis |56]. In this organi uly
coside antibiotics (such as amikacin, pm:u and
tobmmycin) is due to 8 moesmive mutation in the 165
rRNApu(upuﬁhmlﬂ,A—Gtmihunmn
ism ing two comy MRNA operons,
is somn anly at a very bow l’rquncr

cial mutant alleles (fAS or sfBIOS, bum g a
change Ala375Thr); any of these two llld.jnl kirm-

mycin sensitive ph pe in the p of a wild-lype
copy of the nlht ng"pru. A H.rmym—uimt plw

side

llﬂ'"pcrvhbludn To nvestigate the mechanisms in-
volved in homogenization of this allel, an integrative
vector caTying 3 mutated TRNA operon was imt roduced
by fi ion into a itive strain (1408™) that

notype is produced, h ", UPOD Saq
nnmionmu.nlhh(ll lmmmmuml)ll

hlrhnnldqhmwd’lhllﬁ.ﬂa\qnm The vectar
as 2 single copy into an ectopic site (atth) of

both tuf and tufB, A similar Ja allows isolsti
of putalive gene conversion l\um by differences in
by

the M. swegmatis g Initial integ WeTe sensi-
tive o aminoglycosides, due to its heterozygotic nature

growth rate. Extent of seq F
sion can be evaluated by g the fer of unse-
lected seq difierences between tufd and /B, Using
this system, Ahdulkarim and Hughes [53] dewcted 1rans-
{er ol sequence information between thess two genes at
rates of 10-*-10-" per cell division, depending of which
copyacts as the donor. Mutations in recombination and
repair genes aflect gane conversion rates, either lowering

(e, recB)orincrasing (st SLH) them . The langth of
gena conversion tracts is variable, but can be almost t.h

(Iﬂ"'ﬂlﬂ_) Hnrmr, nﬁaqiywdo--unt
derivatives aross at a very high frequency (10~* per vis-
ble cell); these resistant derivatives were due 10 homog-
l-nm- nnh Iﬂ_ﬂhh i:nn l.h original TRNA
operon. igly, the b does
not m-hnmdmmtmmmw
ipation of b J

of this allde 'l"h- results are consistent I'n.'h 2 non-
mumzlu-.ll'lrofﬂmrxm mutation by gene

entire gene length (1182 bp). Such gane | b !hlerNAonpuliﬂ Uni'nml
s are osely iatad with the ger of chro- nately, the posible of pene with

mdmglﬂh;u pocted from mol was not explored in this work.

lar modals of b , gene jon with Artificial merodiploid straine have been ako used in

crossover [54]. HeBcobacter pylori 1o detect game conversion. In this

For the tufA-t4B model, it was also possible to pro-
vide compelling evidence for the occurmence of gene con-
vemion rather than double cromovers (apparent gene
convertants) as the cause for homogenization. In this
system, homogenization of the two genes to the mutant

q Jeads to a kirromycin (Kr)-msistant pheno-
1ype, while homogenizarion wwu! the wild-type

leads to a strey (Sm)-resi pheno-

lypa |ss| Thu, i'wupmulmmn blunnm
ible for h both

Kr- and Sm—untllt derivatives s'hnnkl be found, at

case, & truncated, silent copy of the rpsl. gene (encoding
the 812 ribosomal protein) was inseriad into an ectopic
xite [57] This silent copy also harbors a mutation that,
when incorporated imto the wildtype geme, confem
ycin maistance. Derivati i \omw-
mhmnhtldmd.l]y{lufmqafw per
viahls cell) from this merodiploid; as expecied, their iso-
lation frequency is strongly reduced in & secd mutant
backpmml &q:ndxgd‘buhcnpi-hmupwmr
aof

thmhmnthmmﬁqﬁmaolytﬁd

similar magnitudes, in individual tubes of fi
experiments aimed 0 detect homogenization. In con-
tmst, Arwidsson and Hughes [S5] fomd conclusive evi-
dence in favor of a nan-reciprocal tramfer of these

b the freq of Kr- and Sm-ress-
tant derivatives were different in individusl tubes of a
fuctmation uplrmtm by lbﬂl‘ one nnlu' of magni-

tude. Therefore, b both
14whwmhmhi-mthmjumunﬁ'
ionally, they seq d both sf

pmudnulrmd the gene convemion tracis and ob-
sarved that the tracts were not gsimilar in Kr- and Sm-
resistani strains. Such experiments support gene conver-

gones, product of & | PR
event were fund thase results are mare consistant with
8 recd-day geme n evem |57}

The g f the nitrogen-fixing bacteria Rhizobiusn
etll is an aoelent model to ntnly concerted evohtion
and gene events b of the f aof

many reiterated elements and mukigens Families 158].
Ona interesting example is the nitrogenas (nf i) family,
camprised by thres non-contiguous copies located on
the hiotic plasmid [59]. Nuclkotid of the
tlt-dﬂlwp- is identical }50]. Thl'utumd'mnl
that homogenize sequence differences was explored by
introducing 3 28 bp insertion into the nif7/ gene. This
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nifD:: kan glnluiol inseried dmmm
mn:hihﬂmthh-dﬂnnmmhnun

. f balishes, by polarity, the i ols

17.8]. Roth and Segall [43] have studied the chamcieris-
tics of gene conversion in S yphimrien on instances
when the recombining regions are large (either 5 or 40
kb) and located in an inverted oriemation. The muts-

be easiy scored by selection for resi 1o k 'y

Diverse bination events, including gene conver- tions 10 be converted were, in both cases, insertions of

sion, maintain the seq identity of the bers of posable elements.

the family [61]. These events requine of the existance of I mgly, the ph logy of gme -7

additional, wildtype copies of the nifff gene, as well dlpcmfmn the one observed with nu-kh repeats.

as of a finctional rec A gene. However, at least in some b l-n‘ T | g
an' ) s I r by.u-.

cnses, ap}unm pn mmmn evenis might wesult

from mp ges, b it was not
pﬁ&mmwdm ducts of the binati
event.

To circumvent ﬁndmly.ﬂ Santoyo and D. Ro-
mero {umpubli designed a two-plasmid

crossover system, which allows the recovery of all m

m(ﬂ-&%dﬁlmks-mmm”h
twaen shorter (5 kb repeats) is sccompaniad by gene
conversion omly in & minerity of the cases (1-4%). This
effect was seen upon 2 variety of chromosomal intervals.
The formation of gene conversion associated with cross-
omucl-.ry dependent on a functional recd gema.
While i jon of xecB redy i jon formation

recambination products, making feasible the anal
of bona fide III conversicn events. s-mmhm
RFLPs immduced every 100 bp along the nfH gene al-
luwancuhluud'tblm of the segment transfemed
by gene ingly, most of the crossovers
were strongly associated with gene conversion (98%).
The langth of the tmcts tramsferred varies from 150 to
800 bp, with a mean of 500 bp (hak of the gme).
Gene conversion has slso been found between paral-
ogous genes (ie. generated by an ancient duplcation,
see balow)in the naturally transformable bacterium As-
netobacter calcoace ticws [6263). In this species, both the
oﬂuud the peaf genes (located 20-kb apart on the
) encode Bk dhi imyl CoA trans-
hm.!h:ﬂgﬂlhﬂgﬂdﬁrmlum m|Bo-
biotic compound catechol, while pars & nesded for

and associsted gene conversion, it preserves a clas of
convertants, dubbed “spparent gene convertants™ in
which conversion is not associated with crosovers [43].
These data are cleady different to those obtained in
prvious sssays that analyze gene conversion using se-
quences in the one-kb range. Mthwﬂlth-il-wul
might be explained by g an
ofninﬁcmﬂamawm-mumhj—ﬁ
kb mnge, them ane other, perhaps more interesting akter-
natives, One of these is that this kind of substrates, by
virtue of the long beteraduplx ssquences nesded to
cover thess insertions, have dilflerant enzymatic mum-
ments for its procasing. Another altemative is that
these long mibsimates am differentially sensitive 10 local
uﬂaﬁunilmm imposed by loops on the

growth on protoacatechuate. These genes sespond to dif- ch More work & nesded 10 estab-
ferent bolic ind so inactivation of paet pre- lish the generality of these Gndings, as well as 1o Iry to
cludes growth on protocatechuate, despite the presence correlate this with possible landmarks in g

of a wildtype cauf gene. As expected for genes that architecture.

are the product of a duplication, they share 99% of iden-

tity. Interestingly, high-frequency reversion (10 ofa

Mlﬂﬂmmmuh-nedm!ymth 4. Moleonl dutionary ink as an ald to detect
of a cat gene [64]. Reversion fi i reduced gone
nmlylm-lnldhyduhrmdihmfpmlﬂ]why

a mutation m recd [&2! Hl;h-l'w reversion i The ibiity to ph af
unaffected by d 151- ruling over 100 ﬁlumthnmnup.v-glb way 1o novel ap-
out natum] transfarmation as the cause onhu ches to sudy b - amlyn
nw.ﬁ-emmﬁuhpdmhmm- ol'vhdl q has rewealed an ¥
tnined by tracking the transfer of single-nuckotide nf d seq; and muligene families
differences from cnt) into peat; this revenled that appar- mpwluyd.[‘—ﬂ." , shon, identical d

ent gene CONVErsion tracts may mnge from less than 315
bp to more than 881 bp [63].

Data reviewed thus far describes evidenoe for mtrag-
enomic gene conversion among repeated zones on the
one-kilobase size range. Thmv-tmarw-ﬁmr,
is perhaps the most size for
inb il g However, dod rqnltn;hu
may appear asa product of the action of transposons or
through the generation of long tandem duplications

uqum{npm.mbplanﬂm wrmnot‘
same hacierial genomes [6]. More germane Lo the pur-
pese of this review, studying gene conversion at the
gmomic level is now feasible, due 10 the avaiahility of

powerful comp progr and | tasts able
1o detect the of gene evenis in
multigens families [65-67].

All the programs designed 1o detect gene conversion
rely on an analysis on the extent of similarity between
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orthologs and paralogs. The distinction b ortho-

& by-p

u‘iﬂlmlﬂn duction of 1
afh jon via qual crosover.

logs and paralogs is crucial to this end. Ortholog
nm:minhdhy&hmlm, hmllhmlaonmnun
in the

uUp w-mt, there are many examples of cancerted
evolution of multigens Families in prokaryotes. Re-
peated nchulhkﬂ'-q-m.m.ﬂaﬂ

g d by :

only at th "d-dq:i-
cation 68,69 (Fig. 3(a)). A different, perhaps lass fre-
quent routa for the generstion of a paralog gene,
would be by harizontal acquisition of an ortholog from
another species. These ssquences am sometimes called
xanologs, and pose special problems for their detaction
and characterization [69] Sequence comparisons be-
tween the members of 5 pun mluﬂ funtywtll.n
a strain are mosly
mmmulymuﬂnmnmm
saquence of a given gene (X) with the one that is linked

in comtrast, are
vl

by descmt (X').
In principle, for a mlnp family generated by an-
cient duplicati log com parisons

should exhibit the nun munl.l degree of divergence
than arthalogous comparisons. This would be the most
likely resuk if evolution of a given copy oocurs indepen-
dently of the other copies (Fig. 3). However, for many
cass of multigme families in eukaryotes, paralogous
comparisons tend 1o be more similar than ortbologous
comparisons (Fig. 3). This & tantamowunt to my that
copies of a2 multigene famiy within an organizm are
evalving im a non-indepandent way, a process that it &
known as concerted evolution. Although thers are sev-

[70], were h.nu.lr d to keep b in se-
quance through gene comvemion. Multigene famiies
encoding essential cell components, however, have been
prime targets for this 1ype of analysis sinoe they are
widespread in bacteria. One typical example refers 1o
the ribosomal genes (IRNA) in bacteria and archaea
[71]. Although all the nb l genes of b ia and
archaea ane similar between genom, & higher similarity
is seen for comparisons bhetween copies within a given
species (pamlogous comparisons), a siluation strongly
suggestive of concertad evalution. Since frequent trans-
position has not h-nupmdl‘urR.N&mndp-
ven their d jion in the g
gene conversion emerges as the wm likely m.chlh-
Tor sequence homogenization. Basad on the digribuion
of gimilar regions betweon these copies, pene conversion
tmcts are shont (less than 500 bp); momover, a paichy
distribution of the conversion segments was common-
place in these cases [71).

Another interesting example pertains 1o the evalition
of the elongation facior protein EF-Tu, which & en-
coded by the ayf genes. The fuyf genes are duplicated in

several bacieria, induding E. coll, H phi bﬁun-
zae, Vibrio cholarae, Paesds
b Del dodurans [T2] and S

eml moleculsr mechanicms that can explin the p
of concerted evolution (such 2 repeated tmnsposition
and unequal crossing over), gene oonversion has gained

typhlmﬂn[ﬂ.] Although the presence of duplicate
u{.n-illulutuml]mq bacteria, genomic

wide acceptance becamse only reg a high sq
similarity b the seq 1o be homogmired
M, M o can be g 4

the i.nhrpmthn lhn

these repeals am Lh of an
Tall ‘b_uillmlll huwmﬂmmohhdupi-

.@ .

