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RESUMEN 

Una caracteristica distintiva del genoma de Rhizobium es la presencia de 

secuencias reiteradas, las cuales frecuentemente constituyen familias multigénicas. 

Comiunmente se asume que conversién génica aparente entre los elementos 

reiterados podria tender a variacién concertada, manteniendo un alto grado de 

identidad en secuencia nucleotidica entre sus miembros. La operacién de este 

mecanismo fue demostrada en este trabajo. Se emplearon diferentes construcciones 

genéticas para establecer el papel de conversién génica aparente como un 

Mecanismo de homogenizacién entre los miembros de la familia multigénica de la 

nitrogenasa (nifH) del pSim de A. etli CFN42. Los resultados muestran que una 

insercién de 28 pares de bases dentro de la reiteracién nifHa, puede ser corregida 

por eventos multipfes de recombinacién, incluyendo conversién génica aparente, la 

cual se presenta a una frecuencia acumulativa de 8 x 10-5. El proceso de correccién 

tequiere: 1) de la presencia funcional def gene recA ; 2) de copias adicionales del 

gene nifH para su formacién y 3) tiende a un reestablecimiento preciso de la 

secuencia nucleotidica silvestre. Las frecuencias de conversién génica aparente en 

cis (2.8 x 10-5) 0 en trans (4.8 x 10-5), indican que este evento ocurre frecuentemente 

a través de interacciones intermoleculares. Ademas, la alta frecuencia observada de 

entrecruzamientos multiples, sugiere que el plasmido simbidtico esta comprometido 

tepetidamente en eventos de recombinacién , en una situacién semejante a la 

recombinacién de fagos o recombinacién entre plasmidos pequefios, de alto numero 

de copias.



ABSTRACT 

A distinctive characteristic of the Rhizobium genome is the frequent finding of 

reiterated sequences, wich often constitute families. Interestingly, these families 

usually maintain a high degree of nucleotide sequence identity. It is commonly 

assumed that apparent gene conversion between reiterated elements might lead to 

concerted variation among its members. However, the operation of this mechanism 

has not yet been demostrated in the Rhizobiaceae. In this work, we employed 

different genetic construction to address the role of apparent gene conversion as a 

homogenizing mechanism between members of the plasmid-located nitrogenase 

multigene family in Rhizobium etli. Our results show that a 28-bp insertion into one of 

the nitrogenase reiterations can be corrected by multiple recombination events, 

including apparent gene conversion. The correction process was dependent on the 

presence of both a wild-type recA gene and wild-type copies of the nitrogenase 

reiterations. Frequencies of apparent gene conversion to the wild-type nitrogenase 

reiterations were the same when the insertion to be corrected was located either in cis 

or in trans, indicating that this event frequently ocurrs through intermolecular 

interactions. Interestingly, a high frequency of muitiple crossovers was observed, 

suggesting that these large plasmid molecules are engaging repeatedly in 

recombination events, in a situation akin to phage recombination or recombination 

among small, high-copy number plasmids.



INTRODUCCION 

Evolucién concertada 

La recombinacién génica opera para formar y reformar los genomas de todos 

los organismos. Los rearreglos genéticos dentro y entre las secuencias reiteradas, 

Proveen por tanto una potente fuerza evolutiva que sirve tanto para promover 

diversidad como para conservar la identidad genética (Lloyd y Low, 1996 ). 

En fos genomas nucleares, mitocondriales y de cloroplastos se han 

encontrado una variedad de mecanismos de intercambios no reciprocos entre 

secuencias repetidas (Dover, 1987). Estos pueden causar una ganancia o pérdida en 

el numero de secuencias repetidas e influir finalmente en fa expansién de una 

variante reiterada a través de una poblacién sexual (Dover,1992). La unidad de 

ganancia -y pérdida- puede contener un gen completo, generando familias 

multigénicas, 0 bien ser mucho mas pequefia, generando parches de secuencias 

repetidas dentro del gen y sus secuencias control (Dover, 1992). 

En plantas y animales se han descrito a las familias génicas como fluidas, 

porque su naturaleza esta continuamente cambiando, en posicién, abundancia y 

composicién. Algunas familias contienen numerosas copias  consistentes de 

secuencias de funcién desconocida (familias no-génicas), otras son transcritos de 

RNA funcional (RNA’s ribosomales y de transferencia) 0 de RNA mensajero que se 

traducen a proteinas (globinas, histonas inmunogtobulinas, actinas y proteinas MHC) 

(Dover, 1982). Estos procesos de variacién se presentan dentro de los cromosomas y 

entre los cromosomas, y son potencialmente capaces de acelerar, retardar o 

mantener constante el rango de diferenciacién de DNA entre poblaciones



(Dover, 1987}. 

Una caracteristica importante de estas familias es que, sin importar su numero 

de copias, funcién y distribucién en el genoma (tandem o interdispersas), exhiben 

una inesperada homogeneidad en secuencia dentro y entre los individuos de las 

especies (Dover, 1982). Asi, en una familia que esta distribuida entre varias especies, 

se observa frecuentemente heterogenidad sustancial en sus elementos entre las 

especies, pero una homogenidad muy alta dentro del individuo (John y Miklos, 1988). 

Este patrén de variacion, se le conoce como evolucién concertada (Dover, 1986). 

El mecanismo molecular que participa en las familias multigénicas para 

permitir que evolucionen concertadamente se denomina “Molecular Drive” (Dover, 

1982). Este involucra a los procesos por los cuales las mutaciones son capaces de 

extenderse a través de una familia (homogenizacidn) y a través de mecanismos de 

seleccién o deriva génica fijarse en una poblacién. Dentro de ellos, se encontraron 

una variedad de mecanismos de recombinacién que llevan a una transferencia no 

reciproca de ONA dentro y entre los cromosomas, como son conversion génica, 

entrecruzamiento desigual, transposicién, replicacién deslizada (“slippage”) e 

intercambios mediados por RNA (Dover,1986). 

Como mecanismo de evolucién concertada fa recombinacién por conversién 

génica es importante porque : 1) mantiene el ndmero de genes ; 2) puede tener 

direccionalidad y 3) actta como un mecanismo de correccién (Li y Graur, 1991). La 

descripcién de conversién génica se presenta en el modelo de la Fig.t. (A) 

Participan los cormosomas homélogos 1 y 2. Cada DNA duplex consiste de dos 

cadenas antiparalelas a y b, con los extremos 3' marcados por las flechas. Los genes



difieren en cuatro pares de bases. (B) Una ruptura en el gene 1 es alargada por una 

endonucteasa. (C) El extremo 3’ de !a cadena 1b invade al duplex 2, desplazando fa 

cadena 2a dentro de una asa que pudiera extenderse indefinidamente hacia la 

izquierda de la cadena 1b que esta siendo reparada. (D) La cadena ib es 

resintetizada para el extremo 3° por adicién de bases nucleotidicas complementarias 

para la cadena 2b. El hueco en la cadena 1a es reparado por adicién de bases 

complementarias para el asa en la cadena 2a. (E) El extremo 3’ de la cadena 1b es 

ligado para el extremo 5’ de la parte intacta de 1b. Formandose ahora dos puntos de 

entrecruzamiento. (F) Para cada punto de entrecruzamiento las cadenas cruzadas 

son ahora rotas y religadas como se muestran en la figura. Los sitios 2 y 3 del gene 1 

han sido ahora convertidos a la secuencia del gene 2. 

Una gran variedad de estudios muestran que a través de !a recombinacion 

homodloga puede obtenerse tanto entrecruzamiento (crossing-over) como conversion 

génica. El intercambio reciproco de un linaje a dos o mas genes, se explica facilmente 

por rompimiento y reunién de moléculas de DNA parental. La conversién génica se 

define como un reemplazamiento aparente de un gene por su alelo, y no se explica 

facilmente por rompimiento y reunién. En ambos Procesos de recombinacién esta 

involucrada {a resolucién del intermediario de Holliday. Una de los dos alternativas 

para resolver esta estructura causa entrecruzamiento de los genes que bordean la 

unién; en el otro camino la reparacién de los pares de bases no complementarios en 

los heteroduplex causa conversién génica (Shibata et al, 1995). Los modelos de 

recombinacién caen en dos grandes categorias dependiendo de cémo ocurre el 

inicio de la recombinacién y sobre quién se da la transferencia de informacion.
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En fa Fig. 2, se presenta el modelo de Meselson-Radding (Stahl, 1994). La 

recombinacién se inicia cuando una endonucleasa realiza ja ruptura de una cadena 

en el DNA duplex de fa secuencia A (a). Esta cadena es desplazada del duplex de 

DNA por la accién de la DNA polimerasa (b). La cadena invade al DNA duplex de Ia 

secuencia B y desplaza ala cadena residente en la cadena de igual polaridad (c). La 

actividad de una nucleasa degrada a la cadena desplazada (d). La ligacién con la 

secuencia A, forma estructuralmente una unién Holliday, que es -inicialmente- 

genéticamente asimétrica, ya que sdlo uno de los dos duplex tiene una regién de 

DNA heteroduplex. La unién puede desplazarse; esto lleva a un heteroduplex 

simétrico, estos DNA heteroduplex pueden estar en ambos duplex (e). La resolucién 

de la unién Holliday ocurre en direccién horizontal o vertical (f). Kourilsky (i986) 

reporta que al realizarse la correccién del heteroduplex entre DNA’s_ en los cuales ef 

8% de los pares de bases no son complementarios, detecta en la correccién del 

ONA heteroduplex que estan involucrados bloques de secuencia, mds que 

nucleétides solos y algunas veces estos bloques de secuencia, generan parches de 

la secuencia parental. . 

El segundo modelo (Fig. 3), descrito por Szostak et al. (1983), se le ha llamado 

de ruptura en doble cadena y reparacién (DSB). Un DNA duplex de la secuencia A 

es cortado por una endonucleasa (a). Se presenta degradacién exonucleolitica en 

direccién 5’ a 3’, dejando expuestos los extremos 3’ (b). Los extremos 3’ invaden al 

DNA duplex de la secuencia B que es homédlogo a la secuencia A, e inician la 

sintesis de DNA que reemplaza al DNA perdido, e! resultado final es que la nueva 

informacién es colocada en una posicién semejante en la secuencia A . La ligacién
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completa crea una estructura de cuatro cadenas en Ia cual los duplex de DNA son 

mantenidos juntos por un par de uniones Holliday (c). Las uniones pueden resolverse 

verticalmente u horizontalmente; si se resuelven en el mismo sentido no hay 

intercambio, pero los marcadores aledajios al sitio recombinador pueden manifestar 

conversién. Si se resuelven en sentidos opuestos, resulta el intercambio y hay 

conversién para los marcadores cercanos al sitio. Finalmente si se resuelven por 

topoisomerasas no hay intercambios y el producto es igual al original. 

Entre las familias multigénicas en hongos filamentosos (Ascobolus immersus, 

Neurospora crassa, Sordaria fumicola y S. brevicolis ), \levaduras (Saccharomyces 

cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe ) y en eucariotes superiores se han 

descrito eventos de conversién génica responsables de evolucién concertada entre 

secuencias repetidas arregladas en tandem o dispersas dentro de un mismo 

cromosoma o en cromosomas diferentes (Hastings, 1988 ; Dover, 1993). 

Los procarictes habitualmente poseen un bajo numero de reiteraciones. 

Blattner et al. (1997) determinaron que un 2.5% del genoma de E. coli se encuentra 

en forma de reiteraciones. Aunque fa proporcién de las secuencias reiteradas sea 

menor con respecto ala encontrada en  eucariotes, la presencia de familias 

multigénicas en algunos procariotes ha permitido detectar conversién génica entre 

los genes rm de E. coli (Harvey et al, 1988), en Acinetobaceter calcoaceticus entre 

los genes catlJF y peaiJF (Kowalchuk et al., 1995) y en Salmonella typhimurium 

entre los genes tuf (Abdulkarim y Hughes, 1996). 

En procariotes solamente se han reportado altos niveles de reiteracién en 

Halobacterium (Sapienza y Doolittle, 1982), Streptomyces (Birch et al., 1990), 

14
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Xanthomonas (Leach et al., 1990), Agrobacterium y Rhizobium (Flores et al., 1987; 

Flores ef al, 1988). Sin embargo, en estos organismos no se ha detectado entre las 

secuencias reiteradas la participacién de alguno de los mecanismos de 

homogenizacién de secuencia. Por fas caracteristicas que posee Rhizobium y ta 

importancia que tiene la recombinacién mediante conversién génica en ta evolucién 

concertada, resulta relevante estudiar este mecanismo de recombinacién en este 

grupo bacteriano. 

El Genoma de Rhizobium 

La caracteristica biolégica predominante de Ahizobium spp. es su capacidad 

Para establecer simbiosis con plantas leguminosas. Debido a esa relacion, la mayoria 

de los estudios se han enfocado al entendimiento de las interacciones con la planta 

(Fischer, 1994; Schultze ef al., 1994). Actualmente, las bacterias del género 

Rhizobium son atractivas como modelo para_ estudiar la estructura y dindmica del 

genoma, porque gran parte del genoma esta en forma de plasmidos grandes que 

contienen una alta cantidad de secuencias reiteradas (dentro de los plasmidos y con 

otras regiones del genoma) y la frecuente presencia de tearreglos gendémicos. 

Los pldsmidos en Rhizobium representan entre el 25% y 50% del genoma 

(Long, 1989; Martinez ef a/., 1990; Sobral et al., 1991; Garcia de los Santos et al., 

1996). Estos plasmidos tienen un tamafio entre 100 -1600 kb y su numero varia entre 

dos a diez plasmidos. La mayoria de las especies de Rhizobium tienen genes 

involucrados en nodulacién y fijacién del nitrégeno localizados en un plasmido 

13
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grande, el plasmido simbistico 6 pSim. A los otros plasmidos se les ha denominado 

cripticos. Garcia de los Santos et af. (1996) analizaron la informacién contenida en 

algunos de los ilamados plasmidos cripticos, encontrandose que pueden portar 

genes relevantes para simbiosis y vida saprofitica. En algunos plasmidos “cripticos” 

se han localizado genes que participan en la biosintesis de polisacaridos de 

superficie (exopolisacdridos y lipopolisacaridos) y secuencias relacionadas a 

procesos metabdlicos (citrato sintasa, transporte de dcidos dicarboxilicos y 

biosintesis de tiamina). Ademas, se ha descrito que en los plasmidos cripticos 

pueden encontrarse genes que participan en el catabolismo de algunos compuestos, 

como aquellos exudados por la planta (trigonelina, estaquidrina, carnitina y 

calistegina), utilizaci6n de compuestos aromaticos (Acido protocatéquico, quinato y 

catecol), y otros azucares diversos (rafinosa, acetoacetato, ramnosa, sorbitol, etc.), 

ademas de genes de chaperoninas (Rusanganwa y Gupta, 1993) y genes de 

melanina (Cubo et a/., 1988). 

La disponibilidad de estas funciones adicionales, contribuye a la diversidad 

metabdlica de estos organismos, y probablemente confiere en ellos una ventaja 

adaptativa sobre las bacterias del suelo. Por ejemplo, en A. etfi las mutaciones en los 

genes de lipopolisacdridos, causan alteraciones en la superficie celular afectando 

algunos aspectos de Ia vida libre, como la morfologia, motilidad y agregacién; 

ademas en simbiosis forman nédulos inefectivos (Brom et ai, 1992) 

€n Rhizobium etli, Flores et al. (1987) han estimado la presencia de 700 

elementos reiterados, pertenecientes a 200 familias diferentes. Niveles similares de 

teiteraci6n de DNA fueron también observados para otros miembros de 1a familia 

14



Rhizobiaceae, como A. meliloti y Agrobacterium tumefaciens. El andlisis realizado 

excluye a secuencias reiteradas menores de 300 pares de bases (pb). 

Recientemente, F. J. de Bruijn, (1993) detect6 la presencia de secuencias 

extragénicas de 38 pb llamadas REP (Repetitive extragenic palindromic) y 

secuencias mayores (124 - 127 pb) referidas como ERIC (Enterobacterial repetitive 

intergenic consensus). Osteras et a/., (1995) reportaron la presencia de dos 

elementos intergénicos de secuencias palindrémicas de 108 pb y 109 pb, 

especificas para Rhizobium, denominadas RIME (Rhizobium-specific intergenic 

mosaic elements). 

En el genoma de diferentes especies de Ahizobium las reiteraciones incluyen 

a secuencias de insercion (IS) y secuencias con alta homologia similares en 

estructura estan relacionadas a IS. Este es un componente extremadamente variado, 

incluyendo diferentes tipos (Dusha et a/., 1987, Hahn y Hennecke, 1987, Judd y 

Sadowsky, 1993, Kaluza et a/., 1985, Laberge et al., 1995, Mazurier et al., 1996, 

Perret ef a/., 1997, Priefer et a/., 1980, Rice et al., 1994, Ruvkun et al., 1982, Soto et al, 

1992, Wheatcroft y Laberge, 1991, Wheatcroft y Watson, 1988). La importancia de las 

secuencias de insercién para definir a la clase de secuencias reiteradas ha sido 

puesta en relieve con la secuenciacién del plasmido simbiético de Rhizobium spp. 

NGR234. En este replicén, aproximadamente un 18% de la secuencia corresponde a 

secuencias de insercién (Freiberg et al., 1997). 

Estas secuencias pueden bordear a genes funcionales, como en A. meliloti, 

donde un ORF con similitud a 1S se encuentra en el extremo 3' de nodQ1 (Schwedock 

y Long, 1994), o en A. caulinodans, donde dos elementos repetidos diferentes 
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bordean a nodD (Geelen ef al., 1995). Se ha encontrado también en A. 

feguminosarum bv. viciae una estructura parecida a un transposén, el! cual codifica 

para un sistema de _restriccién-modificacién (Rochepeau ef al., 1997). 

En ocasiones, las secuencias repetidas incluyen regiones regulatorias largas, 

como las relacionadas a nif y al extremo amino de la nitrogenasa (Better et al., 

1983; Watson y Schofield, 1985; Buck et af, 1986). Se ha observado similitud en 

Pequefios sectores entre los genes nfe involucrados en competitividad para 

nodulacion (Soto et al., 1993) y los genes mos que producen rhizopinas (Murphy 

et al., 1988; Murphy et al., 1993; Saint et al, 1993). 

Earl et al. (1987) al estudiar el operén fixABCX (relacionado al transporte de 

electrones), localizaron una duplicaci6én en ef etremo 5’ del operén, que incluye la 

region regulatoria y 32 codones del gene _ fixA. Rostas et al. (1986) reportaron 

originalmente fa existencia de tres cajas nod en A. meliloti, estos datos se han 

extendido con el hallazgo de otras cinco cajas nod (Baev, 1991; Baev y Kondorosi, 

1992; Plazanet ef a/., 1995; Barnett ef a/., 1996; Balleza, 1998) involucradas en la 

regulacién de genes de nodulacién. 

También se han detectado reiteraciones funcionales que constituyen familias 

multigénicas de genes completos y operones, involucrados en funciones esenciales 

y del metabolismo (Tabla I) y genes que participan en e! proceso simbidtico (Tabia Il). 

Estas secuencias estan interdispersas entre los plasmidos y el cromosoma (sélo los 

genes fla de A. meliloti estan arreglados en tandem) . La distribucién no es al azar, 

hay secuencias localizadas solo en plasmidos y otras son exclusivas del cromosoma. 

Muchas de estas secuencias se presentan usualmente en una copia en otros 
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organismos; de hecho, solamente en Rhizobium se ha detectado reiteracién de los 

genes ftsZ, groEL y rpoH (Fischer et al., 1993; Margolin y Long, 1994; Narberhaus ef 

al, 1997; Rusanganwa y Gupta, 1993). 

Finalmente hay genes reiterados con funciones relacionadas pero no 

idénticas. Schwedock y Long (1992) reportaron al par nodPQ - saa, donde nodPQ 

esta involucrado en la sulfatacién de un factor de nodulacién, mientras saa participa 

en el paso de sulfatacién para la biosintesis de cisteina y metionina. El par nodM - 

gimS, donde nodM sintetiza la glucosamina necesaria para la biosintesis dei factor 

nod, mientras gimS elabora ta glucosamina requerida por funcién celular (Marie et 

al., 1992). 

Presumiblemente por la presencia de secuencias reiteradas, el genoma de 

algunas cepas de Rhizobium estd sujeto a frecuentes rearregios gendémicos que 

constituyen una causa importante de variabilidad en la poblacién. 

En Rhizobium etli se han caracterizado rearreglos genémicos en cuya 

generacién participan reiteraciones tanto cromosomales como plasmidicas (Flores et 

al., 1988), ocasionando entre los plasmidos eventos de cointegracién (Brom et al., 

1991) y translocacién (Martinez-Salazar, 1991); a su vez se han detectado 

amplificaciones y deleciones entre secuencias especificas (Romero ef al., 1991; 

Romero et al., 1995). 

En algunas especies de Ahizobium se han identificado amplicones (regiones 

especificas de DNA que tienen el potencial para ser amplificadas o deletadas como 

una unidad) tanto en el cromosoma como en grandes plasmidos (Flores et a/., 1993; 

Romero et al., 1995; Stepkowski ef a/., 1993; Mavingui et al., 1998). 
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Tabla |. Genes indispensables o del metabolismo, reiterados en Rhizobiaceae. 

  

  

  

  

  

  

  

  

          

“|NUMERO DE 

GENES ESPECIE REITERACIONES Y AUTORES 

LOCALIZACION 

Sinorhizobium meliloti,|2, ambas en el| Pleier y Schmitt, 1989; 

flaAyB |\cepas 1021 y 10406 | cromosoma Bergmann et a/.,1991 

fitsZ Sinorhizobium meliloti|2, ambas  en_ elj| Margolin et a/.,1991; 

1021 cromosoma Margolin y Long, 1994 i 

Sinorhizobium meliloti/5, hay 2 en cada} Rusanganwa y Gupta, 

groEL | 1021 megaplasmido y 1 en el | 1993; Ogawa y Long, 

cromosoma 1993. 

groEL |Bradyrhizobium) §,enelcromosoma Fischer ef al, 1993 

faponicum __110 spc4 

rpoH Bradyrhizobium 3, en el cromosoma Narberhaus ef al., 

japonicum __110 spc4 1997 

rpoN Bradyrhizobium! 2,enelcromosoma Killik et a/.,1991 

japonicum 110 spe4 

En varias especies de | Variable, dependiendo | Ktindig ef af, 1995 

m Rhizobia de fa especie (2-3) se 

asumen en el 

cromosoma 

Rhizobium tropici| 2, una en cromosoma y| Pardo ef al, 1994; 

csA CFN299 otra en el pSim Hernandez-Lucase?} 

al., 1995     

  

Las siglas de los genes corresponden a: fla = flagelina; fts = inicio del septo de 

division celular; gro = chaperoninas; rpo = factor sigma ; rrn = ribosomales y csA = 

citrate sintasa 
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Tabla Il. Genes simbidticos reiterados en Rhizobiaceae. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

NUMERO DE 

GENES ESPECIE REITERACIONES Y AUTORES 

LOCALIZACION 

fixk R.leguminosarum bv. | 2, una en el pSim y otra | Schidter ef a/., 1997. 

viceae VE39 en el pldsmido C 

fixK Rhizobium etli CFN42 | 2, una en el pSim y otra | Girard, comunicacién 

en el plasmido F. personal 

fixK Bradyrhizobium) 2, en el cromosoma Anthamatten et ai, 

japonicum = 110spce4 1992 

fixK Sinorhizobium meliloti| 2, en plasmido Sim Renalier et a/., 1987 

2011 

nifH Rhizobium etli CFN42 | 3, en el plasmido Sim Quinto et a/., 1985 

nifH Azorhizobium|2, enelcromosoma Norel y Elmerich, 

caulinodans ORS571 1987 

nifH Ahizobium sp.{ 2, en el plasmido Sim Badenoch-Jones ef 

NGR234 al., 1991 

fixN Sinorhizobium  meliloti| 2, en el plasmido David et ai ., 1987 

2011 

fixNOPQ | R.leguminosarum bv. | 2, uno en el pSim y otro | Schiiter et af., 1997 

viceae VF39 en plasmido criptico 

fixNOPQ | Rhizobium etli CFN42 | 2, uno en el pSim y la | Girard, comunicacién 

otra en el pf. personal 

nodD | Sinorhizobium meliloti, | 3, en el plasmido Sim Honma y Ausubel, 

cepas 1021 y 41 1987 

nodPQ_ -| Sinorhizobium melifoti| en el plasmido Sim Schwedock y Long, 

saa 2011 1992 

nodM ~ -|R.Jeguminosarum bv. | en el plasmido Sim Marie et al, 1992 

gimS viceae 8401     Las siglas corresponden a:fix y nif = fi   
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En el plasmido simbiético de A. effi se han detectado cuatro amplicones en la 

regién que contiene los genes simbidticos. Su tamafio varia de 90 a 175 Kb (Fig. 4) 

y !os eventos de recombinacién que participan son dependientes del gen recA 

(Romero et ai/., 1995). También ocurren a alta frecuencia eventos que translocan el 

amplicén nod-nif del pSim al plasmido a (pa) y cointegraciones entre el pSim-pa y 

pSim-plasmido b (Romero et al., 1998). En A. feguminosarum bv. trifolii también se 

han detectado amplicones (Stepkowski ef a/., 1993). Mavingui ef a/. (1997) han 

generado amplicones artificiales al azar (RDA) en AA. tropici y a su vez en la misma 

especie ha estudiado un amplicén nod-nif (Mavingui et a/., 1998). Balleza (1998) 

mediante el analisis de secuencia nucleotidica, identificé secuencias con alta 

homologia (reiteraciones) y teéricamente propuso la presencia de seis amplicones 

en el regulén nod-nif de R. meliloti y ocho amplicones en el pSim de A. spp 

NGR234. 