£ - i

@ Y Y
Specea A

Gere comversion end D-m

-
< m oM

cates [72]. The high identity between 1he duplcates with-
in a spocies, pled with the divergy soem in
orthologous comparisons, indicates the occwrrence of
caoncerted evolution through gene conversion for this
family [72) l.n ﬁm. as mantionad befom, the action of

pene bers of this family has
been umd h .i mﬂun—kn I53].
Mol y infi isalso useful to de-

tect patierns of concerted evolution at the intmspecies
level Analyses of this kind have unmveled a complex
evolutionary patiern for the dabA and babB genes,
which belong 1o a family of outer membrane protsins
in H. pylori [57). Upon sequencing the babA and babB
genes ﬁ-mn ?_'l H pj-a‘ strains from diflerent origins
i 1 pattern of concerted evolution

oorsrted ovolrtan
Fg 3 Mylogecéc smlyss can moweal d v diverge
evaagon In smin B, X end ¥' pma are pecslogous, he mme
suaston applics for stmin C. Geaes (in both strving B and C) with the

mme shading are orthdogous @). Pamlogas goes can take wo
MWM_,-:-HH&HF“H-‘}
Thseamr M-I\A-

-ﬁnmm&--hﬁhﬁ; U-d-dlu'-mn
partlogs withio 2 siuis became divne in mquence.

was found fot the 3 region of these gmes, but not in
the 5 ar lmddl 20m05. Adtl:nul.ly, it was found that
the nuch ies (NSF) is different
for each gene segment, with the NSF for the 3’ segment
being significantly lower than the overall mean substitu-
tion frequency. Moreover, the NSFs for this segment
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wem also lower for comparisons within the same strain
than between strains. Al these observations am consis-
tem witha nm-imﬁpd:lu! evohntion of this gane fam-
ily, most !ihly h ugh gene = The
i jon of the of geme
conversion in this species supports this interpretation,
Athm.h it is clear that the 3’ segment i evolving
h concerted evolition, & recemt article [73] gives
an nﬂpm«l turn to tlu stary. Upon experimental
fection of Thesmus keys with /. pylosi 1166, it was
found that most of the straing have lost the ahility 10 ex-
press the BabA protein. Most of these strains have maod-
ifications that inactivate the pramoter mgion dMA
but other show a pattern indicative of gene
ummmm;mwm“um donor.
I ly, the tmnsferred from babB corre-
qnnd:mthwi&lh region, not 1o the 3’ region [73].
ll is thought that the increased upr-:hn of Hl, as
ol gene
ln the gastric epithelum, thus favoring chromic infec-
tion. Thus, even if this particular gene conversion event
is rare in the populition, a strong positive slection
within the host may allow its predominance.

Al the i fconcerted evoluti lyzed here
share the mmplicit that the homogenization
prootss occurs by mtemaction of endogenous gene cop-
ims. It is pomible, however, that lateral gene transfer
plays a role in this process. In this view, a variant gene
copy is acquired through gene transfer; this variant
information may be spread thn |a the nnlqnmoap—
ies through gene i
lhnmrd!mdbylhm1ﬁono!’thpuﬁr
235 rRNA (m) in S typhimusrden. In the type strain
of this organism (LT2), there are seven rrl genes these
genes are interrupted by at least an intervening sequence
(IVS), that is excised from the transcript by RNase I
during rRNA matumtion [75]. Despita the fact that this
process results in a fragmented 235 rRNA, this is stil
functional. Presence of TVSs in gemes for 235 rRNA
has been reported in fourteen different bacterial ganera
78]

For §. typhimsriien LT2, two of the genes (/G and
rriH) share a 110 bp IVS called helix 25; these shamd
an identity of 56%. Six of the gemas (rvl4-E and reiH)
possess a 90 bp IVS (helix 45) that is identical among
aﬂlhnmphhuulpdhnipmu!l natural

il showed that, altbough many isoltes wem iden-

An analysis of the distribution of conserved sagr

in multigene families has ako been done for gemes

fing outer i ing in H pylari and
M}ﬁmm hﬂhm,tbluhm
ook of the af
qumshlmnmdlﬂwhdh-dth
possitility of clear artholog and panlolmw
Phylogenetic analysis revealod multiple gene
m-shmulnmbmd’ﬂ-ﬂopﬁutbdu-
mnhtmmﬁntnﬂpﬂwtﬂwm,lufhc

tical 1o £ typhimuarison LT2, scme have the 90 bp IVS in
all the seven genes, and lack the 110 bp IVS [75]. This 90
bp IVS is at least 80% identical to the IVS from S ari-
zonae and Yersinkr eterocolyties group 2 [75], suggest-
ing that these have a comman evolutionary origin [77].
These data sugges that 5 fyphinurden scquired the
90 bp IVYS (and perhaps the 110 IVS) though lateral
muﬁ'lleSwuthuqtudemhgm
copies by gene with a sis-
ter molecule ar both Fﬂhmhm has been
d for the IVS of S. typhi [78].

ine srains, avﬂml’orﬂn-
mmoﬂylmdfnrm log genes ding
predicted outer brane p
Another i of d evolution at the intra-

species level has been reported for Campylobacter fejuni

5. Rale of gene cooversion for the generation of antigenic

74]. Stmud'lhh“nmﬂunhdoghuwd varistion

important diarhoenl dissases; this species harbor two

h'hlynmi.umpmnl‘lbhﬁbpu[ﬁmhﬂm Many bacterial path hawe developed antigenic
Upan mq and phylog lysis of these mﬂmmtolwﬂormparmhm-mn
.munlimmﬁuul" pylob ,d-: ridh [10]. Nedsserks g h and N. ingitidi
it Tl Tor T g ingly, regions Afyeopls ) i tnapl rinal
of similarity hmtb-mm nmhi |'14]. [11), Bowella bagdorferi B1), Borrelin hemnsil |82] and
observation dearly exg i from the logy C jejpend [83] are some examples of pathogens that aveid

of gene conversion,

In the nitrogen-fixing bacterium R etf, i has besn
suggested that the identity between the members of the
nifH multigene family may be due 10 concerted evolu-
tion. Besides the evidence memioned sbove for geme

don among the bers of this famiy, the pat-

ch by the i system through the use of anti-
genic variation. Survival in all the cases studied relies on
a rapid lw:dm‘ in the type u!’ auter membrane anti-

gens p thus Diverse go-
netic mechanisms have bunimmhud to explain the
lar basis of antigenic vari tion, including modifi-

Ei iptional Jevel ¢

tern of similarity among the thme s/ jbers from
11 strains isolated from dvlrll warld lqiomup
the exi of d evolution (E. Sepulved

D. Romero, unpublished resulis).

ments and high rates of point mutation 1oj. Mmou-gh
all thess mechanisms participate in variation, the great-
est richmess in alternatives is reached through the use of
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bi ial gene (Fig. 4). In most of the rial strategy it vast. In fact, during studies of experimen-
cases, them is a single smlthun:ndnuwwmn- 1al hm infecti with N g h , 11 novel
brane antigen (the exp % mhtun in the i were d d 2s eardy as two days
kind of antig d is achieved th h the unidi- umri:bmn[ﬂ].lnmd‘:hmcmthﬂﬁ'-
tiona) tmnsfer of § ion (i.e, ,nt ion) of derived

from a large series of variant, unnpmdgn-ﬂmu
imo the d site. Use of combi ] gene con-
jon allows a ful balancing b the need
oi’umnmndthuddmmm:!
the gene invariant, in order to permit proper biclogical
function.

Pilin varistion in the nekseriales, such as N gowsor-

from q)mlh-m-lﬂshalﬂl.“l fast variabil-
iwm&mﬂhdmn&n high frequancy of gene
conversion even durng in vitmo conditions, which
has beem determined, by quantitstive RT-PCR, at
3.3x 1072 [88). Although a clesr environmental control
of antigenic variation has been dificult to demonstrate,
the gene conversion frequency is 2-fold higher upon

rhoeae and N. meningitidis, was one of the fimst sy
for antigenic varistion described (see [B4] for a review).
For N. gomorhoese, a functional pilin protein i en-
coded by the piE locus; this expresed locus occurs in
one or two copies depending of the stmin [85-87]. The
PE Jocus has a 5 region that is constant among iso-
lames; in contras, the central part & ssmivariable, while
the 3 region i hypervariable [85-87]. Besides the ex-
pressed Joci, N gomomrkoeae has a repertoire of 16-19 s-
lent pilin saq called pilS 1hes loci have
a complex structure, each including six semivariable or
hypervariable regions, termed nlun Antigenic
varistion occurs by gene from the mimni

settesin the pilS loci into the pilf locus; since antigenic
variation was resistant to DNase in the cullure madivm,

tmnsition into late logf: y phase [88], and is en-
hanced 10-fold upen growih in iron-depletad media
[89], by unknown mecha nisms.

Gitass iipating i 1 log PPN
ply an imp role in go | antigen variation.
Mutati Hecting strand exchange (either in recd orin

its modulator, rec X, [90,91]), invasion through the RecF
pathway (rec/, neeQ, recQ or recR [84,92.93]), or branch
migration {rusd ermG,[ﬂ])llluim lhl ﬁtqwcy
of antigenic vari in antigenic varia-
tion have been d d, for N. g ek, WPON MUta-
tion of recD [94] or in recB (for N. meningitidis [95]).
Although the last findings have been difficult to repm-
duce [84] thess dats are consistent with antigenic varia-
tion oocu.rml through the RecF pathway of

ination, while the RecBCD pathway may he

ahernative ntltpuum- mch as imercell bi
tion mediated by were exchuded [79,85).
Interestingly, since each minicassstie locus can partici-

mum. ubstrates mﬂl l'or uu.m variation [84],

pate in up to six gene events, the be
of potential antigen varianis is enormous (19° or
roughly 47 million variants) [88].

J\hhmgh nol all af thes u.li.nu may represent

H. h the RacF path-
way, b ,duwquuumpmm
nology of antigenic variation in the neiseriales. The

high frequency of antigenic variation, coupled with the
fact that gene conversion events may starl with as few
as 11 bp of fully hmk'n- sequences, suggesis 1hat
there may be speciak poasible for initia-
nn.Subr,tin, have resisied detailed

i proteins, the potentialily of this com
=) (o) Praudcome wih
ey
Promuciogens wih sty m
Siggmans .
- &:
P ot —) p Mo
bﬁm e
p MemC
Alee 0

Pig. 4. Combinotorial geoe comersion particpats i aotigmic
wriition. A peudogme may have mveral varohle ceste, repre-
:ﬂ-dhywﬂdiﬂﬁﬁqp“ﬂ-ﬁ-mh
L in im0 an exprosnd gooe copy ) Alleks
with dificrent combimtions of varibk cecdo mr
depending an the sum, kuving the peadogene ooclunged (b).

The detailed hanism of gene is also
another potential avenue i'or reseaxch. It has been re-
paried ﬂut binat i ted pil§ se-

sir s that harbor &
hytrupusk:ulu] These circles may promote trans-
fer via gene conversion into the pfE locus. However, as
noted before [84] the frequency of circle formation i
rather low compared to the fmquency of antigenic vari-
stion (10~ ve. 10-?), making circles unlikely intermedi-
ates for this procsss. Moreover, the antigenic variation
Wnuﬂuua-rll.dlsua clear bias towards

gema d to gene jon with
CTORSOVET. ﬁlhuiupmwslyhmobuwd{er
other in of gene iom through the RecF

pathway [46] As noted previously, this biss may be ex-
plained by alternative models, such as the half-crossing
over model or the SDSA model [33]. Presem ly, a distinc-
tion about which model is operating is still lacking.
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A similar haniem of antigeni is seen for
the spirochacies B brpdorferi and B Aerwwii. In B
Mﬁi(ﬁcumwo[uﬂd“).ihqp

pomsible for the di in antigenic types ob-
-'Nd for the mm kpoprotein & VisE.
Production of this lipop dependent on a single
7 lcnu,d':t‘,‘ ‘Inaﬁtblnnrph-d

upstream of this locus, there are |5 silent sls casseties
[B1,96]. Antigenic variants of the VIsE pmtein are read-
ily produced during mice infection; most of the varis-
tions am restricied to the central part of the protein.
Gene conversion svents hetween the silnt copies and
Mu;m—dsuhmmmun&rm-ﬂ.m-
ity, Asmtlnmnl’lhl isseri. gene

ot i il way, where a given anti-
p:whululyhihpnﬁulnf&-llwu!nm-
m“wulll,“]. Previous work hasalso shown the

b ial gene conversion for the

wmu&hmﬁpz,"}]

Another inieresting case occum i.l A mgh*.
which isa tick. itted ehrlichial
ble for anapl i in lisn hosts sround the
workd [98]. Sucoesful avaidance of the i system
isachieved by antigenic variation in the outer mambrans
pmotoing encoded by the mup? family. In this organiom,
there is a single expresed gene, termed msal s well as
9 mp? pseudogenes, equivalent 1o the silent squences

MSPA variants [80{; this is a conservative estimate, since
the size of the full compl of ok peudogmes has
not been determined yet. Although the exact frequency
ofantigenic variation for this protein has not been deter-
mined, it h&q‘utmﬁwhdlucudumd

lonies that synth a variabk igen [101).