Planteamiento del Problema 

El hecho de que en Ahizobium haya reiteraciones que participan en la 

dinamica del genoma abre la posibilidad de que algunos de los mecanismos de 

“molecular drive” estén actuando. Se conoce que la familia multigénica de la 

nitrogenasa participa activamente en recombinacién y ademas entre sus miembros 

se presenta una alta homogenidad en secuencia nucleotidica dentro de la especie y 

entre los individuos de la especie, lo que parece implicar variacién concertada para 

esta familia. 
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En el plasmido simbidtico de A. etfi se han detectado cuatro amplicones en la 

tegién que contiene los genes simbidticos. Su tamafio varia de 90 a 175 Kb (Fig. 4) 

y los eventos de recombinacién que participan son dependientes del gen recA 

(Romero ef al, 1995). También ocurren a alta frecuencia eventos que translocan el 

amplicén nod-nif del pSim al plasmido a (pa) y cointegraciones entre el pSim-pa y 

pSim-plasmido b (Romero et al., 1998). En AR. leguminosarum bv. trifolii también se 

han detectado amplicones (Stepkowski et a/., 1993). Mavingui ef a/. (1997) han 

generado amplicones artificiales al azar (RDA) en AR. tropici y a su vez en la misma 

especie ha estudiado un amplicon nod-nif (Mavingui et al., 1998). Balleza (1998) 

mediante el andlisis de secuencia nucleotidica, identific6 secuencias con alta 

homologia (reiteraciones) y teéricamente propuso la presencia de seis amplicones 

en el regulén nod-nif de R. meliloti y ocho amplicones en el pSim de A. spp 

NGR234. 

Pianteamiento del Problema 

El hecho de que en Ahizobium haya reiteraciones que participan en la 

dinamica del genoma abre la posibilidad de que algunos de los mecanismos de 

“molecular drive” estén actuando. Se conoce que ta familia multigénica de la 

nitrogenasa participa activamente en recombinacién y ademas entre sus miembros 

se presenta una alta homogenidad en secuencia nucleotidica dentro de la especie y 

entre los individuos de la especie, lo que parece implicar variacién concertada para 

esta familia. 
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nifHDK 
nifA 

nifH 
nodD! 
nodB,c 
nifHOK 
nodA 

   

   

Fig 4. Estructura y dindmica de! plasmido simbistico de A. etli CFN42. La estructura 

general de! pSim (390 Kb) esta presentada en tres circulos concéntricos; 1 Kb = 0.930. 

La posicién de algunos genes simbidticos esta indicada por flechas en el circulo 

interno. El circulo siguiente indica 1a posicién de las familias reiteradas de DNA. Cada 

familia esta indicada por una letra (A-K). El circulo externo indica regiones del pSim 

que tienen similitud con otros replicones de la cepa: pa, pb y pf. Las estructuras 

marcadas con | - IV indican fos cuatro amplicones detectados en el pSim. (Tomado 

de Romero et al.,1998a). 
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En particular, los sitios de recombinacién del amplicén | del pSim de A. efi 

CFN42 (Fig. 4) son los genes de la familia multigénica de la nitrogenasa. Romero ef 

al. (1991) han detectado eventos de amplificacién (10-3) y delecién (10-4) entre los 

operones nifHDK. La familia nifH esta compuesta de dos reiteraciones de SKb 

localizadas en orientacién directa, las cuales comprenden a los operones nifHDK 

(regiones nifH a y b) separados por 120 Kb. El tercer elemento de la familia de la 

nitrogenasa es una reiteracién de 1.5Kb que esta localizada a la mitad del amplicén 

{regién nifH); consiste del gen nifHD* (nifD* es un gene truncado que comprende los 

primeros 70 aminoacidos de 1a proteina NifD). La regién nifHe esta en orientacién 

invertida con respecto a los operones nifHDK. Este arreglo de los operones nifHDK 

permite estudiar la dindmica recombinaciona! de esta familia multigénica plasmidica. 

En A, etfi CFN42, los miembros de esta familia multigénica mantienen 100% 

de identidad en secuencia para las tres reiteraciones nifH (Quinto ef al, 1985). 

También Azorhizobium caulinodans posee dos reiteraciones nifH idénticas en 

secuencia (Norei y Elmerich, 1987) yRhizobium spp. NGR234 posee dos operones 

nifHDK idénticos en secuencia (Badenoch-Jones ef al, 1989). A pesar de la 

divergencia entre estas familas, al comparar los genes nifH entre A. etli y Rhizobium 

spp. NGR234, Ia similitud es mantenida y presentan una identidad de 87 %, pero los 

miembros dentro de cada especie son idénticos. 

éCémo explicar este nivel de conservacién de secuencia? 

Se podria argumentar que el origen de estas reiteraciones fue reciente y que 

ha ocurrido una rdpida dispersién de los genes nifH entre los miembros de la 

especie. Otra altemativa es que las interacciones recombinacionales (como son 
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entrecruzamientos sencillos y dobles entrecruzamientos o conversién génica 

aparente) entre los elementos reiterados pudieran mantener variacién concertada 

entre estos miembros. Sin embargo, la operacién de estos mecanismos no ha sido 

demostrada para organismos de la familia de las MRhizobiaceas. 

La caracteristica de Rhizobium ai poseer un genoma_ dindmico, abre la 

posibilidad de estudiar alguno de los mecanismos de recombinacién homdloga que 

participen en la homogenizacién de una familia multigénica. Desde el punto de vista 

de 1a evolucién concertada, la conversién génica ofrece un mecanismo interesante 

de transferencia no reciproca de DNA que permite evaluar su capacidad para 

homogenizar 0 corregir secuencias de DNA reiterado interdisperso en el cromosoma 

o plasmidos. Debido a lo anterior, nos enfocaremos de manera particular a: 

1. Establecer si el proceso de conversién génica opera entre las 

secuencias relteradas nifH localizadas en el plasmido simbistico de A. 

etli CFN42. 

Los resultados con respecto al objetivo anterior se encuentran en el articulo 

“Multiple recombination events maintain sequence identity among members of the 

nitrogenase multigene family in Rhizobium etl”, que se presenta a continuacién y en 

la parte correspondiente a _ resultados adicionales se presenta un analisis teérico 

para encontrar evidencia de Ja presencia del mecanismo de conversién génica en 

otra familia multigénica en Rhizobium. 

Otro aspecto interesante en recombinacién, es el incremento de 
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recombinaci6n homdtoga mediante rupturas en doble cadena. Asi, al introducir un 

sitio de restriccién especifico en un miembro de la familia nifH, la recombinacién 

iniciaria_ en ese sitio y consecuentemente ocurriria la reparacién de esta zona 

mediante conversién génica. Estas dos caracteristicas, son un punto interesante de 

evaluar, por estas razones se va a: 

2.Explorar el efecto de ruptura en doble cadena sobre la dindmica 

de conversién génica para la familia multigénica nifH. 

Los avances con respecto al segundo objetivo se presentan en la parte de 

resultados adicionales. 
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ABSTRACT 
A distinctive characterinic of the Rhizobium genome ix the frequent finding of reiterated sequences, 

which often constitute multigene families, Interestingly, these families usually maintain a high degree of 
nucleotide sequence identity. it is commonly assumed that apparent gene conversion between reiterated 
elements might lead to concerted variation aniong its members. Mowever, the operation of this swechanisms 
has not yet been demonstrated in the Rhizobiaceae. In this work, we employed different genetic construc- 
tions to address the role of apparent gene conversion as a homogenizing mechanism between members 
of the plasmid-located nitrogenase inultigenc family in Ratobite etl, Our results show that a 28-hp insertion 
into one of the nitrogenase reiterations can be corrected by ntultiple recombination events, including 
apparent gene conversion. The correction process was dependent on the presence of both a wild-type 
recA gene and wildaype copies of the nitrogenase reiterations. Frequencies of apparent gene conversion 
to the wild-type nitrogenase reiterations were the same when the insertion to be corrected was located 
cither in eis or in trans, indicating that this event frequently occurs through intermolecular interactions. 
Interestingly, a high frequency of mufiple crossovers was observed, suggesting that these large plasmid 
molecules are engaging repeatedly in recombination events, in a situation akin to phage recombination 
of recombination among sinall, high<copy number plasmids. 
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ENE duplication, leading to the formation of 

multigene families in eukaryotes, has been widely 
vecognized as a mechanism for the genicration of new 

functions (Onno 1970; Joun and Migtos 1988). Inter- 

estingly, members of multigene families tend to vary in 
aconcerted way, keeping a high similarity between their 
members (JouN and Miktos 1988; Dover 1993). Con- 
certed evolution between members of tandemly-ar- 
ranged muttigenc families in eukaryotes has been amply 
documented. Conservation in a nucleotide sequence 
is thought to occur predominantly through frequent 
unequal exchanges between its members (Peres 1980; 
Szostag and Wu 1980; WILLIAMS and StrosecK 1985). 

-A consequence of this mechanism is the (requent cxpat- 
sion and contraction of the tandem array. However, 

recent detcentinations show that an alicrnate mecha- 
nism, gene conversion, plays a major role in achieving 
homogenization in tandem multigene families (Gan- 
GLorF et al, 1996). Genc conversion has been defined 
as the non-reciprocal transfer of sequence information 
between homologous or homeologous DNA sequences. 
Frequent events of gene conversion are also responsible 
for concerted evolution between members of dispersed 
gene families (JACKSON and Fink 1981; Kiem and Petes 
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1981). Unequal exchanges are less adequate to achieve 
homogenization in these cases, duc to the high likeli- 

hood of rearrangement of single-copy DNA flanked by 
dispersed members. 
Studies about the occurrence of similar processes in 

prokaryotes have been hindcred by the paucity of reiter- 
ated elements in euterobacterial genomes. A recent de- 
termination, based on the sequeuce of the whole Esche- 
vichia coli genome (BLATTNER éf al, 1997), shows that 

erated clements coustitute about 2.5% of the ge: 
nome. The most conspicuous families of long reiterated 
elements in E. coli and Satmonella yphimurium ace the 
rm opecons, tuf genes, and different types of insecdon 
sequences (BACHELLIER ef af. 1996; DeoxreR 1996; 
BLaTTNER ef al. 1997), which are commonly arranged 
as dispersed reitcrations. Typically, a high level of nucte- 
otide sequence identity is observed among members of 
cach family. Several reports indicate that homogeniza- 
Gon between the reiterated rm operons in £. coli (Har- 
vey and Hr 1990), duplicated flagellin genes (Oxa- 
zak ef al 1993) or the tufreiterations in S. 5phimurium 
(AnpuLkariM and Hucnes 1996) may be achieved 
through apparent gene conversion. 
Extensive DNA reiteration is found in the genomes 

of bacteria belonging to the symbiotic nitrogen-fixing 
genus Rhizobium (reviewed by Romero ef al. 1997). 

These genomes may carry as much as 700 representa- 
lives of iong, reiterated clements, belonging to 200 dif 
ferent families (Frores et af 1987). This high level of 
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reiteration has been observed both in the chremosume 
and in the large plasmids that are typical of this genus 
(Fuoaes et af. 1987; Girarp et af 1991). In fact, an 

analysis of the sequence of the whole symbiotic piasmid 
(pSym, 536.1 kb) of Rhizobium sp. NGR234 reveals that 
reiterated elements constitute about 18% of the plasmid 
genome (FRErDERG ef al. 1997). 

Besides transposable elements, multigenic famiics 
have been observed for several housekeeping genes, 
such as the fla (BERGMAN ef af, 1991), /&8Z (MARGOLIN 
and LONG 1994), groEL (Fiscuer ef al. 1993), rboN (Kidn- 
DIG ef af 1995) and citrate synthase genes (PARDO ef 
al 1994; HernAnoez-Lucas ef a, 1995). Several genes 

involved solely in the symbiotic process are also reiter- 
ated, such as nifHDK (Bapenocu-Jones et af 1989; 

Noret and Ermerticit 1987; Quinro et al. 1985), fixN 

(Davio ef af. 1987, ScucOves ef al 1997) and the nodD 
genes (Scnucrze ef al 1994). The ceiteration mode 
is usually dispersed; only the fla gene reiterations are 
arcanged in tandem (BERGMAN at al 1991). 

High levels of nucleotide identity are common be- 
tween these ceiterations. A considcrable fraction of 
the reiterated class (about 70%) in the pSym of Rizo 
bium sp. NGR234 is comprised of identical reiterations 
(Fretnerc et al. 1997). Other muhtigenic families, such 

as fla (BERGMAN ef al. 1991), nifHIDK (BADENOCI-JONES 
ef af. 1989; Noret and Ecmenicu 1987; Quinto et al 

1985) and the citrate synthase genes (PaRpo ef al, 1994; 
HerwAnoez-Lucas et af. 1995) also cxhibit high identi- 
ties (over 95%) in nucleotide sequence. A trivial expla- 
uation for the occurrence of such high levels of idcn- 

tity would be 2 relatively recent evolutionary origin. 
This explanation seems unlikely, because (i) in some 

cases, such as the nifHDK family of Rhizobium efti, the 
sequences are ancient enough lo be present in every 

member of the species (Secovia ef af, 1993), and (ii) 

although high levels of nucleotide sequence ideutity arc 
seen between rciterations within a species, a lower level 

is seen between species themselves. These data have led 
to the suggestion that some homogenizing mechanism, 
conceivably gene conversion, is operating between rcit- 
erated sequences in Rhizobium. 