The most recent example of combinatorial gene con-
version as 2 sourcs of heterogeneity was found n Trep-
anena palfidien, the ethiological sgent of human syphilis
[103]. In thisz organism, them is 2 large varistion in the
structure of the major antigen encoded in the fprk’ gene.
mnplﬂdrplmh:-mmﬂcrm

there are also 47 preudop car
to these variahl ,‘ wiﬂmy ion as donors
in binatarial gene jon. Although it is not

possible to evahuste the frequency of vanation, the
dynamics of the process has been folowed during exper-
imental infection in rabbits. TprK variants were readily
isolated; structural analyses of these clearly show that
varianis were g d hy gene Asuming
only a one-to one interaction b d
and variable sites in (prK, Lhis process would --u-
at least 420000 variants; of course the number would
be higher ¥ a combinatorial ruls is usd,

Dats mentioned hefore ilustrate the mle of gene con-
version on antigenic variation of multiple gene families
in some bacterial pathogens. Additionally, it is shown

in the neisseriales. Variation is achieved by combi

that rep usad as a reservoir 10 produce new gene

rial gene comverion from the silkm psewdoge im:

3, important to survive and stay within the host,

the expressad sequence [11,12,99] Upiuum 1
changes have been detected in the expressed gene; there-
fore, the potential of variation in this system & quite
high (%" or 6561 potential variants [11]). This number
greatly exceeds the number of variams (500) thought
10 be nesded 1o allow a persi Iifelong infects
[100L L ingly, in A marginak there is a sep
system, termed mpJ, which also engages in gene conver-
mludmnumhnmﬁum I‘hmiafm.l‘

n system T is cumently
unknown.
Combi ial gene has also been identi-
fied as one of the mechanisms participating in antigenic
iation in AL 8 | for poultry. In this

organism, MSPB (a lipoprotein) and MSPA (a haamag-
ghitinin) are the main surface uu.wll: thess lluplq l

Basides this, gene s also playing an impor-
tant roke on the evolution gene families and genome
hi tal for adapiati of variable

6. Conclnding remarks sod perspectives

As reviewed above, experi | data from a variety
systems have succedeed in demonstrating the l'uﬂninf
of gene conversion in bacteria. This was achieved, de-
spite the important limitation of being unable to recover
beoth prod un bination event, by expl
those in an Mdmm Nﬂwubthmdu—
Wlwhmnﬂemmdnli‘.aﬂws

hintiorheon, it can ba antici d that i 1 ver-

inTh

high antigenic diversity [101], Both antig
by a single gene (1ihAl), which undergoes post-transla-
tional cleavage and modification 1o yield MSPB and
MSPA [102]. Although both the Lipoprotein and the
haemagglutinin sectors of the gene experience antigenic
variation, combinatarial gene conversion is restricted to
the haemagglutinin part. In this case, the WA/ locus
functions as the expressad gene; there are at least other
d;h: p-dq-- (ufh2-1ik) ﬂm panticipae as donors

s O] Tha 120 pocamia

mhmﬂ!],'l‘hs_ may ge

lltmm oi‘,u conversion will umd 10 representa-
tives of other bacterial groups,

One important aspect that remains 1o be clarified re-
gards the exact haniem for gene jon. Even
if the current evidence favors the DSBR model, sevem|
instances of gene oonversion, especially thos that do
not show asociation with crossowvers, could be better
explained through the SDSA model, Although the
enzymatic vequiremsnts for the SDSA model are
entirely likely to be Tullfilled in hacteria, there am no
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dy i 1o our k ledge, of its of jon in
b . Thi d jon is going to be crucial 1o
understand the operation of the RecF pathway, preva-
lent in most bacteria, where gene conversion apparent ly
ds with a weak i with
Mom work is also nesded 1o understand the basi of
the differences in gene conversion for long ve. shart re-
peats. In the only cas analyzed thus far, gene conver-

tants would sllow the restoration of concerted variation
Inu'm diverging duplicates, lmnﬁm of concerted
does not requi ever, the

insctivation of »s#S. Environmemtal cmﬂi.hm:, such
as with a high igan dose would generate
mutS phenocopies[114], that should be the origin of lin-
eages displying concertad vl.rmim

Even laced with i . duphi-
| diwersiication or extinction are not

sion proceads through a long insertion (5 kb) i d
in the context of an even larger mpeat (40 kb). This

cates,

pahle fates for bers of 3 multigens family.
High-fry gene ion i ions are com-

might demand the generation of a very long b th
plox region; although this may occur in bacteria [104]
their requirements are till poorly understood

On evolutionary terms, gene conversion fulfills two
omml-uhnn‘il cnlcﬂdmhtlmlldp-
diversification (ant igens ). These ingly op-
posad roles in fact reflect the opemtion of gene conver-
sion st diflerent stages of evolution in a2 multigene
family. In the fimst stage, afler the genaration of a dupl-

monly seen among divergent copies, 21 happens in all
systams for unpl: variation. A]lhulh the nature of
the enzy that allow sak ty and direc-
tionality towards the expressed qm remains ob-
scure, thess systems appear to have evolved by a
combination of sitespecific and homologous moombi-
nﬂmmp.lulhsmthmtbﬂ allowspe-
cific i among a exp and their

d should be the product

cated seq (either through intmg ic evemts or
by borizontal fer) homogenization through geme of Tecruitment of sitespecific recombination systems
: inikdyto domi This is entirely pos- for & novel purpose, namely antigenic variation. Exten-
nﬂlhnu:u,mpnl,ptomvuﬂmpmdlnl sive maolecular diversity among these systems can bs
higher f than sy mutation. At this uudpud, in arder to fulfill the need of 2 more specific
nql,lhlbwu--i] fivergences b the rep } jion. The pature of these sysems is eagerly
lows the efficient operation of the h k b ited in the feld,
nation sysiem. So, the g 1 tendency of dupli The current lution in bacterial jcs is gemer-
q would be d varation. ating & treasure trove mmaum;farnml
The system, however, & not foolproof inlth ples of d evolution would be possible. The
; of efficiem sy for gene ,some  current emphasis, as analyzed in this review, & 1o look

of the duplicates would start to diverge in nucleotide se-
quence, dus 1o mndom genetic drifi. Even small propor-
tions of sequence im me reducs sevemly the
rae of b o h h the action
of the nﬂSql-n, the most efficient "litm" of homal-
ogous recombination in bacieria [105,106]. Reducing the
rate of gene conversion then enhances the diversfication

rate of the dupk thus i ing the bility of
functional diversification or even of extinction of the
duplicata,

Fmtﬂ:pdudm.c-ullhtlﬂnul high

llor examples of rep d genes that in a high de-
gree of sequence identity. These studies are guatly sided
by the exiswence of more than 150 completely sequenced
bacierial genomes. In soveral cases, there are complaie
sequences of two or more isolstes from a single species,
thus facilitating the study of concerted variation at the
intraspecific and intempecific levels, These studies need
to be unnph—ﬂ by careful mm‘ cfcnuplu
of a F gene ): genes” arrange-
ment, kksly didates for Y i 10 amti-
pemic varistion, So far, these -yunn appear 1o

domi in pathogemic bacteria, whare increased

rate of gene conversion even with &
would ultimate reset the state of affairs 1o one of con-
certed variation. One of these events would be the inac-
tivation of the mutS f One of the phanotypes of
this kind of mutant, besides a general increase in muta-
bility, isan enhancement in the rate of gene comversion,
even with divergent d:pion-ﬂl 105,106]. Natwral mu-
tants in mutS may 2 high proporntion of the
natuml isoltes in E cali [107,108] Sabnonela [107], P.
aeruginasa [109] and Staphyl aweus [110. The

umhli; gives s much needed leverage to survive in
the i of a kan host. This
need Tor increased variability is not restricied to patho-
gens; in fact, is a desimble characieristic 1o thrive in a
variety of ecological miches. Thus, it is not far-fetched
to expect the discovery of similar systems in saprophytic
or even symbiotic bacteria.

natuml occurrence of these isol has been rati
ized by proposing that their enh. d mutshility allows
the hacwria 1o cope with varmnt environments

We are gmteful 10 Rafsel Camacho-Carrsnza and
two for belpful on the

{111,112}, or as ideal recipients for horizontal xfi
events [113]. However, as a collatem] eflect, thess mu-

mnrm:. Wark in our kharatory is partially sup-
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P o

Gene conversion has been defined as the ‘bomaol -
mwhmhlﬂ!mmhmmﬁh the occurrence of this mechanism in becteria has been
difficult to in doe to the p of muitiple crossover events that would mimic gene
conversion. In this work, we employ & novel system, based on to Isclate pene
events assoclated with crossovers in the nitrogen-fixing bacterium Rhizobium edli. In this system, selection Is
applied only for with gene being u-!l.'l'hil
minknizes the likelihood of multiple crossovers. To track the extent and arch of gene
ﬂul;qmdm&oﬁdednmmmhhmdhnkﬁpmmnlmu(mhwodldq
-ipu:hchdﬁmlmhl:&n.ﬂ-ﬂuﬂwrmhllh&ﬂmmmmmdmd
rabl d by a pene ion event occurring nesrby; (i) pene conversion events ranged in sz
MMbplnmhgaﬂ)mmmlqlWammmuthmmnﬂ
incoming sequences; (lv) even xmall of R hlllmmdwmﬂnm

Irequency; and (v) the MutS mismatch repair system plays an Imp role in & g the length of gene

A l mnalysis of the archi of the mdlnuuhﬂu{llnllpﬁ
crossovers are an unlikely alt tive for thelr tlen. Our results are better explained as the product of
true gene conversions eccurring ender the do d repair model for recombination.

Gene duplication is the main mechanism that gi
gene families in both eukaryotic and prokaryotic gen
One common obscrvation is that members of a £

muﬂ.l.:ne lmuly are evolving in a concerted m,
called lution (5). C d

v of
gene families occurs not only in cukaryotic organism but finis <

for its

k as well (39). Evid

reported for the rRNA genes (168 rRNA) in &&iﬁ%@’

Archaea (17), the 235 rfRNA ml.cneniu sequences in Salmo-

is process was initially demonstrated in ascomycete
B), and the yeast Saccharontyces cerevisiae is still the
organism for its study due to the ability to recover all
ucts of a meiotic recombination event. This ability
lbedemnbnndwnwwlbuﬁermnu
ion and its i
olliday model for recombination (18); the possibility
N ion has been retained in ive models of
:.- nation, including the double-strand break repair mod-
43, 44
Glum-vzmmhshunnmdﬁmllmmdymdhr

nella ewterica serovar Typhis Salmonella enierica
serovar Typhi (21, sz.:hgpnuwdmafwmemndlmfw-
tor EF-Tu (tuf) in bacteria (1, 16), the Aagellin genes (fla) in
Campylobacter (23), the family of outer membrane proteins
{bab) in Helicobacter pylori (30), and the genes coding fior the
niuupmemm(ndlﬂhm b eddi (34; E. Sepilved:

D. Romero, unpublished data). Although several molec-
Wmmmle mwnmademhmnufpue

&mﬂiu.llu lly thought that gene among

P genﬂu ponsibl > Sor this y trend. Spe-

Mmhscuwmmnﬁupﬂm{em&e
of ion in several pathog:

(mmdmreﬁermiﬂ]
Geﬂmauneuflh:ponblumdlw

combination event and has been defined as the

transfer of genetic information from one DNA duplex to an-

Cmmpmdm; author, Mailing address Programa de [ngenicria
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thnoma de México. Apartado Postal 565-A, 62210 Cucrnavaca, Mor.,
México. Phonc: 52 (777) 3175867, Fax 52 (T77) 3175561, E-mail:
dromeroggecg unam.ms.

ia. The main problem is that, since
the ry of all the prod fa mbination eventis not
i i of gene
evenls cannot be ensured. Ia l‘w!. it has beon argued that
several possibl ples of gene in b ia may
hd:mnlwlmfwnmdm&blcmnnﬂlcrﬂunw
gene mm (40) Dﬂpm: this limitation, some groups
gcne jon in bac-
nmmﬂnd‘m;&baﬁmad(lj 45) and Salmonella en-
utumTypllnurm (L 3,11), ul\.ngulbﬂmeshrbw—
in an i ori ion. In these
npmldemm-npp&:d!uymmnnanam
ring b d repeats, ploring their rela-
nnnmmcmnmu In at least one case, there is convincing
albeit i id for the | origin of these
events (3).

Our group has been studying Rhizobium etli, an a- b
terium that is able to form nitrogen-fixing symbiotic associa-
tions with benn phnu‘ Besides ils symbiotic capab;hnu,ﬁ. eili
is also i of the p of d gene
elements (8), which can play i )lrparlnnl roles in shaping geno-
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2 SANTOYO ET AL
TAHLE 1. PCR primers used in this work”

Primer Sequence’ Sorce/position” Gerllank sccemion 8o,
Hindu AGGAAGCTTATATGTCAGATTTGC wiffla, (=)11-13 MI0s&T
‘Bamhu Am}GAMﬁ(X.‘ wiftla, 115-132 M10GE7

E&é% wiftla, 344-364 MI0SET
mh wgh.m-&ﬂ M10587
Mial mum wiffla, 701-683 MI0s87
Bell CTIGATCATGCCGAAGTOGAG wiffa, £31-811 M10587
Xbal CAGCGGCAGTTAT , 912-891 MI0sE7
1 Wm  (—)13-(- )19 M10587
2 GCAAGGOGATTAAGTTG C2R, 185-369 LD&913
k) AGTCGGCAAATAATGTC 543-2559 U135
4 FTCATTCTC wifffa, 10331017 Usoo2g

'ﬂndwudumﬂwnnlhs to ¥' direction.
¥ Mockeotides Lhat

derlined) ane shown in

were modilled o generate the st

‘baldface,
mmwﬂnlﬁenmmﬂudkﬁuuﬂmmﬂu}wnhnldwdwheillwmdmu (pIC20H and [(ITe)

mic Onei ltigene family s the nifHf fam-

m ﬁa m—n Pt miﬂnn; whaul-. mdih-q:lnwl. 1%
y Eine, 10 (E. ooli)

ily (encoding f of the nitrogs ryme), com-
prised of three identical members (31, 32) located in a large
plasmid (371 kb) called the symbiotic plasmid or pSym (9, 35).
memmmemhnufﬁum

d&mll in pSym, having
ic seq (36. 37, 47). Phylogenctic

ulﬂd}tuxhﬁmmquwu! indolyh
Mﬂmcmwd&dmupﬁ—nn pgml .

DNA manipulstions and mumgenerts of e sflf peme. Al DNA
q!hmm dnu-h llrlhdpm\a:lllu (38). Moat of the plamid
D= a3 8 hom (10). PCRs were doae
lu'l'adpn In-q&rulﬁm ’fq}@ilﬂlﬁymm

id ot the of concerted evolution among
members of this family (E. Sepilveda and D. Rome:
Iul\ell.dlll). parhplgmrlud through gene conversion {3
Ap of the ol

of gene
R el relied on the introd

of a 28-bp i
of the ifHf copies, followed by its climination by re
tional interactions with cither of the other two
{34). Although prod istent with the
conversion were isolated, it is formally possible that al
mdhﬂm&mmmww
than true gene conversion (34).

In this work, we employ a novel approach to
mwulpmwmhﬂwlh

harbaring pl 3
(mh;hm-

-" rextricion sie ot the tme of polymerization were designed. Only
“;,“ \'_d-ptdhvmbmuwm:mlu&-mﬁlb

M-mwmuma-mamhm

i ell s Platinom Tag DNA polymerasc wai added 10 the annealing

icti L length poly
appmucﬁ.wkuim is only applied for B any gene

conversion arises as an unsclected event. This avoids weak-

mivwre aad incubated a1 72°C for § mia w0 allow Lhe generation of a complee

nesses present in previous approaches, where direct sel

ling 1 S6C for ) min, ned 8 7°C for 2 mis). The PCR producn

for gene comvertants raises the possibility of multiple cross-
mb:ﬁlumpmmﬂmhﬂndlﬁcw

i pproach allowed us to eval
uate the association of recombination with gene conversion,
thelwgihufmuwdmuldlhemknfmhmnl

were chomed fmo pUCTY (48) and anabmed o verify the introdeciion of 1he
restriction sites in the mifHf sequence, Two full sized mift doocs were obuined,
one conataining the Hind (11, Apal I, and Xbal restriction sites and the other with
the Hindlll, Narl, aod Xbal site.
mﬂmummwmum“mmm

ogy. Our results show that (i) crossover events are freg
accompanied (98%) w_:pnemmm m

g wop and primet pai ™
m-ﬂnmh ms'-ﬂdhpﬂwﬁﬁ.ﬂﬂldlﬁ*‘d{lﬂ
agening (e 3' end of nifff). This procem generaies o danes, one larboring

nearby; (i) gene events freq
than half of the length of this genc; (i) W conversion vents
display a strong polarity, favoring the pressrvation of incoming

the BamHl and Apall sites in the 5' end of miff7 and another with e Narl,
mﬂmﬂhml‘ammdum:mwﬂmﬂ:
hh‘l‘ il and Xbal sites. The x

sequences; (iv) even small (1.6%) of diver-
gence have a strong effect on recombination frequency; and (v)

uwmmnwwnummmwn
mﬁw‘hmr@um;um Introduction of thes:
i stea o of the modiied mifif

the MutS mismatch repair system plays an imp role in
determining the length of gene conversion scgments.

MATERIALS AND METHODS

Escherichi grows in LH modium
mumnmmmmm..nmannm
Antibiotics were added 10 the media whea needed at the following concostra-

gene by ihe wm:lﬁn mn{luhn -cllnﬂ.liunim:

h—-'lihv-"ﬂi\'l?dﬂ DHNA kinase [Anﬂi- Bioacicuons). Se-
quencing reactions were d in 6% lnmide—8 M area gels
Besides ihe planned mottiom, spostancous wqocnoe denga, perfeps oo
ring during the siccemive PCR steps, gencrated o novel Maclll site. A map of
the relevant restriction sites in the mifIf gose is shown in Fig. L
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G=C
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G=T G=C A-GT-C T=C CoTCoG G-T
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H B M A N M B X
FIG. 1. Locations of the ihe

wiffl genc. Numbers below the horizontal line indicate the position of
the base substitutions (showed abowe the line) with respect 10 (be start-
fng auclentide of the gene. These subsinions te unique sies.
for differcnt restriction enzymes, which are ted by & one-leter
code (H, HindIIT; B, BamHI; M, Maelll; A, ApaLl; N, Narl; MI, Mial;
Be, Bell; X, Xbal)

pasmids. Fer clion of vean,
mmmmmwmd-:maﬂmw 48)
ﬂumhﬂhﬂqﬂﬁ:hﬂlﬂuml (47). ming amon-made

the mutatiors Hind 1, HamHl, Maelll, and Apal | m the ¥ end of agftf and the
other with ummuawmmhms wone, Fimlly, u
1.5-kb Hindil)-Hindll wetracydise remstasce cametic (rom p

maummrﬂaw; Mk e grated
m—h.x-.mm-udn-mhmnn—ﬁu !

large deletion that nemoves two of the throe nif geoes in pSym)
recipicol. To emmme the indepeadence of Lhe observed ovenn,”
conjugation experiments were st op, retining ot more than fve
isolates from each experiment. Total DNA wes isolsied from each transcomjo-
act and sgalyzed by PCR with specific primen (left PCR with primers | and
right PCR with primers 3 and 4 Fig. 2) 1o amplify both wiftd producte. All the
mm“wuhthwd_mldlq-
temm) before digestion with
mmwmumzommmwumd
unmlnmwnl»uﬂm

Gencrstioa of sirain CFNX70L To solsic 38 R o sirain harbaring the
desited RF1LPy on the nifff copy in pSym, playmid pMC11 was tranaferned by
eonjugation 1o K. i CFNXSS, selccling integrants by their resstance w st
cydine. An miegrant herboriag a genc commarson event ecompeming the BamHL
lhdli..\pll mmw-wuumumhd

GENE CONVERSION IN RHIZOBIUM ETII 3

To apply this wsicm, plasmid pEYM L3, barboring anl” from RK2 (47) was
imseried by smple-cromsower recombine fion it one of the s gencs of atrain
CFNXTO06, seleding imegrants by their rasistance 10 bxmmycia. To sctivate

playod the ks of (he knanamycin resisance marker, indicating the presence of

pomsible deletions on pSym. The presence of the desired deletion was werified by

smlyes of plismid profiles (rovealing 8 107-kb dedetion on pSym) e well as by

mm-nwlqumh(ﬁulmﬂm Spontancous ko

of pEYMS from i harboring the desinod deleli

n-lhddqw dates for dhenienl semsitive phe-
e s atrai thes used s & recipient in

mm&mdpmﬁqmmmmh;ﬁmlnm
dent apeniments, were analyzed ws desaribed before.

RESULTS

Experimental strategy. The niff multigene family has three
completely identical members located on pSym. To evaluate
the length and distribution of geae ion tracts in this
family, one of the niffl genes was modified by introducing
wwwwmbmlmbmm

diﬁmnl hanges were made, ing unique recognition
ﬂulmaghldﬁmmmﬂmw(f'"g.l) Sud:md-
‘ the exten-

e conversion tracts (see behw}.

sore " Without
COMmve n Conversion
2 4
1 Double sites Double sites
1 Lackol sies 3 Lackol sies

p«m‘

semnitive phenotype; these were Tound lhql:lquﬂﬂ'" The eacihant wn
smalyrcd by PCR and reatnction ssalnis to venfy the retetion of the Bamil,
MudTl, Apnl L, wd Mar] saarkors, This strais, called CENX 04, was thes wed in
mmwmﬂmﬂ(mhm-ﬁww)um

FIG. 2 Elpmmulmuﬂloﬂmplemmﬂ
A shaded the eiff{ gene harbor-

““‘W g ing from
of u mae$ o Tumh of Lhe et
repair miem in employed sirsin W S PSp

peac conveniion, we CPNOCTO6, »
darivaiive from & ek (1. um ' R hﬂ'm-ﬁnh

h]ﬂuwl}ll"l.&ﬂ-'bl). :c.openmqhmwln&u
gﬂ;ﬂﬂﬁdumnﬁmummd&w

mero, unpublabed data).

islermupting codoo 297 mm“mﬂw’-ﬂqllﬂ'
delction on pSym it eliminxies rwo of tbe theoe wifff geoes, usiog the recom-
bination enhancemen by replication sysem (47). In thit symem, scivation of s
supcrmemerary replica ion origin on pSym leads 10 the high-frequency geacrs-
tion of a deletion os pSym identical 1o the one in strain CFNXSS (47).

gene comversion. Gain
tw:b.shAndN]wh-utmtwt.*:&udN]

(genc
munme grate are indicated by
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4 SANTOYOD ET Al
ferred from Esch ia coli to

etli, but it is unable to replicate in this Il.mrlum.
Th:mﬂplenlin(mhcrunu was Rkizobium etli CFNX55
(36), a derivalive that harbors only one copy of the wild-type
nifH gene. Upon single bination in this strain,
three types of emnl.csrml are possible {'I-lg. 3}. The first type

thst can be

entails o without d gene conver-
non (Flg. 2, type l}, while the other two involve cointegrate

sated with gene ion, favoring cither in-
coming seq (type b) or end (type ).

Aslhuunlnﬁ;?,lheutypumbeudhfdnmukhdhr
Imhn,gnlﬂndlm'ibmmdnurmulumboﬁhlsduuf
grate. Type a b have only a redistribu-
uonofmmﬂmmbeumwmwﬂembmd
c display an increase in the number of restriction sites (double
gain, type b} or a reduction in restriction siles (double loss,
type c). Thus, the number and position of restriction sites
mudl&pdmlhemmmmuﬂunusllouumd
the length and position of gene convension tracts along the
niffl gene.
In this Pr
. jon of the plasmid

1 b el

no

pﬁdhmydwwmnbﬂumumkmhm
L the

tant difference with p studies, b it minimé
likelihood that gene conversion events arise thm.llh
for rare double crossover events, which would mimic g
vertanis.

Independent isolation of both sides of the cointg
possible through PCR amplification, using primer p
amplify either the left side (primers 1 and 2) or the
{primers 3 and 4) of the mm:gal: (Fig, 2).‘I"hu=
ucts were then suk d to
mmnc-um'ha#mmn;'lth l'podﬁcenwc OpeEre
both sides or in neither side of the mllﬁlh‘-u
interpreted as examples of ;ene conversion, %

ercat restriction czymes
MLN.MI.NI Miul; Be, Bell; X, Xbal) and

J. Barmesiow

H B MA N M Bc X
FAG. 3. of gene in cok The lefi
and right (R) pans of a fic cointegrate were amplified by
(F@Zuduzuﬂud ). These products were digested with

(H, Hindlll; B, BamHL; M. Maelll; A,
analyzed by agarose

1op). Now that bath sides of the cintegrate were
11, and Apall, indicating a geac conversion
these markers. This is summarized in the lower

ipassing these three sites had occurred in this par-
integrate. Since it is imy ine the exact
of i ing b two markers, the
pone between two restriction sites was chosen to reg-
end of every conversion event. Thus, this particular
on event was roughly 400 bp in size.

~ Figure 4 show the results obtained for the 50 different

lyzed. Four classes of events were observed.