So far, no studics have been published about the oc- 

currence of gene conversiondike events between reitera- 

tions in Rhizobium, The only data concerning this phe- 
nomenon were obtained ducing a study of phage crosses 
in Rhizobium meliloti, where apparent gene conversion 
is claimed to occur at a ‘low frequency (Onosz, ef at. 
1980), close to the one for spontaneous mutation. If the 

low Frequency observed also applies to recombinational 
interactions between reiterations, apparent gene con- 

version would be an inefficient homogenizing mecha- 
nism in Rhizobium. 

In this work, we address the role of apparent gene 
conversion as an homogenizing mechanism between 
members of the nitrogenase multigenc family in R atti. 
Our results indicate that multiple recombination events, 
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L gene conversion, play an imporcust 

cole in maintaining sequence ideutity among members 
of this family. 

  

MATERIALS AND METHODS 

Bacterial strains, plasmids and media: The bacterial strains 
and plasmids employed are listed in Table 1. E. coli strains 
were grown at 37° in LB medium (Miter 1972), and R eili 
strains were grown at $0" in PY medium (Nor, ef af, 1984). 
Antibiotics were added at the following concentrations: kana- 
mycin (Kin), 30 ug ml"! (E. coli) or at variable concentrations 
depending on the purpose (A. «tli, sce below); nalidixic acid 
(Nal), 20 pg ml" (2. etl): spectinonycin (Sp), 100 ag ml™! 
(E. colior R etliy: and tetracycline (Tc). 5 to 10 ag ml“! (R. etti) 
or 10 ug ml" (E. roti. 

Plasmid construction: All DNA tnaniputations were carried 
out under standard protocols (Sasnkook ef af 1989) using 
restriction enzymes. bacterial alkaline phospiiatase and 
T4 polynucleotide ligase from Amersham Corp. (Arlington 
Heights, IL). To consteuct a hybrid Km'/Sp’ cassette, a 107+ 
bp Fragment, containing the Sp gene from pHP45-Sp (Fable 
1) was obtained through PCR amnplification employing oligo- 
nucleotides of and 05 (Table 2): these oligonucleotides can- 
tain Bell sites. This PCR product was digested with Bgfll and 
ligated into BawHl-cestricied pSUP5O1 I (a plasmid containing 
TnS.mob, Sisan 1984), ceplacing the LGkb mob fragment. 
‘The resulting plasmid, which earrics a Ta 3 Ksu/Sp, was called 
pCRSI. From pCRSI. digestion of the Bgfll sites atecady ex 
isting in the 1550s led to the release of a 3814bp Bglll frag- 
meni, containing a promoterless Ki" gene and the Sp’ gene 
with its own promoter. 

To facilitate further subcloning steps of this fragment, the 
polylinker-conaining vector pIC20H (MAKsH ef af 1984) was 
digested with Sad and religated, removing a segment carrying 
Xhol, Bgllt, Xbal, EcoRV, Clat and EcoRL sites from the poly- 
linker; this plasniid was called pCRS2. The 3814p Bgill trag- 
ment from pCRS1 was ligated into the unique BasHL site 
of pCRS2. gencrating pCRSS. Fromm pCRSS. the promotertess 
Knit gene and the Sp' gene with its own promoter were excised 
as a 3864bp Hindlll fragment, through digestion of ovo 
HindUl sites on the polylinker. 

To generate a transcriptional fusion between this fragment 
and the 2D gene from R. eli, plasmid pEMIS (MORETT ef 
al, 1988) was used, This plasmid is a derivative of pSUP205 
(Staton ef af. 1983), containing one of the ni/HDK operons 
of #2 effi as an EcoRI fragment (nifMDK region a). Ligation of 
the 3864 bp FindIli fragment from pCRS3 into one of the 

Hindill sites present in pEMIS provokes an interruption of 
the iD coding sequence (codon 139) creating, in the prop- 
er orientation, a transcriptional fusion between nifD and 
the promoterless Knt' gene. The resulting plasmid was called 
pCRs4, 

To generate a polar insertion in nifff, a 28-bp couble- 
stranded oligonucleotide ([-Scel, Table 2) with overhanging. 
comupatible Bgtit ends, was ligated into the unique Beil site 
of pCRS4, unus interrupting the riff coding sequence (codon 
147); this plasmid was named as pCRSS. Finally, to generate 
plasmid derivatives able to replicate in A. etli, plasmids pCRS4 
and pCRS5 were digested with EcoRI and the resulting frag- 
ments were ligated separately onto the unique EcoRt site of the 
broad-host range plasmid pRK7818 (Jonts and GuTTERSON 
1987); the resulting plasmids were called pCRS6 and pCRS7, 

              

Scef and nifD::Ken/Sp alletes: Introduction of the nifH: 
and nifD:Km/Sp altetes into R etfi was carried out by an in 
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TABLE 1 
Bacterial strains and plasmids used in this study 
  

Strain or plasmid Relevant properties Source or reference 
  

Rhizobium ett 

  

    

      

  

  

  

CENAZ Wildaype strain Quin ro ef al, (A989) 
CES Sin’ derivative from CFN42 Novs, etal. (1984) 
CFNXHO ig the Wacoal, (UHI 
CENX236 CES derivative carrying a wifD::ksn/Sp allcle on the pSym “This study 
CENX237 CES derivative carrying the uifl::/Scel and nifD:‘Kin/Sp allelic 

combination on the pSym This study 
CENX238 CES derivative carrying plasmid pCRS6 This study 
CFNX239 CES derivative carrying plasmid pCRS7 This study 
CENX240 CFNX89 derivative carrying plsnid pCRSG 
CENX241 CFNX89 derivative carrying plasmid pCRS7 
CENX242 A recA::0Cm derivative from strain CENX237 

Escherichia colé 
HBIOL Host for recombinant plasinids Bovex and Routtann- 

Dusserx (1969) 
SI7-4 C600:RP-42 (To:Mu) (KinzTn7) Suto (1984) 

Plasinids 

pEMIS A pSUP205 derivative carrying uifHDK region a from R. etli CRNA2 Momery et al. (1988) 
pHP4sNsp Source of the MSp cassette Puentkt and Kausct 

. (1984) 
pIC2oHt Polylinker-containing vector Mausit ef at. (1984) 
pMC7IA Plasmid carrying a constitutive nifA gene from Klebsiella pneumoniae, Gin’ Ducitaxan-Wotiastos 

etal. (1981) 
pMS22 Suicide vector carrying the recA: Cm allele from R. eli J. Maurivez-Satazan, 

unpublished results 
pRK20t3 Conjugation helper Ficunski and HELINsK! 

(1979) 
pRK7813 Broad-host range plasmid, Te Jones and Gurtrson 

(1987) 
psur205 Suicide vector. Cn’, Te’ Je Suton et al. (1983} 
pSUP5O1L ‘A pSUP205 derivative carrying TYD-ob Simon (1988) Le 

pCRSI Intermediate plasmnid carrying a hybrid Ta5 Km/Sp This study 
pCRS2 Derivative from pIC20H with a deletion in the polylinker This study 

pCRSS Derivative from pCRS2 containing a promoterless Km gene and the 
Sp’ gene with its own promoter This study 

pcrs4 Derivative from pEMIS carrying the nifD:;Km/Sp allele This study 
pCRSS Derivative from pCRS4 carrying the nifH:t Sel and aifD:Kmn/Sp 

allelic combination This study 
pCRSS Derivative from pRK7BIS carrying the nifD::Km/Sp allele This study 
pCRS? Derivative from pRR7813 carrying the nifff:iSed and nifD::Km/Sp 

alletic combination This study 
  

vive gene replacement procedure (SimON et af, 1983). To that 
end, plasmid pCRS4 was introduced by transformation into 
E. coli S¥7-1 and the transformanu were mated with R. tli 
CES as a recipient. Double recombinants were selected as 
Nat’ Sp’ Tc’ transconjugants. To verily that the desired gene 
replacement has oceurred, double recombinants were ana- 
lyzed by Southern blot hybridization against the appropriate 
nifand {Sp probes. This procedure yielded strain CFNX236, 
which carries the nifD::Kra/Sp allele in nifregion a. Introduc- 
tion of the niff::ESal and nijD:Kso/Sp allelic combination 
was carried out in the same way, but employing pCRSS as 
the donor. To ensure coinheritance of both markers, double 
recombinants were analyzed by PCR amplification using oligo- 
nucleotides o and o$ (see Table 2 and Figure 1); this primer 
pair only yielded 2 PCR product upon integration of the 

fPt:-1Scel allele. A strain containing both the nifH::/ Seef and 
nifO:Km/Sp allelic combination in nif region a was called 
  

CENX237. A recA: f21Cmn derivative from strain CFNX237 was 
gencrated by a homogenotization procedure developed in 
gor laboratory (ManTiNes-SaLavan ¢f al. 1991; ROMERO et al, 
1998), using pMS22 as the source of the rect allele. This pro- 
cedure gave strain CFNX242. 

‘To generate R. etli dccivatives carrying these allelic com 
nations onto small, self-replicating plasmids, £. coli S17-1 de- 

saaecs eaceying pCRSG of pCRST were mated with either R ~C&O) 
etli CES (pSym*) or R. etl’ CFNX89 (pSym~) as recipients. 
Transconjugants were selected by their resistance to both nali- 
dixie acid and spectinomycin. These crosses produced strains 
CENX238 to CFNX241 (see Table 1). 
PCR amplification and nucleotide sequencing: PCR ampli- 

fications were carried out using AmpliTaq DNA polymerase 
ina DNA Thermal Cycler 480 (Perkin-Elmer, Inc., Norwalk, 
CT). PCR conditions consisted of 30 cycles of 92" for 1 min, 
56° for I min, and 72° for 1 min, except for amplifications 
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TABLE? 

Oligonucteotides used in this study 
  

   

  

       

  

  

Source: complementary Name Sequence nucleotides Accession no. 
ol 5'-GAGGACCTGCTCAAGGCCGCCTACS' niftt: A2S-446 M10587 02 5'-CGCTAGGGATAACACGGTAATATA-S* IScel: 1-24 Sce below 03 5S‘ CATCIICCIGAGCICECCGIGCICS' aiff B7B-B5S 4 Rioss7— of S-GAAGATCTCCTGATAGTTIGGCTIGTGAGS' Sp: 1784-1756 MGO473 
05 5*-TAAGATCICAGTGGOGGTITICATGGCE ASp: 742-740 60473 
TScet Te ATAACAGG! 

  

Nucteotides coreesponding to che figill site in o4 and 05 arc underlined. 

  

  

'GOGATCCCTATTGTCCCATTATATCTAG-5: 
Not applicable 
secovt copy 

“Commercial oligonucleotide (Bochringer- Mannheim, Genuany). 

employing primer pairs ol-o4 and 02-04, that were done by 
$0 cycles of 95° for | niin, 55° for | min, and 72" for 2 min. 
PCR products for nucteotide sequencing were purificd using 
CentriSep spin columns (Princeton Separations Inc., Adc. 
phia, Nf). Nucleotide sequencing was performed with an Ap- 
plied Biosystems Inc. model 373A automated DNA sequencer 
and a Taq DyeDcoxy Terminator cycle sequencing kit as speci- 
fied by the manufacturer (Apptied Biosystems Inc., Foster City, 
A). 

Fiker blot hybridization and determination of plasmid pro- 
Biles: Genomic DNA was digested with BamHll, clectropho- 
resed in 1% agarose gels, bloued onto nitracctiulose (Hybond 
N+). and hybridized under stringent conditions using Amer: 
sham’s Rapid-hyb buffer as specified by the manufacturer (Amn- 
ersham Corp,). Plasmid profiles were obtained by an in-gel 
lysis method (Ecxnant 1978), blotted onto nitrocellulose 
and hybridized similarly. Hybridizations with oligonucteotide 

probes were done in asodium chlaride-sodiusa citrate solution 
using standard procedures (Ausunts. ¢ al. 1987). Most probes 
were finearized and labelled with *P-a-CTP bya random pris 
ing procedure (Frinnrec and Vocrstess 1983) using a 
Rediprime DNA labelling systems (Amersham Corp.). Oligo- 
aucleotide probes were labelled with #P-y-ATP using T4 poly- 
nucleotide kinase. 