C events are ngly ’w‘h'ﬁmmm
sion. To cvaluate the nation 10’
gene i b pMC11 (i
ex;h!dﬁ:wmkﬂh)udpﬂymwm Jected, as describ ‘in

and Methods. In R. edli, fi ion of coi

this kind is strictly dependent on reed (50). Intuwungly "ﬁ‘u

Classes A 1o C mpllunl different kinds of gene conversion
events, while class Dmprnscmm events nol associated
with 98% of the events (49 out

plasmid pMC11 was used as a donor, i
at a very low frequency (1.63 X 1077+ 052 x 10-’}. Higher
integration frequencies were scen when plasmids lacking
RFLPs (pMCY), integration frequency 1.6 x 10-*+ 005 X
10-%) or with RFLPs only on the 5' half (pMC32, 1.18 X
107*% 012 X 10~*) or on the 3' half (pMCS3, 6.6 X 105+
3.1 x 107%) of the gene were used. Thus, the low integration
frequency observed with pMC11 wboamhudwdow
of ii (1.6%) o the recombining sc-

gene
of 50) fall in the conversion classes (A 1o C), while only a single
mlmhﬂﬂdmﬁemwnwmdﬂl{chnl) 2%).
‘Thus, is i ied by m gene
mﬂmmmgulrby
Structure of gene conversion events, Class A events (contin-
uous gene conversion), such as the one shown in Fig. 3, were
more frequent in this sample. Fifty-cight percent of the isolates
mwdﬁ)hehmdmm::hummownmﬁ;4
gene ion tracts ranged in size from 150 bp

Animiln i o
degree of b gy has been ‘ _‘r i ,(:B 49}.
DNAwpwﬁedtmmSOan&pendemmwm
pMC11 and subjected to separate PCRs to amplify the left-
and right-hand sides of cach cointcgrate, which were then
bjected 1o icti s. An ple of these analy

npbmbp mare than half of the members in this class (17
out of 29 cvents) displayed continuous gene conversion tracts
at least 600 bp in size.

The second most freg class ponds to di
ous gene events (class B). Members of this class,

is thown in Fig. 3. In this case, digestion with BamHI, Maelll,
and Apall was observed for both sides of the cointegrate,
Uhlemmonon}yme ndewohu\'adforlhnmw-

encompassing 26% of the isolates, display two tracts of con-
tinwous gene conversion, with a marker or two between these
tracts that do not display gene The most compl

class ds to the bipolar conversions (class C), which

ing This indi that a gene
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GENE CONVERSION IN RHIZOBIUM ETLI 5

Length and distribution of gene ion tracts. To eval-
uate the length distribution of gene conversion tracts, contin-
vous and discontinuous classes were analyzed separately; bi-
palar conversions were included in either the continuous or
di i class depending on arct {F'J;.S}.Thﬂ
size of the \:rwtw 1 i for each class; iso-
lates harboring a : ibute only with a
single tract to the total, but isolates in classes B and C con-
tribute with two or three tracts, depending on structure. There-
fore, the data in Fig. 5 are based on the analysis of 72 conver-
sion tracts. Genemwmnmhuxhhrm“!mm
class reveals a bimodal distr d at 150 bp and 600
bp. The di i tracts, in show a single unimo-
dl.l distribation, centered at 150 bp. This is consistent with an
jon that i tracts are formed through the
ion of two such as gap filling and

P

crodup) see D

Tommﬂlﬂlhelnﬁmquml)iidymmacm
agene jon event, rep ion af each site in conver-
sion tracts was d scparately for both cont and
discontinuous events. Figure 5 show that for continuous events
the sectors containing the BamHI, MacIll, Apall, and Narl

. TR )

—_ okt ) . -

Dl 1

FIG. 4 E, upon intro-
duction of pMCI1 Into dmmkmwum.ﬂ!
pnknmmmuunkummznnmeh&udemm
ot uum:::n, Wm&m D, Sl
continuous and D, single crossover
'ilhml:vidcwcufmm) Values indicate the bumber of
solaics with the cormesponding conversion tract. Black bars represenl
the extent of pene convension tracs towards marker galn; white bars
indicate gene comversion tracts showing marker loss; shaded bars are
regions not subjected to gene conversion. Note that gene conversion is

marker gain

biased wwards

represent 14% of the isolates characterized. Members of this
class display st least two conversion tracts; these tracts arc
clearly discernible, because one of these displays gain of sites in
the conversion tract (double gain, Fig. 2), while in the other
tract the restriction nrum absent (double loss, Fig. 2). In a
single isolate, the jon Lracts are i

while in lhereﬂlbeummnpundbynnmlgmmn;
marker that does not display conversion. Thus, class C conver-
sions arc a mixed class that contains both continuous and
discontinuous events.

300 400 600 700 800 900
Size (bp)

150

I b
H B M A N

M
FIG. 5. Size distribution (A) and positions (B) invobved in gene
conversion events. Data are derived from Fig. 4. For both pancls,
wvertical black bars represont continuous tracts, while shuded bars coe-
respond o discontinuous 1racts. The letiers in panel B represent the
different RFLPs, as shown in Fig 1.
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6 SANTOYO ET AL

markers are equally likely to icipate in gene
Pmpmndﬂnhﬂuludﬂdlmmnumwhuw—
duced, while the HindIll and Xbal markers were ot included

in the i events analyzed. The lack of
icipation of these two inal kers may be artif: 1

dumth:mduondhomnbyuwihbkmtbecndoﬂbeme

[F'\s.-i] In iwlh: disconti m&l&e&m}ﬂ
and NarI marh g i PR

mmmmammmm.uuumw
Miul, and Bell, were poorly represented in discontinuous con-
version events. This suggests that continsous conversion tracts
encompassing the BamHI or Narl mnhrhv:lll;mﬁunl
probability of inating in the lhﬂm
Biased transfer of genetic infk ion by gene
In the system described thus far, we have taken advantage of
gain or loss of markers in both sides of each cointegrate (dou-
ble gain and double loss, respectively, Fig. 2) to detect a gene
jon event. In principle, both kinds of convertants
shnu]dbenbumedmlheumpmpoumlnmw,
found that is \gly biased ds the double
gain class. From Fig. 4, it is clear that almost 90% of the tracts
observed (64 out of 72) showed gain of sites. In fact, the few
tracts displaying loss of sites come exclusively from class C
(bipolar) convertants.
Thuhcidmlrkuplmymb:uphmsd under two
hypott One al ive is that all the :
mﬁoysdn@lhﬂenlﬂﬂmupu:pu eren
their use as templates for heteroduplex repair
wmdﬂnuﬂ!m A second possibility §

from Escherichia coli in

strain bearing a wild-type niff gene. In this case, the
bias is favoring conversion towards double gain (i

mmumzwﬂwmmm
d by

x gene conversion. Note that gene
Jsblascd towards marker loss. (H, Hindll[; B, Baml1l; M, MaclT;
_- N. Narl; ML Mul: Be, Bell; X. Xbal.)

ly, conversion bias is now reversed towards loss of
Nurhmdlhemohluwd(ﬂwldapg

04 n
&emmmm}n‘hr&mmmﬁwhlvﬂd QMdﬂﬁkmlﬁurh‘Aﬂmﬂandm

This may be explained, under the doublé-gtrand |
Mlkmrmddmmhw&tlhm
dsnlnupyweﬁnumﬂym:ch\lhbﬂndﬂu,lhmbe—
inga of information (see Discussion)

Tbuehyr h myb" hed by exchanging the
of in jon, patting

mwmnmwmm: copy. If the bias is due to
preferential repair, convertants should be still biased towards
double gain; if the bias is due to prefercntial cutting of the
resident sequence, the bias should be revenied towards the
double loss class. To that end, the BamHI, Maelll, ApalLl, and
Narl markers were transferred to the wifH gene present in
pSym of R etli, generating strain CFNX704 (see Materials and
Methods). Plasmid pMCO, harboring a wild-type niff{ gene,
was introduced by conjugation into strain CFNX704 to gener-
ate 50 independent cointegrates, which were screened for con-
version as before. The results of this experiment are shown in

Jud@aﬁarkugnnmeim the bipolar class. These results
indicate that, in this system, pnam!mmumwhued
towards the acquisition of markers present in the incoming
sequence.

Mdmhhmrm-il uiupomntdﬂum
for length of gene The data §
here suggest that i i £ may be
formed through the of two

such as gap filling and heteroduplex correction (m: Discus-
sion). If that were the case, inactivation n{dm Muis m!lll.

one of the main systems for mi h in E
mW}mMmmclmﬂhdmdmhnnmtbe length of
gene To this pouhllty,:hm

mycin-resistant derivative of pMC11 (pJGus28, containing the
eight different RFLPs) was introduced by conjugation into an
R etli mutS:JaxPSp derivative that harbors only one copy of
the wild-type nifH gene on pSym (strain CFNX712, see Mate-

Fu,,ﬁ. rials and Methods). As exp 'ﬁur' king out one of the
hanging the confi jon of markers does not greatly  main barriers for binati di

Mﬁmud*dﬁmtmdwmmm mnm&nﬁdnﬁbhhaumtmm

of the isolates were still class A gene  a frequency of 28 X 107%+ 1.49 x 10~%). This frequency is

conversion). However, there were slight diffcrcnces jn the pro-
portion of classes B (discontinuous conversion, 16% versus
26%) and C (bipolar convertants, 26% versus 14%). More im-

30-fold higher than the one obtained upon transfer of pJGus28
into CFNXS5S (7.54 x 10-7= s.mx1o-’)
The analysis of 50 cointeg; biained in the musS:JaxPSp
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GENE CONVERSION IN RHIZOBIUM ETLI 7

'] have a i with a gene
event ocnlrnns nearby. TM: mnu may encompass most of
the 1g seq ly one half of the events are

Al 14— )

i by i pn: jon evenls, while the
other half show discontinuous or even bipolar eventz. More-
over, there is a clear bias in information transfer, favoring the

jon toward the markers present in the incoming se-

Rl e e e —
e Ereee—

quence.

There are two alternatives to explain these data, one based
on sister exchanges and the other postulating gene conversion.
As argucd before (40), apparent gene conversion events may
be formed through the chance formation of double crossover
events between dissimilar alleles located on sister molecules;
would be scored as conver-

upon LY
tants. Thus, these products have been dubbed apparent geoe
to reflect the possibility that they may have

3 these prod
=== EmeeE Seee—|
e 1 = (e AT P
1 E3 e ] ]
4 EE5 P L L A S
C|2 COE—T T |

1 I ]

FIG. 7. § of gose ion tracts obtained
duction of pIGux2K jato R.erli CFNXTL2 (musS :JacPSp

jeaed w0 gene comversion. ;
ApalL; N, Narl; ML, MiuE; Be, Belf; X, XbaL)

268 o

dervative is shown in Fig. 7. In this mutant

wmdhmdnmﬁndﬂzﬁumtw

classcs (A, 62%; B 24%; C, 14%) or on the bias towirds th
mmdmﬂmpmnnl:nﬂnmmm (62
outof 68 gain). Strik-
m;dﬁumumdamd.hmwr,ﬁrh&mhuﬂld
gene conversion tracts and the seclors covered by these tracts.
Allhmnuﬁ;.&bolhﬂwmwulnddmﬂmm
tracts obtained in a mutS back d dal dis-
tributions, amnmduamhpmd 150 | bp, respectively. In
Mmlﬁa-ﬂdWMn
displayed a bimodal distributi d at 150 and 600 bp
(Fig. 5). M, while for conti tracts in the wild-type
strain, sectors encompassing the BamHI, MaelIl, Apall, and
Narl markers are equally fikely 1o participate in gene conver-
sion (Fig. 5), in the murS background the BamHI and Maelll
sectors participate preferentially (Fig. 8). Both the reduction in
gene conversion tract length and the preferential use of two of
the markers in the mutS background support the interpretation
that the MutS h repair system participates in the gen-
eration of gene conversion.

DISCUSSION

The data reported here show that, when two homologous
bine to form a cointegrate, the majority of the

formed through reciprocal events rather than the nonrecipro-
cal events that are the hallmark of gene conversion.

The most likely scenario for the formation of these double
crossover events would be after formation of the cointegrate.

In Fig. 9 we present the sequence of events required to explain »

150 300 400 600 700 800 900
Size (bp)

Raestriction slles

FIG. & Sim distribution (A) and positions (B) imvolved in genc

coaversion events in R. el nzm.wum-mm
from Fig. 7. For both pancks, vertical bars represent the contin-
uous tracts, while tracts. The

hl!tlln?ltlsmﬂl:aﬂl:m RFLPs, as shown in Fig. 1.