Molecular characterization of Km’ derivatives: To ascertain 
the motecular events teading to the formation of eacl: Kin 
derivative, single-colony isolates were initially scrcened for the 
presence and location of the niflf::/Sref allele. To that end, 
genomic DNA of each: isolate was subjected (o PCR employing 
cither the 02-03 primer pair or the of-o3 pair (Figure 1). 
Primer 02 has a sequence that matches the nifH] Scef allele. 
while primers ol and 03 bind to specific points in the nifH 
sequence (Table 2). Thus, reactions with the 02-05 pair gave 
an amplified product only if the wifff:fSccf allele was still 

Present, while those with pair 01-03 served as. positive control 
for the PCR. To determine the location of the nifFl::iScet 

    

    

        

  

     ol-o4 (Figuee 1a 
CAEN PO 
coupled to the nya: 
vided a positive control for these reactions. ; 

Km! derivatives were also characterized by determining 
pSym size in Eckhardttype gels. This analysis allows us to 
distinguish wild-type plasmids (390 kb) from amplified (510 
kb) or deleted (270 kb) derivatives, as described previously 
(Rosnexo af af, 1991; Romeo et al. 1995}. Additionally, geno- 
mic DNA of each derivative was digested with Bamlli, bloted, 
and probed against a nifftspecific probe. Under these condi- 

pair of primers gave 
PoP Seed Me 3 

    

tions, strain CFNX237 shows three hybridizing bands of 13 Kb (iif cegion a harboring the nifFf::fSeel and. wifD:-Kin/Sp allelic combination), 5.6 kh (wif region b) and 4.5 kb (nif region c). Derivatives harboring a tandem amplification pre- 
serve the same three bands, but show an additional 8.6-kb 
band. representing the join point: stoichiometry of these bands is also typical, where the band corresponding to uif region cis more abundant than (he rest. Band pattern is also altered in the derivative carrying an inversion, showing three bands of 10.4. 6.5 and 5.6 kb; the first wo bands are join 
Points for this rearrangement, while the tast corresponds to nif region b. The derivative carrying a delction show a single, niftEpositive band of 13.6 kb; this band % the join point Location of the nifFf::fSeel and nifD::Km/Sp alleles was veri- 
fied through hybridization with allele-specific probes. 

    

  

RESULTS 

Experimenta! design: The main objective of this work 
was to study the relative role of recombination vs. appar- 
ent gene conversion in the maintenance of sequence 
identity in a reiterated mulligene family, To that end. 
we chose the nitrogenase multigene family of 2 effi as 
a model. All members of this funily are located in a 

single 390-kb plasmid, the symbiotic plasmid (pSym). 
This family is composed of two identical direct reitera- 

lions of about 5 kb (nif regions a and b), which are 
nifHDK operons; these operons are 120 kb apart on the 
pSymn. The third clement of this family (nif region c) is 
located in the middic of this zone, and consists of an 

identical reiteration, 1.5 kb long, harboring a complew 
nifH gene and a tuncated nifD gene in an inverted 
orientation vis a vis nif regions a and b. Homologous 
recombination between nif regions a and b teads to 
frequent genomic rearrangements, such as deletions 

    

   

    

te Parr ee 
thule ais 

    

Iyya). Ths | 
the recombinational dynamics of a plasmidic multigene 
family. 

Since expression of these nif regions under ex planta 
conditions docs not confer any scorable phenotype, we 
mnodified nif region a by inscrting a promoteriess Km’ 
cassette into the iD gene, as described in MATERIALS 

  

change to 

Not applicable? see oul 
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Ficure: L.—-Experimental design. Both parts of the igure 
represent nif region a. Syinbols are as follows: the nifH pro- 
moter (p); the nif0::Km/5p allele (triangle symbol); and the 
nifttE Sal allcle (stick and ball symbol). Arrows beneath the 
figures indicate the expected transcripts in each case. (a) In 
this case, cells become Km! due to transcription of the Kin 
gene from the nifH promoter. (b) Introduction of the aiff 

Se allele lcads to a Kin’ phenotype, due to the introduction 
of adclitional termination codons. Small arrows in this figure 
indicate the location of specific oligonucleotides (ol—o4) used 
for characterization. 

    

   

AND METHODS, This cassette also carries a Sp' gene with 
its own promoter. As shown in Figure 1a, expression of 

the Kim’ gene in this nifD:-Km/Sp allele should be under 
the control of the nifH promoter. This cousteuct was 
then modified by the insertion of a 28-bp oligonuctco- 
lide into the nifH gene (the niff:f-Seel allele, see MATE- 
RIALS AND METIIODS). This nifff::/-Seef allele leads to 
alterations int the transtational reading of the nifH geac, 
because in-frame reading of this insertion causes mis- 
reading of two termination codons (UAG and UAA) 

in the oligonucleotide. Additionally, since this 

provokes a +1 frameshift, bo additional stop 

codons are uncovered (UAA and UGA) at positions 
matching codons 185-186 and 214-215 of the wild-ype 

nifff sequence, respectively, As shown in Figure 1, the 
niftf:-}Scel altele should block, by polarity, the expres- 
sion of the nifD::Km/Sp allele, thus Icading to a Km’ 
phenotype. Selection for Km’ decivatives give us a posi- 
tive system to identify events that lead to the loss or 
relocation of the 28-bp insertion, conceivably via recom- 
bination with the other members of this multigene 

fami 
Initial tests of the functionality of this system were 

done in E. coli. To that cad, we introduced plasmids 

pCRS¢ (carrying the nifD::Km/Sp allele; Table 3) and 
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PCRSS (carrying the mifH::tScel and nifD::Km/Sp allelic 
combin: Table 1) into & coli HBIO1. In this system, 
expression directed by the nif promoter depends on 
o™ and the NifA activator Protcia (VaLoERnaMa ef al 
1996). As expected, E coli strains harboring either 
PCRS¢4 or pCRSS were seusitive to kanamycin (60 ng 
ml”). Upon introduction of a second, compatible plas- 
mid carcying the constitutively-activated Klebsiella pneu. 
moniag nifA goae (pMC7IA) iuto the strain harboring 

pCRS4, cells became resistant to kanamycin. 1 
cells carrying both pCRS5 and pMC7IA remained sensi- 
tive to kanamycin. Thus, these results indicate that €. 
pression of the Km’ gene in the nifDiKm/Sp allele is 
dependent on the nifH promoter and that the introduc: 
Hon of the niffi::tSeef allele blocks tat expression. 

Construction of #. etfisirains containing on the pSymi 
cither the #fP:-Kn/Sp allele (su CFNX236, Table 1) 

or the wifFfi:iSref and 2ifD::Ks/Sp allelic combinadon 
(strain CFNX237, Table 1) was done by allelic reptace- 
ment (see MATERIALS AND METHODS). In this host, niaxi- 

mal expression from the nifH promoter is achieved us- 
der microaerobic conditions (VALDERRAMA et af. 1996). 
However, basal transcription from this promoter under 
acrobic condidons was enough to confer to strain 
CENX236 a lowlevel resistance to kanamycin (3 ug ml). 
As expected, strain CFNX237, carrying the nifHs:i-Sect 
and nifD::Km/Sp allelic combination was sensitive 10 
kanamycin, Thus, loss or relocation of the nifHf:t-Scel 
allele can be detected in strain CFNX237 by scoring the 
frequency of Km' derivatives. 

Theoretically, cecombinational repair of the nifH::t- 
Scef allete to yield a Km‘ derivative can arise either by 

sistecstrand exchanges or through intramolecular ex- 
changes. As shown in Figure 2, a sister-straud crossover 
between nif regions a and b leads to the formation of 
a large tandem duplication, where the join point carrics 
the niD::Km/Sp allele but tacks the nifF::I-Scel allele. 
Altecnatively, removal of the nifH::/Scef allele by sister- 
strand exchanges can come about from either double 
recombination or gene conversion. Both processes gen- 
crate a non-rearcanged pSym, lacking the nifH::/Scef 
allele but maintaining the nifD::Km/Sp allele (Figure 
2). This kind of product was called apparent gene con- 
version, since a formal distinction of which process is 

participating (double recombination or gene conver- 
sion) is not possible when the recombining sequences 
arc in direct orientation (SecaLi and Roti 1994). 

Intramolecular exchanges might also be responsible 
for the generation of selectable Km’ derivatives. As 
shown in Figure $ (left part}, an intramolecular cross- 
over generates a lrue gene conversion recombinant. 
However, this event cannot be distinguished from the 

non-rearranged class generated by sisterstrand ex- 
changes (sce above); therefore, all these are also scored 
as apparent gene couvertants. Intramolecular exchange 

between nifregions a and c generates an inversion (Fig- 
ure 3, center). This recombinant has a Km! phenotype 
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Ficuke 2.—Formation of Km’ derivatives by sister-strand 
exchanges. nifregions a, b and ¢ are shown as rectangles with 
white, stippled or black shading, respectively, the nifHi:lSeef 
allele as a stick and ball symbol and the nifD::Kin/Sp allele 
asa triangle symbol. (Left part) Recombination between nif 
regions a and b feads to the formation of a large tandem 
duplication, where the join point {indicated as a rectangle 
with mixed shading) carrics the #ifD:-Kim/Sp allele but lacks 
the nifH:-FSed allele. (Right part) Both double recombination 
of gene conversion can generate a non-<earranged pSym. lack- 
ing the nifff::t-Seef allcle but maintaining the #ijD::Km/Sp 
allele. This kind of product was called apparcnt genc conver- 
sion, since making 2 formal distinction between which process 
{double recombination or gene conversion) is participating 
is not possible when the recombining sequences are in direct 
orientation. Only the selectable producis are stiown, 

      

due to the relocation of the nifD::-Km/Sp allele, which 
is now fused to the nifH region ¢ promoter, Finally, 
intramolecular double recombination may also produce 
a Km! recombinant, due w a relocation of the niffl::f 

Seef allele (Figure 3, right). 
Correction of a small insertion in the nif multigene 

family is achieved by multiple recombination events: To 
evaluate the frequency of correction in this multigene 
family, sain CFNX237, carrying the nifFfstSeef and 
nifD::Km/Sp allclic combination on the pSym, was 
grown overnight in rich media and plated in media 
containing a low concentration of kanamycin (3 ug 
mit). Km! derivatives were found at a high frequency 
(344 X 10“). To identify the molecular events responsi- 
ble for the gcucration of Kn’ derivatives, 51 colonics 

were randomly chosen from seven independent selec- 
tion experiments and purified as single-colony isolates. 
These derivatives were characterized by a combination 
of PCR, sizing of the resulting pSym and Southern blot 
hybridization against specific probes and then assigned 
to specific classes according to the criteria described in 
MATERIALS AND METHODS. 

As shown in Figure 4, derivatives belonging to class 
1 {tandem duplication) were the most abundant, com- 
prising 74% of the observed products. This class may 
have resulted from a sisterstrand exchange (Figure 2. 
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‘conversion secombination 

Ficunt: 3.—tatramoiecular exchanges might also be cespan- 
sible for the generation of selectable Km' derivatives. All syin- 
bolsareas in Figure 2. (Left part} An intramotecular crossover 
generates a true gene conversion recombinant. However, this 
event cannot be distinguished from the non-cearranged class 
generated by sister-strand exchanges (sec Figure 2); therefore, 
all these arc also scored as apparent gene convertants. (Center 
part) An intramotecular exchange between nif regions a and 
€ generates an inversion. This recombinant has a Km’ pheno- 
type duc to the relocation of the ifD::Knt/Sp allele. which 
is now fused to the nifff region c promoter. (Right part) 
Intramolecular double recombination may also produce a Km‘ 
recombinant. due to a relocation of the nifHt:/Seef allele. Oaly 
the sclectable products are shown. 

left). Class If derivatives (apparent gene conversions) 
constitute 14% of the total isolates analyzed. As ex- 
plained before, these may originate either through i 
teractions involving sister strauds (double crossover or 
gcne conversion, Figure 2, right) or from imramolecu- 
lar exchanges (true gene conversion, Figure 3, left). 
luversions (class UI, Figure 4) were very scarce in this 
sample, being represcuted by a single derivative (ca. 
2%). This class is readily explained by assuming a recip- 
vocal intramotecular exchange (Figure 3. center; sce 
DISCUSSION). 

The remaining 10% of the derivatives are divided into 

three additional classes (IV to VI, Figure 4), These were 

generated most likely through a combination of appar- 
ent gene conversion plus additional recombination 
events. For instance, class [V is a tandem duplication 

similar but wut idcutical to class I, Unlike class E, class 

TV derivatives have additionally tost che nifH::/See/ allele, 
thus being also a case of apparent gene conversion. 
Class V is similar to the simple class II derivatives (appar- 
ent gene conversion), but it harbors an additional 
nifD:Km/Sp altete in nif region b. Class V1 is au appar- 
ent gene conversion that carrics a large deletion of 

the pSym; deletions similar to this have been observed 
previously (ROMERO ef al. 1991). No derivatives attribut- 

able to intramolecular double recombination (Figure 3. 

    

  



Recombination in Multigene Fansilics 7 

Original Construction 

Af nc 

a ¢ b 

Frequency of each 

derivative (x 10-6) 

' a 287 (38) 

Km! Derivatives 

a c Sbda oc b 

ut he 47.3 (7) 

a e b 

au cp — de 6.7 (1) 

Vv re 20.2 (3) 

a c Sbwa b 

Vv aed 6.7 (1) 

a © b 

M a 6.7 (1) 

TOTAL 344.6 (51) 

Frayne 4.—Molecular events leading to the correction of 
a small insertion in the sifmuttigene family. Roman numerals 
indicate specific classes. Numbers in bold denote the fre- 
quency of clones in cach class, while numbers in parentheses 
are the number of Km’ clones represented in the correspond- 
ing class. All symbols are as in Figure 2. 

right) were found, despite the finding of other complex, 
double-exchange events. Possible reasons for the ab- 

sence of this class are presented in the DISCUSSION. 

Thus, these results indicate that: (i) a variety of recom- 

bination events are participating in the correction of a 
small insertion in a member of this multigene family, 
(ii) tandem duplication is a major contributor for the 

observed correction, followed significantly by apparent 
gene conversion; and (iii) muluple recombination evcats 
were frequently found. 

Role of the recA gene in recombinational correctio: 
‘The participation of the recA gene in the processes Iead- 
ing to correction of the niffi::i-Scel allele was evalu- 
ated by introducing the recA:-0Cm allele into strain 
CFNX237 as described in MATERIALS AND METIIODS. 

Introduction of the recA::0.Cm allele provokes a 50-fold 

reduction in the frequency of isolation of Km' deriva- 
tives (from 344 X 1076 in strain CFNX237 to 6 X 10-* 

ian steain CFNX242). Characterization of twenty Km’ iso- 

Jates obtained from strain CFNX242 did not reveal any 

oss or relocation of the nifH::f-Scel allele. Although not 
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jon of Kin derivatives by intermolecular 
exchanges. intermolecular exchanges can farm selectable Kin’ 
derivatives either by a double exchange (center part) or by a 
true gene conversion cvent (right part). The product shown 
at the feft part (single exchange) is not selectable, because it 
confers only a low-level resistance to kanamycin. 

characterized further, these derivatives are more likely 
duc to spontaneous mutations that restore transcription 
of the Kin’ gence. Thus, the ret geuc participates in the 

formation of taudem duplications and apparent gene 
couversions. 

Recombinational correction in the nif muttigene fam- 
ily occurs frequently by intermolecular exchanges: A 
particular limitation of the system employed so far is 
that correction of the nifH:-1-Scef allele might be gener- 
ated either by intermolecular exchanges (sistersuand 

events), by intramolecular recombination or through a 
combination of both processes. However, a clear distinc 
tion of the sole of intermolecular exchanges can be 

achieved through the incorporation of the allele whose 

correction is to be scored into a separate plasmid. As 
shown in Figure 5, correction in this system occurs only 

by intermolecular exchanges. This process has three 

separate outcomes. Single exchanges provoke the incor- 
poration of the small plasmid into the pSym (Figure 5. 
left). The other two alternatives (double exchange or 

gene conversion) maintain the small plasmid and the 
pSym as separate entities, but the small plasmid now 
lacks the ifHi:/Seef allele (Figure 5, center and right). 
Although the expected products for double exchange 
or gene conversion events are different. itis not feasible 
lo achieve a distinction between these alternatives, due 

to the possibility of cosegregation between the small 
plasmid (generated by a double exchange) and a sce- 
ond, uninvolved copy of the pSym. 

To evaluate the role of intermolecular exchanges in 

the observed recombinational correction, small, broad 

host-range plasmids containing either the nifD::Krn/Sp 
allele (pCRS6, Table 1) or the nifPl::-Seeland nijD::Kn/ 
Sp altctic combination (pCRS?, Table 1} were con- 

structed as described in MATERIALS AND METHODS. Con- 

jugative transfer of each plasmid into a wildtype & eli 
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strain (CES) generated strains CFNX238 and CFNX239 
(Table 1), Strain CENX238 (harboring plasmid pCRS6) 
showed a high+tevel resistance to kanamycin (70 ug 
mt"'), while strain CFNX239 (carrying pCRS7) re- 
mained Km*. Km’ derivatives [rom strain CFNX239 were 
obtained at a frequency of 28 X 10-* A total of 21 
separate isolates (obtained from four independent se~ 

lection experiments) were classified under the criteria 

described in MATERIALS AND METHODS. All these deriva- 
tives showed a structure compatible with apparent 
gene conversion (Figure 5, righ). The absence of the 
siugle-exchange class was expected, duc to the low resis- 
tance to kanamycin obscrved when the #ifH::f-Scef aud 
nifD::Km/Sp allelic combination was integrated on the 
pSym. Similac to the previous system, the double- 
exchange class was absent from this sample (sec piscus- 
SION). 

The frequency of the apparent genc conversion class 
in this system (28 X 107) is similar to the onc estimated 
before (48 X 107). These results suggest that this class 

is frequently gencrated through intermolecular ¢x- 
changes. 

This system allows us to determine if the formation 
of apparent gene convertants depends on the prescuce 

of additional copies of the nif region. To that end, plas- 
mid pCRS7 was introduced into strain CFNX89, gencrat- 
ing strain CFNX241; since this strain is devoid of the 
pSym, additional copies of the nif cegion are absent. 
The frequency of Km‘ derivatives is reduced threefold 
(to 7.1 X 107); these derivatives did not show the cor- 
rection of the nifH::/-Scef allete. Thus, these results, cou- 
pled to the recA dependency data, indicate that apparent 
gene conversions are formed through a recombina- 
tonal process, and not due to a recA-dependent, exci- 
sion fepair process. 

Correction in the nif multigene family leads to a pre- 
cise restoration in nucleotide sequence: To be useful as 
a process leading to concerted variation between the 
nif regions, apparent gene conversion must restore the 
nifH::/-Seel allele to an otherwise wild-type sequence. To 
ascertain if this was the case, three indeperdent class 
I, Km’ derivatives and one class VI derivative (Figure 
4) were subjected to PCR amplifications employing oli- 
gonucleatides ol aud of (Figure 1) as primers. This 

particular primer pair yiclded products of the region 
encompassing the site where the nifH:EScef allele was 
located. These PCR products were sequenced, using 
oligonucleotide ol asa primer. In every case, nucleotide 
sequence was fully restored to wild type. These data 
were extended by isolating pCRS7 from four indepen- 
dent Km’ derivatives obtained as explained in the previ- 
ous section; these plasmids were then transformed into 
E. coli. Nucleotide sequence from these derivatives also 
yielded a region identical to the wild-type sequence 
(data not shown). Thus, apparent gene conversions lead 
to a precise restoration of the wild4ype uucieotide se- 

quence. 
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DISCUSSION 

In this study we show that multiple recombination 
events, including tandem duplication, apparent gene 
conversion and inversion, Icad to the correction of a 

small inserdon in the nif multigene family. Tandem 
duplications appeared ata frequency of 2.8 X 10-*, and 
were formed through recombination between nifregion 

a and nif region b. The abundance of this class (75% 
of the observed events) was expected, siuce any cross 
over in the I-kb region separating the nifH::fScef and 
nifD::Km/Sp alleles must produce a Km! derivative. 
Thus, the frequency at which this class is generatcd 
reflects the frequency of recombination per kb of avail- 
able homology in this organism. This estimate agrees 
well with previous evaluations in an interval of equiva- 
leut size (RoareRo ef af. 1995). 

Apparent gene conversion eveats in the nifmuluigene 
family were readily detected. The recombinavonal ori- 
gin of these events is supported by (i) the strict require- 
ment for a functional recA gene, (ii) the dependency 
on additional copics of the nif region for their forma- 
tion, and (iii) a precise restoration of the wildtype nu- 
cleotide sequence. Apparent gene conversions com- 
prised 24% of the observed events. appearing at a 
cumulative frequency of 8 X 107%, This estimate is re- 
markably similar to the observed frequencies of appar- 
ent gene conversion in both E. coli (Harvey and Hi. 
1990) and S. typhimurium (StcaLt and ROTH 1994). 
Previous estimates obtained in meliloti, bascd on data 
from phage crosses, suggested that the efficiency of ap- 
parent gene conversion was lower in this organism chan 
in E. coli (Orosz et al. 1980). Our results clearly show 

that this is not the case, at least for recombinational 
interactions among members of a multigene family. 

Ic is important to remark that this frequency refers 

to interactions with a particular outcome, namely, the 
correction of a specific 28-bp insertion, When all the 
possible corrections alongside the kb nif regions are 
considered, the fraction of cells in a population with 
some change caused by apparent geac conversion in 
the nif regions should become substantial. Our results 
show that transfer of genetic information through 
apparent gene conversion occurs ata frequency that 
exceeds the frequency of spontancous mutation, 
Therefore, this mechanism must contribute siguifi- 
canuy to maintain the genetic homogeneity observed 
among members of the nif mulugenc family in Rhizo- 
bium, resulting in concerted evolution. We suggest that 
apparent gene conversion should also be relevant to 
explain other instances of maintenance of sequence 
identity in Rhizobium, as seen in a variety of multigene 
families. 

Besides demonstrating the occurrence of apparcut 
gene conversion, our work also allows us to draw some 
useful infercuces about the recombination process in 

Rhizobium. Compared to tandem duplication and ap- 
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parent gene conversion, inversions are minor contribu- 
tors to correction of the effects ofa small insertion. Ouly 

gle inversion, formed by recombination between nif 
region a and nif region c was isolated, at a frequency 
of 6 X 107%. Although the ocurrence of an inversion 

allows us to classify this interval as permissive (according 
to the terminology of Szcat. and Roti 1994), the 

scarcity of this class is intriguing. Possible deleterious 
effects of this rearrangement on strtin viability can he 
ruled out, because the straiu harboring an inversion 
grows as well as the parental strain (data not shown). 

The infrequent occurrence of inversions canuot be cx- 
plained by restriction in the size ofa homologous region 
available for recombination. The interval used to gener- 
ate au inversion is similar in location and size (750 bp} 
to the one used to generate a tandem duplication (1 
kb). Despite this similarity, inversions occur 100-fold 
less frequently than tandem duplications. 

Rarity of the inversion class can be explained by 
assuming, as has been proposed previously, that recom- 
bination in bacteria frequently entails the use of the 
so-catled half-crossing over (MAUAN and Rotu 1989; 

Kopavasint 1992; Secace and Roti 1994; Rorit et al. 
1996; Yamamoto ef al. 1996). Following this proposal, 
a half-crossover between two recombining scquences 
would gencrate a recombinant motecule and two bro- 
ken DNA ends. Tandem duplications and apparent 
gene conversions can be readily generated by this mech- 
anism; in contrast, formation of an inversion would re- 
quire two coincidental half-crossovers to produce a via- 
ble recombinant, explaining the low frequency of this 
class. The occurrence of half-crossovers would also ¢x- 
plain ovo additional aspects of this work, namely the 
preference of intermolecular exchanges for generation 
of apparent geuc couvertants and the absence of deriva 
lives attributable to intramolecular double recombina- 

tion (Figure 3, right). These features might be 2 conse- 
quence of the fact that a single intramolecular half 
crossover generates a linear molecule, thus precluding 
the isoladen of a viable recombinant. 

Considering the arguments given above, the occur 
rence of classes attributable to complex, doubleexchange 
events (classes IV to VI, Figure 4) might seem paradoxi- 
cal. However, we believe that these classes are formed 

by successive, rather than coincidental, half-crossover 
events. Common: to these classes is that they appear to 

be composites of wo different recombination eveuts, 

where Ure product of cach event is selectable. For 

stance, class IV was apparenuy generated by two sc- 

Jectable events, one a tandem duplication and the other 

an apparent gene conversion. It is conceivable that re- 

combinants belonging to this class may have formed as 
successive recombination events during colony develop- 

ment, in a situation akin to phage recombination or 

recombination among small, high-copy number plas 
mids (YaMamoTo ef af. 1988). 

We are indebted to Susawa Bross, Jatntt, Manrinez-Satazan and 

    

    

Ravatl, Paracios for critical reviewing of the manuscript, to Just 
Esriurru and Césan Hexxdnory. for help in preparing the manu 
script to Patmicia Bustus for fretp with nucleotide sequencing. and. 
to Javine Revewa and Maula mca Par Salas for skillful vechnical 
astivance. Partial Ginancial support for this research was provided 
try grants No. AS2L-NYHOG from the Consejo Nacional de Ciencia y 
Tecnologia (México) and No. 0S0355 from the Programa de Apoyo 
alas Disisiones de Estudios de Posgrado (Universidad Nacional Auté- 
noma de México). C. R. was a recipient of a scholarship from the 
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (México). 

        

LITERATURE CITED 

    Annorxatin, F.,and D. HucHes, 1996 Homologous recombination 
benween the fay genes of Salmonella tyfhimurinm. J. Mol. Biot. 260: 
506-522, 

Ausunei FM. R Baer, RE. Kincstow, D.D. Moone, J.G. SrtA 
ef at, 1987 Guero Protnents in Molerular Rinlegy. Massachusetts 
General Hospital, Harvard Medical School. John Wiley & Sons, 
Inc., New York, 

Bacutrinine, S., E. GIison, M. Horsunc and CW. Hits, 1996 Re- 
peated sequences, pp. 2012-2040 in Eacherrrkia coli aud Sabmonelln 
Sgphimurium: Cetheter cad Molerutar Binkog, Ed. 2. edited by F. c 
Neapuamor, R Curress [11 f. L Inceanaat, ECC. Lin. 
Low, fue, etal American Society for Microbiology Press, W3 ae 
ton, DC. 

Bannnucurjones, 5. T. A, Horror, C Moweasos, KF. Scart and 
J. Stene, 1989 Structural and functional analysis of aitrogenase 
Benes from the broad-host-range Mthizolium strain ANU240. Gene 
Ti: 1A1-155. 