52



FIG. 9. mnuivemdduqhnpumm”-

J. Bacrimor.

nlsu:hnhnghﬁqmnq ﬂuﬂ.“hwcbe:hdlpeclﬁu&y
brlhe in our sample. In

‘.uhw lusted the freg of an additional
unequ.-l cromover leading to the formation of triplications. Its
presence can be detected using PCR amplification with prim-
ers 3 and 2 (Fig. 2); oaly two out of 50 isolates revealed
triplications (data not shown). Thus, uncqual crossovers are
infrequent enough to explain our results. Fourth, the unequal
crossover model cannot explain the bias toward scquisition of
the incoming sequence observed among the convertants. In
fact, the unequal crossover model predicts that the double gain
and double loss classes should appear at the same frequency.
Moreover, the reversal of transfer bias observed upon exchang-

ing the configuration of markers is also an d feature

under this model.

thlukﬁmmrdanmhm:uphhodbyhvohulh
of gene i d under the

double-strand break repair model (44). This model for recom-

Huum-mmdekm;udﬁwhﬂipmhmucmdw
(4). Variati d'dmmdelhmbeen

qﬂmuﬂwnnﬁmﬂnm partially
would q [n;w

tical liney within the open recuangles represen
tinuows or broken lincs mwmumdu

our results under this hypothesis, The initial crossa ent

nqnndminmlhemweﬂﬂemuh(pnuﬂl =
P of markers: Upas ..- ton of the S

I double »
ent genc oumm :eyn:nl. This uugbt bc a tem
nation for the i (class'A
l}mhmpmnussﬁdﬁamhm owe
mwemnplumuuﬂuhmbbvuwdmmhnd:d-—
continuous (class B) and bipolar (class C) events, representing
40% of the events observed here. For these, unequal double
crossovers do not suffice. As shown in Fig. 9, under this hy-
pothesis, four crossovers are nuded w0 generate these classes,
In the case of di , two would
be needed to g the first jon tract, followed by
two additional crossovers farther away from the first pair. A
similar situation has to be posed for most of the cases of
bipolar conversions, but in this case crossovers have to involve
mwmumlmwwsmm

the b

used to explain binational repair of 1 rephi
forks, a rather frequent event in bacteria (15, 19, 24). As shown
in Fig. 10, this model explains all our data in an economical
way. In this model, a double-strand gap made on the resident
H mmqb:npmdbyﬂwmd;&dmﬂmm
in the i ing plasmid. The DNA synthesis associ-
E8p repair generates, in this case, a short conversion
g ﬁnndlbeﬂﬂhdannmnpumham
If the mi ch are

clwd using the ﬂ.rldsonnumng the information for the

lhu;mnmmtmmﬂenm (Fig. 10,
] Cmumhvmhumldmuinmﬂuw
on in onc heteroduplex and the wild-type information
pther would generate a short continuous tract (Fig. 10,
Thus, in this model, conlinuous tracts are formed in
uy hyppupnlndnhhyhmndnplummctm
mw&rﬂtmdmﬂrmwu
mml.rm([—",s)- with this i
Similar sizes for coaverted tracts have been observed in other
systems, such s Esckerichia coli (45) Salmonella enterica sero-
var Typhimurium (1, 11), and Acinetobacter calcoaceticus (14).
mmmmm:mmmmmmwu

the | juplexes arc d should g
h&mmdlummlumrm
one b juplex toward the d seqn and to wild-

type sequence in the other should generate a discontinuous
mmupnul(ﬁc. 10, class B). Also, correction of both
duplexcs to wild-type seq a bipo-

ar ion tract (Fig. 10, class C). As expected under this

We
an unlikely alternative to :apl.lm our results. First, all the
conversion events observed bere were isolated in the absence

model, both classes were found in our data, at a cumulative
&ﬂucmimjh:hlhm(wlhmﬁnmdm,
The of and d

of selection for the conversion event itself. The ooly sel

has also been obssrved in other studies of gene

applicd was for the i event; thus, sclection for the
conversion event cannot be invoked as the reason to observe
mumpi: Second, p double events

class A were found at roughly the
m[mwnqrulhewndmpkwmnnwddwuplnn
convertants belonging to classes B and C; it is hard to envisage,
in the ab of selection for why this has to occur

ink i icularty with the tufd-nufB genes in
§. erterica serovar Typhimurium (1, 11). In that case, most of
the converted segments belong to the continuous class, with a
minority of discontinuous events. An important difference with
our work is that in the case of 5. erferica serovar Typhimurium
(1, 11), selection was applied for isolation of the conversion
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pretation that these tracts appear through the operation of gap
filling and heteroduplex correction. These data suggest that the
MutS mismatch correction system is one of the major players
in mismatch correction during gene conversion. This system,
however, may not be the only one 1o participate in heterodu-
plex jon. Even in its ab classes that should be
mﬁundin*nndm.wchulhsdlmtiummdlﬁpﬂhr
classes, are unabated. Thus, other repair systems,
m:huﬂwuq“rwmhm are likely to participate in
Similar jusions were also reached
hﬁesmmmm“mmﬂaﬂmum(l 1),
although in that case the ch ization of the
tracts obtained in the mutS backg: ] was not p
This del also explains the close iation b cross-
over formation (a selected event) and gene conversion (an
unselected event). Under the double-strand break repair mod-
¢l, the strong association observed here should be the result of
a preference 1o start a crossover in regions with a gap at least
100 bp in size. This will frequently include at least one marker,
lhnllommerepmru[m:tmudﬂnwmdm
site. f jon and

has been o i for & enterica serovar Typhimu-

Y LY
- —— s -u-a
-— —

Class A
{long continuous tract)

PP L

--..-..’q."nH-?

P.’.'.‘-_.-

Class B
(discontinuous tract)

FIG. 10. Model for gene conversion of one wiflf gene 0 Lhe other
initiated by a double-strand break. Black dots in the black double-

rium (1, 11).
The!ullu! is binsed s the i
isan d ck istic from our data. To our

m-mwbmh-mbmmdwl-

ing markers has been observed (12). According to
strand break repair model, the molecule that re-
double-strand break will be the one to receive in-
afion through gap repair (ic., the one to be converted).
lain the observed bias, we have mmblz that the
uu@ lecule, not the i ) is the one that
meﬂadcdslumadm.m”lsﬁmmuld
mhdﬁnﬂn ways, including generation of a double-strand

’h&hwl-pwu(uwhamnbrkmth:mdutmobqﬁe

wd\h:wﬁlhe ion of endonuch that pref, I
cut resid o ion but two.

Thpmdmfurth:bhlmdlﬂudom

dillerences in (RFLPs). Accond- i i i i i
Nh!bﬂ e g mﬁwlhl:eﬁ:;lhmm}lﬂ?::qwuﬁfhmb
lrdﬂeumimlgm h‘?ywwnm{uhﬁ: g:““! P jugation, DNA is P lll| w‘w
thal, the DNA heteroduplex because of the mig of ic array that provides flanking logy for the se-
the Holliday junclion. Arrows oricntation of the cats Ivdedmhr(ﬁl-l]a\dmbkcmmrnnwd:dm
o generaic & a long could give rise lo an integrant. If that

of the di

mtheumthﬂemmlb::mn;hnhmrmglkm»
tion of the resid the di inuity on the
Eluumikaﬂdh&hﬁ.d(udm)lymmﬂ-
match repair system. The fact that the observed bias is woward
the donor sequences militates against this view. Thus, we favor
mmmvmh\ﬂlﬁhlkdommnmuﬁmm
hnmd in the recipient cell and then integrated, using existing
inuities on the resid q
Although the specific hani Ived in the ob d
bias ins to be clarified, these findings suggest an easy way

events; this would reduce the rep
uous class.

The reduction in the length of conversion tracts in the mutS
background presented here lends further support 1o the inter-

1o introduce specific mutations into the R edli genome using
gene conversion. Moreover, if the observed bias applies to
other, more natural ways of transfer, this would make R &li a

54



10 SANTOYO ET AL

rather permissive host lo incorporate variations arising in
difierent host. Work in wwmﬂdlnﬁ'l.{ﬂullldlcﬂ
In ¥y, we have provid i with
the operation of gene nmv:uien in R etll. Since the observed
ion tracts may freq pass more than half
of the wifT{ gene, this process would be a good way to explain
I.lw concerted evolution among the members of this family.
, our i ion of these data lead to the pre-
diction that bath the sizo of the converted segment and the
classes observed should be modified in backgrounds defi-
cient in migration of the Holliday intermediates (ruvB, recG,
and radd). Experiments are under way to test these hypoth-
cses.
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RESULTADOS ADICIONALES

ANALISIS DE LOS TRACTOS DE CONVERSION GENICA EN UNA CEPA DE
Rhizobium etli CARENTE DEL SISTEMA DE REPARACION DE MISMATCHES
(mutS)

El sistema de reparacién de mismatches en el DNA (Mismatch Repair
System, MMRS por sus siglas en inglés) es parte estratégica de cualquier tipo de
célula, ya que forma parte importante de los mecanismos que conservan la
integridad de los diversos genomas. Una de sus funciones especificas es el
incremento en la fidelidad de la replicacién de aproximadamente 1000 veces.
Ademds, participa en la reparacién, junto con otros sistemas, de lesiones al DNA
que son provocadas por medio de rayos UV, especies reactivas de oxigeno y otro
tipo de agentes (Schofield, 2003). Asi mismo, juega diversos papeles en la
recombinacién genética, ya que se ha reportado que inhibe el intercambio
genético entre especies (Rayssiguier, et al., 1989). De esta manera, el MMRS por
medio de la reparacién de malos apareamientos entre las bases, puede mantener
viable funciones tan basicas como la replicacion y recombinacién en el genoma de
cualquier organismo.

En las bacterias, EIl MMRS lo conforman un grupo de proteinas que
participan, desde el reconocimiento del mismatch, hasta dejar integra la parte
reparada del DNA (Tabla 2). Una proteina indispensable que participa en la fase
inicial de reparacién, mediante el reconocimiento del mismatch, es MutS, la cual
es codificada por el gen mutS.

Como hablamos mencionado anteriormente, de acuerdo al modelo de
recombinacién y reparacién por cortes en doble cadena, se predice que durante el
evento de recombinacién se pueden formar regiones heteroduplex, las cuales se
forman por malos apareamientos entre las bases. Asi, estos malos apareamientos
pueden ser reconocidos por el MMRS para ser corregidos, por lo que pueden
influir en la estructura de los tractos de conversién génica. Por lo tanto, y como en
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nuestro sistema de recombinacién de dos plasmidos estamos utilizando dos
versiones de las secuencias del gen nifH, las cuales varian en secuencia en un
1.6%, es probable que se formen regiones heteroduplex como intermediarios de la
recombinacién y conversién génica. De esta manera, decidimos explorar la funcién

del gen mutS de Rhizobium etli en la formacion de tractos de conversién génica.

Tabla 2. Proteinas que participan en la reparacién de malos apareamientos en el

DNA.
PROCESO DONDE | PROTEINA ACTIVIDAD QUE REALIZA
ACTUA
Inciacién MutS Reconoce y se une al mismatch
Inciacién MutL Interacciona con MutS para activar la
actividad nucleasa de MutH
Inciacién MutH Corta la cadena no metilada en el sitio
GATC hemimetilado
Escision Helicasa Il | (UvrD) Desenrolla el DNA previo a la
escision
Escision RecJ Son requeridos para la escisién 3°-5°
ExoVII entre el corte y el mismatch
Escisién Exol Son requeridos para la escisién 5°-3°
ExoX entre el corte y el mismatch
Resintesis pol Ill DNA polimerasa requerida para la
reparacién del corte por medio sintesis
del DNA
Resintesis SSB Proteinas de unién a DNA, ayudan a
la escisién y resintesis
Resintesis Ligasa Sella los cortes en el DNA

(Modificado de Schofield y Hsieh, 2003).
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Para ello, utilizamos una cepa de Rhizobium etli CFN42 mutada en el gen
mutS (Martinez-Salazar, et al., 2004), proporcionada por el Dr. Jaime Martinez.
Posteriormente se gener6 en ella una delecion de la regién simbiética del pSim,
desde nifHDKa hasta nifHDKb, por medio del sistema RER (Recombination
enhancement by replication) (Valencia-Morales y Romero, 2000). Tal delecién la
realiz6 el Dr. Cesar Rodriguez. Esta cepa fue nombrada CFNX712.

Para realizar las cruzas con la cepa CFNX712, se modificé el plasmido
pMC11, ya que se cambio la resistencia de tetraciclina por kanamicina, derivando
en el plasmido pJGus28.

Como se describe previamente en el articulo, se realizaron 10 cruzas
independientes entre el plasmido pJGus28 vy la cepa CFNX712, aislando
nuevamente 50 recombinantes. El analisis se dio por medio de PCR, seguido por
el andlisis con enzimas de restriccion de ambos productos (nifH izquierdo y
derecho) del evento de cointegracién. Esto nos llevé a buscar un patrén de
conversion mediante la pérdida o ganancia de sitios, tal y como se describe en el

articulo.
Con este andlisis se observd que la frecuencia de recombinacién

(cointegracién) se incremento aproximadamente 30 veces en la cepa mutS
(CFNX712), comparado con la cepa CFNX55 (Figura 6), donde el MMRS es
funcional. Esto debido a que el MMRS disminuye la frecuencia de recombinacién
entre secuencias que no son completamente homoélogas (Rayssiguier, et al.,
1989), tema que se discutird con mas detalle en la discusion.
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Figura 6. Frecuencias de cointegracién del plasmido pJGus28 y la cepa mutS
(CFNX712). Los datos son el promedio de 10 repeticiones independientes.

Respecto a la estructura de los tractos, nuevamente encontramos regiones
continuas de conversion (62%) (Figura 7, A). Asi mismo, se observaron tractos
discontinuos (24%) (Figura 7, B) y bipolares (14%) (Figura 7, C) en proporciones
similares con respecto de la cepa CFNX55 (Figura 7). En este mismo sentido
encontramos que en cada evento de cointegracién (crossover) analizado, habia
algun tracto de conversion génica (100% de los casos), por lo que se corrobor6 la
fuerte asociacion entre estos dos eventos de recombinacion. En este caso no se
detecté evento alguno de cointegracion sin la asociacion de conversién génica

(Figura 7).
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Figura 7. Anatomia de los tractos de conversién en la cepa mutS (CFNX712).
Arriba se muestra el mapa de nifH con los RFLPs como referencia. Las letras de la
izquierda muestran los tractos continuos (A), discontinuos (B) y bipolares (C). Los
nimeros indican la cantidad de recombinantes aisladas con el tracto
correspondiente. Las barras negras indican la extension del tracto con ganancia
de sitios; las barras blancas la doble pérdida de sitios; mientras que en los

segmentos grises no ocurridé conversion.
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Interesantemente, se observé que los tractos fueron mucho mas cortos en
la cepa mutS, comparado con cepa CFNX55, ya que hubo una reduccion del 40%
en la longitud. Asl, la longitud media de los tractos en la cepa silvestre fue de 473
pb, mientras que para la cepa mutS fue de 290 pb (Figura 8). Para este analisis
comparativo se tomé en cuenta soélo la longitud de los tractos continuos, sin incluir

los discontinuos y bipolares.

18 -
16
14 -
12
10 -

Numero de tractos

150 300 400 600 700 800 900
Longitud (bp)

Figura 8. Longitud de los tractos de conversion génica en la cepa mutS
(CFNX712). Las barras negras indican los tractos discontinuos; mientras que las

barras grises los tractos continuos.

Como consecuencia de la disminucién en la longitud de los tractos, se
observé que las regiones que participaron en los tractos de conversién también
fueron modificadas en la cepa mutS (Figura 9). Sin embargo, algunos RFLPs
participaron mucho mas activamente en los eventos de conversion, tal es el caso

de BamHI y Maelll.
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Figura 9. RFLPs (sitios de restriccion) que participaron en conversién génica en la
cepa mutS (CFNX712).
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DISCUSION

Para conocer la longitud de los tractos de conversién en la bacteria
Rhizobium etli hemos disefiado un sistema de recombinacion de dos plasmidos.
Este sistema consiste en un evento de recombinacién (cointegracién o crossover)
entre dos secuencias (nifH wt y nifH con RFLPs) que contienen 1.6% de
heterologia. Esto nos permiti6 observar tractos con anatomias diversas; tractos
continuos, discontinuos y bipolares. Una cantidad muy pequefia (1 de 100) de los
tractos no tuvo asociacién alguna con eventos de conversién. Esto nos demuestra
que conversién génica estd muy asociada a eventos de recombinacion tipo
crossover.

Desde hace algun tiempo se argumenta que los eventos de conversion
génica detectados en bacterias son producto de muitiples eventos de
recombinacién (Segall y Roth, 1994). Por tal motivo, se ha sugerido que se
denominen ~ conversién génica aparente ". Los resultados que nosotros obtuvimos
mediante los eventos de recombinacién en nuestro sistema no apoyan esta
hipétesis, o, al menos no podrian explicar la gran mayoria de nuestros tractos de
conversién. En primer lugar, todos los eventos de conversién que observamos no
tienen algun tipo de seleccién alguna, para ello se ha aplicado seleccion
unicamente para recuperar cointegrados, no conversién asociada. Por lo tanto, no
se puede decir que exista algun tipo de seleccién para forzar la recombinacién de
eventos muiltiples, y asi obtener rastros de conversién génica. Segundo, para
obtener conversiones de clase A se requieren al menos dobles entrecruzamientos,
mientras que para los tractos de clase B (discontinuos) y C (bipolares), se
necesitarian cuadruples entrecruzamiento. Por ello, es dificil imaginar que dobles y
cuadruples entrecruzamientos se puedan dar a una misma frecuencia. Tercero,
por medio de oligonucleétidos especificos se podrian detectar entrecruzamientos
adicionales que provocaran duplicaciones (ver articulo). Esto se llevé a cabo y
Unicamente se detectaron eventos de duplicacién en sélo 2 de 50 convertantes,
por lo que este tipo de entrecruzamientos adicionales son muy poco frecuentes de
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que se lleven a acabo en nuestro sistema, y que ello explique el origen de

conversion. Cuarto, los
entrecruzamientos  adicionales . >
no pueden explicar la desviacién = ——
que observamos sobre la *
ganancia de sitios de restriccion, = Y =
ya que este tipo de predicciones G
dice que se tendria la misma L v‘
cantidad de ganancia versus I:Ex}:
pérdida de sitios. el
Debido a los motivos v
anteriores, nosotros proponemos ‘“—e—— & o o =
que nuestros datos son mas facil e > ——y >
de explicar si nos basamos en el
modelo de recombinacién vy (wnn%ﬁ’af ;‘;rgos; (mﬁﬁﬁ&ms,
reparacién de cortes en doble
cadena (DSBRM, pos sus siglas . p
eninglés) (Szostak et al, 1983). . 7 m————
De acuerdo a la figura e ;i
10, proponemos que los tractos {dis%luar?l?nﬁos) (gg?:rgs}

de conversién continuos y largos

(clase A) se pueden originar con  g0ra 10, Modelo basado en el DSBRM que

reparacién del corte y predice el origen de los tractos de conversién
génica asociados a crossovers en Rhizobium

degradacién de doble cadena  etli (Modificado de Santoyo y Romero, 2005)
(gap), ademas de la probable

accion del sistema de reparacién de mismatches, favoreciendo la extension de la
conversion. Asimismo, los tractos cortos continuos (clase A) se explicarian por la
accién unica de reparacién del gap formado. Para la clase B, se daria nuevamente
la reparacién del gap, pero al repararse los mismatches en una direccién y
viceversa, se formarian tractos discontinuos. En este mismo sentido, si los
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mismatches se repararan en una sola direccion en ambas cadenas, favoreciendo
la pérdida de sitios, se crearia un tracto bipolar.

Por lo tanto, la diversidad de tractos encontrados en nuestro andlisis se
explica de una manera mas simple mediante el modelo de recombinacién y
reparacién de cortes en doble cadena, asi como la polaridad hacia la ganancia de
sitios, lo cual se explicara en detalle mas adelante. Finalmente, este modelo es
ampliamente estudiado y aceptado en organismos procariotes y eucariotes
(Cromie, et al., 2001; Santoyo y Romero, 2005).

En nuestro proyecto de investigacion existia la posibilidad de obtener
paridad en la ganancia y pérdida de nuestros marcadores (sitios de restriccion).
Sin embargo, encontramos un dato inesperado: una fuerte tendencia hacia la
ganancia de sitios de restriccion. De hecho, de 50 recombinantes analizadas
encontramos que 49 (98%) tenian algun rastro de doble ganancia de sitios. Este
dato podia ser explicado por dos hipétesis; una es que al introducir los sitios de
restriccién, estos, por sus caracteristicas intrinsecas serian reparados
favoreciendo su presencia; dos, que el gen nifH residente en el plasmido
simbiético es preferentemente cortado, y por lo tanto, susceptible de ser reparado
a través de la recombinacién con el gen nifH entrante con los RFLPs. Asi,
favoreciendo la transferencia de informacién de la secuencia entrante (RFLPs). Es
interesante notar que al intercambiar los marcadores, ahora se tuvo una
preferencia hacia la pérdida de sitios (ver articulo). En la figura 11 se ilustran un
poco mejor estos datos.

Esto resultados comroboran la hipétesis dos, donde no existe nada particular
en la introduccién de sitios, sino que es probable que el nifH residente sea el
receptor de informacién por medio de conversién, sin importar el tipo de secuencia
donadora. Como mencionamos anteriormente, el modelos de recombinacion y
reparacion de cortes en doble cadena puede explicar la desviacién hacia la
ganancia y pérdida de sitios en ambas cepas (CFNX55 y CFNX704).
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Figura 11. Relacién pérdida versus ganancia de sitios de restriccion en las
cepas CFNX55 (Barra izquierda) y CFNX704 (Barra derecha). En color negro se
representa en nimero de recombinantes que ganaron sitios. En color gris es el

numero de recombinantes que perdieron sitios.

Al parecer, todos los seres vivos contienen en sus genomas mecanismos
que mantienen la integridad de su DNA, heredandolo con el menor nimero de
errores posibles. Tal es el caso de los sistemas de reparacién de mismatches, que
se encuentra conservado desde bacterias hasta humanos, aunque cada especie
conserva ciertas particularidades (Cromie, et al., 2001). Sin embargo, el MMRS no
solo participa en la correccién de malos apareamientos y la correccion de otro tipo
de dafios en el DNA, sino que también se ha visto como una barrera para el
intercambio genético entre distintas especies debido a sus diferencias en la
secuencia nucleotidica de sus genomas. Tal es el caso de Escherichia coli y
Salmonella typhimurium (Rayssiguier, et al., 1989).

En nuestro sistema para detectar eventos de conversién asociados a
crossovers utilizamos secuencias que varian 1.6%, por lo que la frecuencia de
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recombinacion se ve disminuida considerablemente (ver articulo). Sin embargo,
cuando anulamos la funcibn del gen mutS en R. etli, la frecuencia de
recombinacion entre estas secuencias se incrementd 30 veces (Figura 6). Para
detallar el mecanismo por el cual el MMRS puede inhibir el intercambio genético
entre secuencias de DNA heter6logas, se han propuesto varias hipétesis. (i) De
acuerdo a Evans y Alani (2000), durante el intercambio de informacién genética
entre dos cadenas de DNA, las cuales contienen algunas diferencias en secuencia
nucleotidica, se forma el DNA heteroduplex, y por lo tanto los malos
apareamientos entre las bases. Estos mismatches son reconocidos por el sistema
de reparacién, seguido de un corte en cadena sencilla. Posteriormente pueden
escindirse desde unos cuantos nucleétidos hasta cientos de pares de bases hasta
encontrar el préximo GATC hemimetilado (Evans y Alani, 2000). Esto podria
destruir el intermediario y la unién de ambas cadenas que participan en el proceso
de recombinacién (Rayssiguier, et al., 1989). (ii) Una segunda hipétesis es que las
helicasas que participan cominmente en la reparacion de mismatches podrian
desenrollar y desaparear las cadenas alineadas, destruyendo asi el intermediario
de recombinacién. (jii) La unién de las diversas proteinas que participan en el
MMRS podrian bloquear la formacion del DNA heteroduplex, posiblemente a
través de la interaccién con la maquinaria de recombinacién (Evans y Alani, 2000).
Esta ultima hipétesis se ve respaldada por un trabajo hecho por Worth y
colaboradores (1994) donde observaron que proteinas como MutS y MutL inhiben
la accién catalizadora de RecA, la cual participa en el reconocimiento y
transferencia de la punta 3" con la regién homéloga, un paso inicial y fundamental
para el inicio de la recombinacién.

Robin Holliday propuso un modelo de recombinacion donde conversion
génica se explicaba por medio de la reparacién de regiones heteroduplex. Desde
entonces, esta caracteristica ha sido conservada en posteriores modelos de
recombinaciéon, como el de reparacién de cortes en doble cadena. De esta
manera, es posible que nuestros tractos de conversion se generen por reparacion
de cortes en doble cadena y/o de la correccion de mismatches en zonas
heteroduplex. Por lo tanto, al analizar nosotros los tractos de conversién en una
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cepa de R. efli mutS (CFNX712), los resultados nos sugieren que el sistema de
reparacién de mismatches estd participando en la estructura y longitud de los
segmentos de conversion (Figura 7 y 8). Se sugiere que los tractos son mas
largos en una cepa silvestre versus la mutante mutS, ya que al no estar activo el
MMRS los probables mismatches que eran reparados favoreciendo la cadena
entrante con los RFLPs ahora no son corregidos. Por lo tanto, la longitud de los
tractos, de acuerdo al modelos de ruptura y doble cadena podrian ser tinicamente
el resultado de la reparacién del gap, y no de correccién de mismatches.

Es interesante recalcar que los sitios de BamHI y Maelll incrementaron su
participacién en los tractos de conversién, mientras que el resto disminuyeron
considerablemente (Figura 7). Esto nos puede sugerir que la regién 5" del gen nifH
podria ser el sitio de inicio del proceso de recombinacién, seguido por la migracion
del intermediario de Holliday hasta la zona 3" del gen. Por lo tanto, al no tener
activo el sistema de reparacién de mismatches, las regiones heteroduplex
formadas por la migracién del intermediario de Holliday no serian reparadas,
disminuyendo su participacién de estos sitios (Figura 9).