Bewcaiaw, KE Nutry and Su.1991 | Mutations the ovo Magel 
lin genes of Rhardéum meliloti. ¥. Bacteriol, 123: 3716-3723. 

Brartwen, FR. G. Pronger i, CA, Buocit, N. T. Pexna, V. 
Bunrann et at, [997 The complete genome sequence of Esch 
richia eoli K-12, Science 277: 453-1474, 

Bover, H.W.and D, Ravi ane Dusstux, 1969 Acomplementation 
analysis of cestriction and modification of DNA in Escherichia coli. 
J. Mol. Biol, 41: 459-472. 

Banat, S., A. Gancls ox uns Sarros, T. Srerkowsns, M. Floxes, G. 
DAvta ef af, 1992 Different plasmids of Whialiaw Lgumino- 
anram bw. phascoli are required for optimal symbiotic perfor. 

nce. j. Bacteriol, 174: 5183-5189. 
an-Wattaston, VM. C. Cannon, 

CANNON, 1981 Role of the eifA gene 
of nifexpeession in Kiduirthe parwmonier, Nature 24: 776-778. 

Davin, MO. Dames . Ranis, 1987 Tran 
scciption patterns of Hhizaldune srt i 
idcwtification of uifAindependent fur genes. J. Bacteriol. 
ea3g-2041, 

Domine, RC. 1996 Native insertion sequence clements: locations. 
distributions and sequence retationships. pp. 2000-2041 in Hache 
richire coli and Satmonetta typhimurium: Cetfater and Alolecutur: 
Ed. 2. edited by F.C. Netttaxn, R Curis HE J. 1 Incnastant, 
EC. C.Lix. RB, Low, Ju. etal American Society for Microbiology 
Press, Washington, DC. 

Dovex, GA. lution of genctic redundancy for advanced 
players, Curr. Opin. Genet. Dev. 3: 902-910. 

Ecxnanor.T. (978 A rapid method for the identification of plasn 
deoxyribonucleic acid in bacteria, Plasmid. 1: 584-583, 

Frovarec, A. P., and B. Vocestety, 1983. A technique for radiola- 
ig DNA restriction cndunucicase fragincuts to high specific 

activity. Anal. Biochem. 132: 6-15, 
Frourskt, D. Hand D. R. Heuinski, 1979 Replication of an origin- 

containing derivative of plasmid RK2 dependent on a plasmid 
i provided in trans. Proc. Nail. Acad. Sci, USA 76: 1648- 

  

    

  

     

    

    

   

  

  
  

Bue . L. Beynon and F.C          

   

  

    

   

  

    

  

    

  

    

  

  

    

Fiscotrut, HM. M. Banst, T. Rasrar, G. Acuia, Fo Auicont ef al, 
1993 One member of a grakMirdike chaperonin multigene family 
in Omdtyrhiolium japonicum is coreguiated with symbiotic nite 
gen fixation gencs. EMBO J. 12: 2901-2912. 

Frow.s, M., V, GonzAtex, 5. Bros, Mantinex, D, Padre ef af. 

1987 ‘Reiterated DNA sequences in Mthizoldium and Agrobacterium 
spp. J. Bacteriol. 169: 5782-5788. 

  

      

  

 



. Beouerron, A. Rasene 
bioses between Mthise    

  

and legumes. Nae 387: 394-401, 
Ganetory, SH. Zou and Ro Rov  199G Cene conversion 

plays the major cole in coutrotling the stability of tage taudent 
repeats in yeast. EMBO J. 15: 1715-1725. 

Genaen, M. LM. Frans, §. least, 2D, Rasta, Ro PALAGIOS ef 
1991 Structural complexity of the sinbiotic plas 
Sine kgwninsnrim bv. phascoti. 

Harvey, S., and CW. Hira, 1990. Exchange of spacer regions b= 
tween FRNA operons in Farkerichin en Genetics 125: 683-690, 

Herwinprs-Lucas, 1, M.A. Paxoo, L. Secovia, J. Mikanpa and E, 
MAnTINEZ-ROMERC, 1995. Hhizaleunt inqiirichiromosomnal citrate 
synthase gene. Appl. Environ. Microbiol. 61: 3992-5997, 

Jacuson, J. A,and G.R. Fink, 1981 Gene conversion benwcen dupli- 
cated genetic elements in yeast. Nauwe 292: 306-311. 

Journ, B.. and G. LG. Mucins, 1988 The Fukeryate Grnome ix Bruty 
stent and Evolution, Allen & Unwin, London. 

Jones, J. D, G.. and N. Gurtersoy, 1937 An cfficient mobitizable 
cosmid vector, pRK7315, and itsuse ina rapid method for marker 
exchange in Prrudumonnt flusscens HV372. Gene 61: 299-306, 

Kian, 11.1, andT. D. Petts, 1981 Inuactiromosomal gene conver- 
144-148. 

1992 Mechanisms for gene conversion aud homolo- 
ination: the double-strand break repaie aodel and 

the successive bail crossing-over model, pp. 81-133 in Advances 
in Binphysics, edited by M. Karam, Japan Seicniific Societies Press 
and Elsevicr, Tokyo and Limerick. 

Konme, C,H. Heswecxnand M.Gérrtet er, 1993 Correlated physi- 
cal and genetic map of the fnudyrhizubiucm japoninuw L1O genome. 
J. Bacteriol. 175: G13-622. 

Mattan, M.J.. and J. R. Rati, 1989 Role of rerfiC function in forma- 
tion of chromosomal rearrangements: a pwo-step model for ce- 
combination. Genetics 121: 433-143, 

Mancoun, W. and, Lone, 1994. Hhizshium melilai contains a novel 
second homolog of the cell division gene fuZ. J. Bacteriol. 176: 
2033-2043. 

Maman, J. CL, M. Exetr and Ej. Wrees, 1984 The pIC plasmid 
and phage vectors with seratite cloning sites for recombinant 
sctection by insertional inactivation. Gene 32: 481-485. 

Mawrine2-SALazan. J. M., D, Rosina, M.L Gieaxn and G. Davia, 
1991 Molecular cloning and characterization of the reed gene 

of Ithizobium phascoti and construction of recA mutants. J. Bacteriol. 
173: 3035-3040. 

Musee, J. HL 1972 Ksperiments in Molervdar Genetirs, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York. 

Moxert, BE. S. Mowsao aud G. Esrin, (988 Transcription analysis 
of the three sifP genes of thénbiure phasenli with gene Fusions, 
Mol. Gen, Genet, 213; 499-504. 

Now, K D.. F. Sauces, L Feexdnony, J. Leraians and M.A. Cex 
ALGOS, 1984 RAzobiwn pheueoli symbiotic mutanus with transpo- 
son TnS insertions. J. Bacteriol. 158: 148-155, 

Now, F,, and C. Ecsteatcn, 1987 Nucleotide sequence and func: 
Gonal analysis of the to nifH copies of Rhizobium ORSST1. J. 
Gen. Microbiol. 133: 1563-1576, 

OUnG,S., 1970 Evolution by Gene Duplication. Springer Vertag, Bertin, 
Oxazaxt, N.S. Matsuo, K Sarto, A. Tostaaca and M, Exonates, 

1993 Conversion of the Sefumurin phase | Magellin gene flit: 
to the phase 2 gene fyltion the Fachrrirkia mit K-12 clirouosomre, 
J. Bacteriol. 175: 758-766, 

Orcs, L., A. Pav and G. Datiscann, 1980 Heterorygosis of phage 
16.3 Of Hhizalium melitote moderate level of mismatcls repair oF 
gene conversion. Mot, Gen, Genet. 179: 163-167. 

Pano, M.A..|. LacGnez, J. Minanna and E. Maurine, 1994 Nodu- 
tating ability of Rizaliun irpic is conditioned by a plasmid- 
encoded citrate synthase. Mol. Microbiol. U1: 315-521. 

     

    

     

        

  

    

        

  

  

   

      

     

  

    

  

C. Rodriguez and D. Romero 

  

Parts, T. D., 1980 Unequal arciotie recombination within aandem 
arrays of yeast tibbosomal DNA genes. Cell 19: 765-774. 

Parse agenesis 

    

    
    

  

lu vitro insertion 
a clectable DNA fraginent. Gene 23; 303-313, 

[ Deranens, MLA. Ca 
1985 Narogenase reductase: a fy 

in Mthisabium phased, Proc, Natt, Aca, Sci, USA 82: 1170-1174 
Rostexe, D..S. Buont, J. Mascrinez-Satazan, M.-L. Gikaan, R PALAC 

jus ef nf, 1991 Amplifeation and deletion of a ami-wif region 
in the symbiotic plasmid of (thizeleun phaseoli. J. Bacteriol. 173: 
2435-8441. 

Raawxo, D., J. Mawtiner-Sarazan. L Gitann, S. Bton. G. DAWA 
ata. 1995 Discrete aimplifiable regions (amplicons) ia the sym 
biotic plasmid of ithizalsus etfi CFNS2. |, Bacteriol. 177: 973-980. 

Rosxo, D..G.DAvia and R. Patacsos, 1997 The dynamic genome 
of jem, pp. ISS-AGL in Bacterial Crnomes: Physical Sirurture 
and Analysis, edited by F. J. me Bauys. J. R. Lursnt and G. Weixs- 
Tock. Chapman & Hall, New York. 

Row, J. RN. Bess 
1996 Reanangemenis of the bacterial chromorame: formation 
and applications, pp. 2256-2276 in Eachenichin cals and Satannetia 
iyphimuriam: Cellular and Alolerular Hinlory, Ed. 2, edived by F.C. 
Nriouaor, R. Curtiss If J. L Ixceanant, EC. C. Us, KB. 

logy Press, Washing- 

   

  

HL 
ctional nuadiigene Family 

  

  

      
        

    

  

   

  

   
   

    

    

    

    

ELF. Fearsctr and T, Masvatas, 1989 Afalrrulae Clan- 

  

Gold Spring Harbor, New York, 
Scauotes, AQT. Parscuxens: . 

Weunnva et al, 1997 Functional and regulatory analssis of the 
two copies of the ficKOQM operon of Mthinddne Lpcminastnzm 
atrain VF39. Mol. Plant Microbe loteract. 10: 605-616. 

M.. E. Kosponoss, P. Rarer, M. Butaf and A. 
Cell and molecular biology of itkioléueptant interae- 

tions. tnt. Rew. Cytol, 156: 1-75. 
.and[.R.RotH, 19M Approaches tw haiftetrad analy 

sis in bacteria: recombination between repeated, imerse-order 
chromosomal sequences. Genetics 136: 27-39. 

Secovia, LJ PW. YouNG and & Maxtixez-Rustxo, 1993 Reclas 
Sification of american ithiznléum tgumincsarun biovar phascoli 
type U strains as Rhinbium effi sp. nav. tnt. J. Sixt. Bacteriol. 43: 
374-377. 

Sion, R. 1994 High frequency mobilization of geam-negative bac- 
terial replicons by the x wire constructed Ta SMob transposon, 
Mol. Gen. Genet. $96: 413420, 

Sewon, R.. U. Patera and A. PGHuex, 1983 A broad how range 
zation system for in ulus genetic 

   

    

  

    

     

  

     
Srostak, J. W. and R. Wu, 1980 Unequal crossing over in the ribo- 

somal DNA of Saccharomyers cerevitiar, Nature 284: 426-490, 
Vatuninkama, B., A. Davatos, L. Gikakn, E. Moxerr and J. Moma. 

1996 Regulatory proteins and cisacting elemenis involved in 
the transcriptional coutrol of MAiiabium eli reiterated nifH genes. 
J. Bacteriol. 178: 3119-3126. 
Jams, $M. and C. Strack, 1985 Sister chromatid exchange 

  

  

  

  

   and the evolution of DNA spacer length. J. Theor. Biol. 118: 
025-636. 

Vasaneito, KH. Yosnteuma, N. Takaitestt and I Konavastel, 1988        
Apparent gene conversion in an Exhendun salt rec? 
explained by mu 
Gen, Ge 

Vamanaro, 
Konavi 
combination. Genetics 143: 27-36. 

strain is 
1c rounds of reciprocal crossing over. Mol.    

   Y. Fuyrtasa, 1. Vosraxuma and i. 
lhumotygous 1 

  

Communicating editor: P.L Fosten



RESULTADOS ADICIONALES 

Evidencia tedérica de la presencia del mecanismo de conversién 

génica en otra familia multigénica en Rhizobium. 

Al detectar la presencia de conversién génica aparente entre los miembros de 

la familia multigénica de los genes nifH en el pSim de A. etli CFN42, realizamos un 

analisis tedrico considerando la posibilidad de encontrar evidencia de que este 

mecanismo ocurra en otras familias multigénicas. Para este fin, se realizo una 

busqueda de secuencias reiteradas_con alta identidad, que estuvieran presentes en 

dos cepas de Rhizobium . Solamente encontramos un ejemplo representativo, el cual 

presentamos a continuacién. 