Al anular la actividad de mutS en R. etli, esperabamos que los tractos
discontinuos y bipolares hubieran disminuido en proporcién respecto a los tractos
continuos. Sin embargo esto no fue asi, ya que observamos una proporcién muy
similar con respecto de la cepa silvestre. Asi mismo, es necesario recalcar que se
han detectado tractos discontinuos y complejos (bipolares) de conversion génica

‘en cepas carentes del MMRS de la levadura Saccharomyces cerevisiae, y que aln
este tipo de tractos son mas frecuentes en este tipo de mutantes (Chen y Jinks-
Robertson, 1998).

Por otra parte, se podria proponer la posibilidad de que los tractos
discontinuos y bipolares observados en la cepa R. etli mutS, sean el resultado de
segundos eventos de recombinacién o entrecruzamientos desiguales. Sin
embargo, esta hipétesis es muy remota, ya que para generar la gran mayoria de
los ftractos discontinuos y bipolares, se requeririan al menos de cuatro
entrecruzamientos desiguales. Estos eventos tendrian que suceder posterior al
evento de seleccion del cointegrado, por lo que las frecuencias de tener un solo



evento de recombinacion versus dos o cuatro, tendrian que darse a la misma
frecuencia. Esto es sumamente improbable, ain cuando se trate de una cepa
mutS. Adicionalmente, todo ello tendria que darse sin algun elemento de seleccion
hacia los tractos de conversion. Finalmente, este modelo no predice de manera
clara |la desviacion observada hacia la ganancia de sitios, algo que se observé de
igual manera en la cepa silvestre (ver articulo).

Por lo tanto, nosotros proponemos que la generacién de tractos
discontinuos y bipolares en una cepa mutS, podrian ser el resultado de la actividad
de otros sistemas de reparacién de mismatches (Modrich, 1989). Una via de
reparacion de mismatches podria ser por medio de parches cortos (Abdulkarim
and Hughes, 1996), donde el gen mutY (una adenina glicosilasa) puede reconocer
y reparar mismatches A-G y C-A (Lu, 2000). Adicionalmente, Ia timina glicosilasa
repara mismatches G-T (Norbury y Hickson, 2001). Cabe destacar que al
introducir los RFLPs en el gen nifH, en los sitios BamH, Maelll y Miul se
generarian mismatches G-T al momento de recombinar (apareamiento de
cadenas), los cuales podrian ser reparados por la timina glicosilasa. Ademas, los
cambios que realizamos para generar los sitios Narl y Miul, podrian crear
mismatches C-A con la secuencia silvestre, por lo que podrian ser reparados por
el producto del gen mutY. Estas vias de reparacion de mismatches han sido
discutidas por otros autores para proponer el origen de tractos discontinuos en los
genes tuf de Salmonella typhimurium, aunque sus datos no distinguen la accion
entre la via de reparacion de parches largos (mutSHL) y parches cortos (mutB en
S. typhimurium) (Abdulkarim y Hughes, 1996).
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PERSPECTIVAS

ANALISIS DE ELEMENTOS GENETICOS ADICIONALES QUE INTERVIENEN
EN LA ANATOMIA DE LOS TRACTOS DE CONVERSION EN Rhizobium etli

En nuestros resultados adicionales analizamos el papel del gen mutS en la
estructura de los tractos de conversion, observando una disminuciéon en su
longitud de un 40%. Eso nos sugiere que el gen mutS de R. efli podria estar
jugando un papel en la reparacion del DNA heteroduplex (mismatches). Sin
embargo, para que se forme este tipo de DNA hibrido, ademas del papel que esta
jugando el sistema de reparacién de malos apareamientos de Rhizobium etli
(mutS y otros genes), es probable que el intermediario de Holliday haya migrado
con la ayuda de proteinas como RuvA, RuvB, RecG y RadA. Asi, la migracién del
intermediario de Holliday puede provocar la generacién de tractos cortos o largos,
dependiendo de la orientacion hacia donde migre a partir del corte en doble
cadena. Es por ello interesante demostrar el papel de estas otras proteinas que
participan en la migracién del intermediario de Holliday, asi como su papel en los
tractos de conversion génica. La manera que se podrian caracterizar es por medio
de la transferencia del plasmido pJGus28, el cual contiene el nifH mutagenizado,
hacia cepas mutantes en genes ruvB, recG y radA de Rhizobium etli. Asi mismo el
analisis de dobles y una triple mutante de igual manera serian muy interesantes de
analizar, ademas de muy informativas sobre la funcién de estos genes. Es
necesario mencionar que hasta donde conocemos, en ningun otro organismo se
ha analizado el papel de estos genes (ruvB, recG y radA) y su papel en la
formacién de tractos de conversién génica.

Ademas de la migracién de la unién de Holliday y la reparacién de DNA
heteroduplex, existen algunas otras caracteristicas que participan en la anatomia
de los tractos de conversién génica. Proteinas que participan en el inicio del
proceso de recombinacién, tales como recBCD o recF (que en el primer caso en
Rhizobium etli su homoélogo es addAB) podrian influir en la formacién y extension
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del gap. Probablemente su actividad influya en la estructura de los eventos de
conversion. Estos genes que participan en el inicio del proceso de recombinacién
han sido ya aislados y caracterizados en Rhizobium etli (Zufiga, et al., 2004), por
lo que un analisis comparativo sobre su participacion en la generacion de tractos
conversion asociados a crossovers seria igualmente interesante.

CONVERSION GENICA A NIVEL GENOMICO

El desarrollo de la genémica en la ultima década del siglo pasado cambié
por completo el estudio de los seres vivos. Hasta este momento hemos sido
testigos de la revolucién que ha causado en el mundo biol6gico mediante el
estudio de genomas completos y como ha cambiado nuestra perspectiva de los
sistemas biolégicos que estudiamos. Respecto a nuestro tema, es casi imposible
no preguntarse si se pueden analizar eventos de conversién génica a nivel
gendmico. La respuesta es que si se puede lograr mediante el analisis de familias
multigénicas en genomas completos. Por una lado, se podrian caracterizar en un
primer caso el total de las familias muitigénicas en el genoma de Rhizobium etli,
incluyendo plasmidos y el cromosoma, el cual ha sido recientemente descifrado
(Gonzalez, et al., resultados no publicados). Algo que es indispensable es que las
familias contengan elementos con un alto porcentaje de similitud en secuencia
para que existan posibilidades altas de que se hayan sometido a eventos de
conversién. Una vez que se haya realizado este tipo de andlisis, se podria
analizar la informacion a programas computacionales que detectan eventos de
conversion entre secuencias repetidas, tales como GENECONV (Sawyer, 1989).
Este tipo de programa ha sido utilizado para conocer eventos de conversion en
familias multigénicas de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Drouin, 2002) y
cepas de Escherichia coli (Morris y Drouin, 2003). Si el programa no puede
detectar algin tipo de conversién, se podria hacer semi-manualmente la
comparacion mediante programas de comparacién de secuencias nucleotidicas de

diversas cepas o especies.
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Por ofra parte, para realizar andlisis de conversién génica gendémica, el
andlisis filogenético (o de inferencia molecular, Santoyo y Romero, 2005) de
familias multigénicas de varias cepas (cuyos genomas hayan sido completamente
secuenciados) de una misma especie podria de igual manera darnos un indicio de
eventos de conversién génica. Hasta el momento existen aproximadamente 22
especies de eubacterias y arqueobacterias en las cuales se ha reportado el
genoma completo de mas de una cepa, en algunos casos hasta 5 cepas de la
misma especie (datos del National Center for Biotechnology Information ). De esta
manera, comparando los genes paralogos de una cepa con los ortélogos de otras,
nos podria indicar si sus miembros estan sometidos a evolucién concertada, lo
que podria ser indicativo de que conversion génica estuviera generando tal

identidad entre las diversas copias.

MODIFICANDO EL GENOMA DE Rhizobium etli POR MEDIO DE
CONVERSION GENICA

Como habiamos mencionado anteriormente, el fenémeno de polaridad de
conversion génica en nuestro sistema nos sugiere que el DNA entrante por medio
de conjugacion es el que preferentemente convierte al residente. Esto lo
corroboramos en los experimentos donde intercambiamos los marcadores (cepa
CFNX704).

Esta caracteristica que observamos en nuestro trabajo podria ser de utilidad
para generar cualquier tipo de modificacién genética que deseemos en bacterias
no transformables como R. etli. Para ello se disefiaria un vector suicida con cierta
homologia en los extremos de la secuencia a modificar. Este vector se transferiria
por conjugacion a R. etli y se seleccionarian aquellas recombinantes sencillas.
Posteriormente se corroboraria la modificacién deseada por algin método (por
ejemplo PCR) para posteriormente seleccionar la escisién del vector, sin dejar
huella alguna de marcadores.

Mediante esta metodologia se podrian crear diversas modificaciones, tales
como deleciones en genes para conocer su funcién, inserciones para crear
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fusiones de genes con promotores ftranscripcionales. Asi mismo se
intercambiarian secuencias promotoras, las cuales tuvieran algunas diferencias en
sus bases para conocer la funcién de cada una de ellas o generar modificaciones
genéticas en promotores que incrementen su actividad transcripcional, entre
muchos otros ejemplos. El intercambiar cualquier tipo de secuencia sin dejar
alguna huella de marcadores podria ser favorable en la generaciéon de organismos
modificados genéticamente, ya que no tendrian rastro de algun tipo de antibiético
o marcador no deseado en su genoma. Es importante mencionar que actualmente
ya se han desarrollado sistemas similares para crear modificaciones genéticas en
otros organismos (Court, et al.,, 2002; Oppenheim, et al., 2004). Sin embargo, en
R. etli su principal limitante es que no es transformable por medios quimicos y por
medio de electroporacién es muy baja su eficiencia (Davalos y Romero, com.
pers.).

Adicionalmente durante la realizacion de este trabajo de Doctorado se
colaboré en un proyecto con la Dra. Lourdes Girard para estudiar la region
regulatoria del gen fixNd de R. etli. Para ello se generé una delecién de 234 pb en
la zona regulatoria del gen fixNd. Hasta este momento podemos decir que si es
posible deletar regiones especificas de algun replicon por medio de conversion
génica, en particular en bacterias no transformables como R. efli. Sin embargo,
seria interesante investigar que otros tamafios de deleciones o inserciones se
pueden generar, asi como determinar cual es la longitud minima indispensable de
homologia para recombinar en las orillas de la regién de interés por modificar.
Conocer este parametro facilitaria posteriores modificaciones y se tendria un dato
adicional de algo que hasta el momento es desconocido en bacterias como
Rhizobium etli. Asi mismo, este parametro seria sumamente Util si en el futuro se
genera un método de transformacién eficiente en R. etli, ya que se podria
modificar por medio de fragmentos de PCR (Court, et al., 2002; Oppenheim, ef al.,
2004), pero seria necesario de cualquier manera conocer el fragmento minimo
eficiente para recombinar. De ser posible esto, se ahorraria mucho tiempo y
trabajo en la generacién de mutantes, ademas de que abriria nuevas posibilidades
para el analisis genémico funcional de R. etli.

74



CONCLUSIONES

. La recombinacién tipo crossover est4 fuertemente ligada a eventos de

conversién génica.

. La longitud de los tractos de conversion génica de la familia multigénica
nifH de Rhizobium etli varian desde150 pb hasta 800 pb.

. Los eventos de conversion génica mostraron una fuerte desviacién hacia la
ganancia de RFLPs o sitios de restriccion, en lugar de perderlos.

. La heterologia de 1.6% entre las dos secuencias de nifH redujo la
frecuencias de recombinacién (cointegracién) aproximadamente 100

veces.

~

. Los tractos de conversién génica observados en nuestro sistema de
cointegracién se explican mejor por medio de conversion génica verdadera
y no por multiples eventos de recombinacion.

. Los tractos de conversion génica analizados en la cepa de R. efli mutS se
redujeron un 40% en su longitud respecto a la cepa silvestre.

. El sistema de reparacién de mismatches en R. etli esta participando en la
anatomia de los ftractos de conversion, aunque no se excluye la

participacion de ofros sistemas.

. Las frecuencias de recombinacién entre secuencias que divergen 1.6% se
incrementan considerablemente en una cepa de R. etli mutS.
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9. Nuestro sistema para detectar eventos de conversién génica asociados a
crossovers, abre la posibilidad de analizar otros elementos genéticos que
participan en la estructura de los tractos de conversién génica, asi como la
implementacién de un sistema que permita modificar sistematicamente el

genoma de Rhizobium etli.
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EPILOGO

Reflecting on the prospects for further advance, one may be tempted to take
an attitude of romantic pessimism: all that remains is either applications or
epistemological disquisition. Such was the mood in physics around 1900-after
Maxwell and Boltzmann, and just before Curie, Planck, Rutherford, Einstein and
Bohr entered the picture. And so there is hope for the young biologists who
dream of discovery.

Salvador Luria, 1986
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