Genes flaA y flaB 

La flagelina aporta el 5% de la proteina de una bacteria y los genes 

fresponsables tal vez se expresan a niveles elevados. Los genes estructurales flaA y 

flaB codifican dos subunidades estrechamente relacionadas del complejo filamentoso 

flagelar de R. meliloti. (Pleier y Schmitt, 1989). Estos genes en la cepa A. meliloti 

1021 estan constituidos por 1188 (flaA) y 1191 (flaB) pares de bases y en !a cepa A. 

meliloti RU10406 los dos genes miden 1185 pares de bases. Los genes de flagelina 

se transcriben de manera independiente y estan arreglados en tandem con una 

separacién entre ellos de 345 pares de bases (Fig. 5). 
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Fig. 5. Mapa de los genes flaA y flaB de R. meliloti 1021. Los genes de flagelina 

estan representados con las flechas grandes. Los ndmeros indican la posicién en la 

secuencia nucleotidica. Los sitios de restriccién estan indicados como: C ({Clal), £47 

(Eco47 II), N (Ncol, S (Smal) y X (Xhol). La comparacién porcentual de la identidad 

de secuencia para la regién flaA-flaB de la cepa de A. meliloti RU10406. estd 

sefialada en cada __regién analizada . El inicio de la transcripcién de cada gene esta 

indicado por las flechas pequefias (479 y 2028). Un sitio de terminacién de la 

transcripcién esta sefialado como un cuadrado (1860) y es una secuencia repetida 

invertida seguida por residuos de timina (Tomado de Bergman et al, 1991). 
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En la cepa A. meliloti RU10406 los genes fiaA y flaB tienen entre ellos una 

identidad del 93% y en la cepa A. meliloti 1021 los mismos genes presentan una 

identidad de! 85% (Bergman et a/., 1991). La identidad se mantiene en las regiones 

centrales y los cambios que se presentan se localizan en las regiones amino y 

carboxilo terminal. Al realizar un andlisis de secuencia y comparar a los genes de 

flagelina intercepas 1021 vs RU10406, la identidad entre estos genes baja al 50%. 

Ademas, existe en su regién intema una divergencia de la secuencia codificadora, 

pero esta diferencia no se presenta entre los dos genes de flagelina de cada cepa. 

Estos datos sugieren que la conversién génica se presenta entre las copias de 

los genes fiaA y flaB , permitiendo la evolucién concertada de los genes de flagelina. 

La mayoria de la informacion con respecto a otras reiteraciones, se tiene por 

evidencia de hibridizacién y solamente en algunos casos se reporta la secuencia 

nucleotidica de los genes repetidos. Hasta el momento fa evidencia de la existencia 

del mecanismo de conversién génica mediante fa conservacién de identidad de 

secuencia nucleotidica dentro de las Rhizobiaceae, se restringe a cinco genes 

completos (reiterados) que presentan una alta identidad entre ellos que va del 94% 

al 100% (Tabla lil). 

Estos genes son blancos suceptibles para disefiar en ellos sistemas genéticos, 

que permitan comprobar experimentalmente conversién génica. De resultar positivos 

los ensayos con esas secuencias reiteradas este mecanismo de homogenizacién 

como un proceso determinante en la dindmica del genoma de Rhizobium, se vera 

apoyado 
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Tabla Ill. Genes reiterados con alta identidad en Rhizobiaceae 

  

  

  

  

    bv. viceae VF39       

CEPAS GENES | IDENTIDAD | BASES | CARACTERISTICAS 

Sinorhizobium | fixK 100% 636 | 2 copias en el plasmido Sim. 

meliloti 2011 Renalier et ai, 1987 

Sinorhizobium| groEL 97% 1638 | 2 copias en el pidsmido Sim. 

meliloti 1021 Rusanganwa y Gupta, 1993; 

Ogawa y Long, 1993. 

Rhizobium tropici| csA 96% 1213 | una copia en cromosoma y 

CFN299 otra en pSim. Pardo ef ai, 

1994; Hemandez-Lucas et al., 

1995 
Rhizobium. Una copia en el plasmido c y 

feguminosarum| _ fixN 94% 1623 j otra en e! plasmido d.   Schiiiter_ et al, 1997 
  

Explorar el efecto de ruptura en doble cadena sobre la dindmica 

de conversién génica para 1a familia multigénica nifH. 

La recombinacién homéloga puede dar inicio mediante ruptura en cadena- 

sencilla 6 ruptura en doble cadena. Si la recombinacién se da por ruptura en cadena 

sencilla, hay asimilacién de una cadena y la migracién subsecuente de esta cadena. 

Alterativamente, si ocurre ruptura en doble cadena, es seguida por un mecanismo 

de reparacion que usa una secuencia homdloga sin rupturas como templado. 
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Szostak et al, (1983) reportaron en S. cerevisiae, que un plasmido de E. 

coli que porta una secuencia homdéloga al DNA de levadura, al realizar in vivo 

ruptura en doble cadena en la secuencia de levadura , el pladsmido se integré en el 

locus cromosomal homdlogo $y la recombinacidn se incrementé 3 000 veces. Asi, el 

evaluar el efecto in vivo de ruptura en doble cadena en los sistemas intramolecular e 

intermolecular en el pSim de A. etli CFN42, ofrece una manera interesante para 

profundizar en la dindmica de recombinacién y en particular de conversion génica. 

De presentarse un efecto similar, habraé una mayor proporcién de los productos de 

recombinacidn obtenidos a baja frecuencia como son las inversiones y creemos que 

se podrdn detectar eventos de conversién génica asociada a recombinacion. 

El sistema considerado para detectar el efecto de ruptura en doble cadena 

sobre la dindamica de conversién génica emplea también a la familia multigénica de 

los nifH. La estrategia disefiada consiste en introducir una secuencia artificial 

especifica (megalinker) dentro de una de las reiteraciones nifH ; esta secuencia sera 

el blanco para una enzima de restriccién cuyo sitio de corte sea Unico en el genoma. 

El segundo paso consiste en clonar el gene para la enzima de restriccién que acttie 

sobre este sitio, en un vector controlable y compatible con Ahizobium e introducirlo 

en las cepas de Ahizobium para evaluar recombinacién intramolecular e 

intermolecular. Si la recombinacién homéloga procede preferencialmente bajo el 

modelo de ruptura en doble cadena y reparacién, este sitio, al ser cortado in vivo, 

funcionara como recombinador en el gene nifH. 

La construccién de la regién nifH con el megalinker esta descrita en el 

articulo mostrado en esta tesis. El megalinker 1-Sce/ contiene las 18 pares de bases 
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necesarias para ser reconocido como sitio Unico de restriccién de la endonucleasa 

1-Scel del intrén mitocondria!l de Saccharomyces cerevisiae (Colleaux et al.,1988). 

Cabe sefialar que la presencia natural de este sitio solo se ha detectado, ademas de 

en S. cerevisiae, en el fago T7 (Thierry et a/., 1991). Colleaux ef af. (1986) 

determinaron que fa presencia al azar de un sitio de 18 pares de bases ocurriria 

estadisticamente en una cantidad de DNA equivalente a uno en cada 20 genomas 

humanos. Esto hace sumamente improbable el encontrar otro sitio similar en el 

genoma de Rhizobium . 

E! ORF 1-Scel del intrén mitocondrial de levadura (modificado al equivalente 

del cédigo universal), esta clonado en el plasmido pSCM525 bajo el control de un 

promotor de E.coli y Produce una proteina idéntica a la transposasa mitocondrial 

(Colteaux et a/., 1986). Para verificar que este ORF es capaz de sintetizar la enzima 

de restricci6n correspondiente, se transfirié por conjugacién el plasmido pCRS5.1 (la 

orientacién del megalinker esta invertida) a la cepa de E.coli que tiene el pSCM525. 

Después de la conjugacién, se confirmé fa coexistencia de tos plasmidos mediante 

marcadores y patrén de restriccién. Al realizar la cinética de induccién con IPTG de fa 

enzima 1-Scel, se detecté al inicio del experimento (tiempo cero) tanto en los cultivos 

con-y-sin inductor que el plasmido pCRS5.1 habia desaparecido. Este resultado es 

similar al reportado por Yap y Schiestl (1995) quienes al introducir sitios de corte en 

doble cadena en secuencias de plasmidos que no tenfan homologia con secuencias 

del genoma, el plasmido digerido no se reestablecfa por religacién y siempre se 

perdia. 

Debido a que e! plasmido pSCM525 no se replica en Rhizobium, se obtuvo 
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mediante amplificaci6n por PCR el ORF 1-Sce/ . Fue necesario disefiar un sitio de 

restriccidén EcoRI en el oligonucledtido correspondiente a la regién 5‘ para_utilizarlo 

en la clonacién y a su vez mantener la secuencia de Shine-Dalgamo; para el 

oligonucledtido de la regién 3’ se usaron los sitios de restricci6n Safl 6 Psi propios de 

la secuencia, que estan fuera de ta regién codificadora (Fig. 6a). El producto de PCR 

fue digerido posteriormente con las enzimas EcoRI-Safl 6 EcoRi-Psfl y clonado en el 

plasmido pSK+ (Fig.6b), para subclonarse posteriormente en dos vectores capaces 

de replicarse en Rhizobium. 

Los plasmidos seleccionados contienen el replicén ASF1010, tienen bajo 

numero de copias por célula (12 -13), son de amplio rango de huésped y poseen una 

buena eficiencia de movilizacién. Poseen como marcador cloramfenicol, directamente 

después del promotor pTacLacUV5 (pMMB206) 0 pTac (pMMB277), tienen tos sitios 

de restriccién del polilinker del fago M13mp18 e incorporan un fragmento de /acZ. 

Ademas tienen el gen faciq que reprime la expresién de estos promotores, 

asegurando {a estabilidad del producto clonado y son inducibles por IPTG ( Morales 

et al., 1991). 

El producto de PCR del ORF 1-Scel, flanqueado por sitios de restriccién 

EcoRI-Sail 6 EcoRI-Psti fue clonado en los plasmidos pMMB206 y pMMB277. 

Morales ef al. (1991) reportaron que en E. coli el pTac fue cinco veces mejor en 

actividad transcripcional que e! pTacLacUV5, por lo que decidimos tener las dos 

alternativas para la induccién de la endonucleasa. Los plasmidos resultantes (fig. 6c), 

se denominaron pCRS8& (pMMB206+ORF 1-Sce 1) y pCRS9 (pMMB277+ORF 1-Scel). 

Una vez realizadas las construcciones, se introdujeron por conjugacién tos 
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plasmidos pCRS8 y pCRS9 de manera independiente a las cepas de Ahizobium 

construidas previamente (CFNX236 a CFNX239, ver articulo). Estas construcciones 

se verificaron por marcadores y mediante 1a técnica de Eckhardt se visualizé el perfil 

de plasmidos. Con el pCRS8 se generaron las cepas CFNX243 a CFNX246 y con el 

pCRS9 se obtuvieron las cepas CFNX291 a CFNX294 (Tabla IV). 

Tabla IV. Cepas de Rhizobium construidas con los plasmidos pCRS8 y pCRS9. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

CEPAS CARACTERISTICAS 

CFNX 243 Derivada de la CFNX236, con el plasmido pCRS8 

CFNX 244 Oerivada de la CFNX237, con el plasmido pCRS8 

CFNX 245 Derivada de la CE3 , con los plasmidos pCRS6 y pCRS8 

CFNX 246 Derivada de la CE3, con los plasmidos pCRS7 y pCRS8 

CFNX 291 Derivada de la CFNX236, con el pldsmido pCRS9 

CFNX 292 Derivada de la CFNX237, con el plasmido pCRS9 

CFNX 293 Derivada de la CE3 , con los plasmidos pCRS6 y pCRS9 

CFNX 294 Derivada de la CE3 , con fos plasmidos pCRS7 y pCRS9         

Para realizar las cinéticas de induccién de la endonucleasa 1-Scel, primero se 

pusieron cultivos independientes de las cepas CFNX243 a CFNX246 y de CFNX291 

a CFNX294. Al dia siguiente, en matraces con 50 ml de medio de cultivo PY, se 

inocularon cultivos a la misma densidad celular y se dejaron crecer durante tres 

horas. A partir de este momento los cultivos se dividieron . A una serie de cultivos se 
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les afiadié el inductor IPTG (40 pg/ml) y la otra serie se crecié sin inductor. Se 

tomaron muestras de las dos condiciones experimentales a diferentes tiempos (0, 3, 

6, 18 y 24 horas). Para evaluar la frecuencia de las cepas resultantes de las cinéticas 

de induccién, ta ultima muestra de cada condicién fue plateada por dilucién. Los 

controles se platearon en PYSp 100 pg/ml y la condicién de seleccién para tos 

eventos intramoleculares fué PYKm 4 g/m! y los eventos intermoleculares fueron 

seleccionados en PYKm 70 pg/ml. Finalmente, se realiz6 la extraccién de DNA total 

de las muestras (con induccién y sin induccién), para posteriormente hibridizarlas 

con el detector de nifH. 

Las frecuencias obtenidas en las cinéticas con inducién y sin induccién para 

los eventos intramoleculares, indican que los controles seleccionados en Km*4 se 

obtuvieron a las frecuencias esperadas de 0.72 para la cepa CFNX243 y de 0.36 

para la cepa CFNX291. En contraste, para !as cepas que llevan el sitio 1-Scel 

(seleccionadas en Km‘) se esperaba una frecuencia menor que la de los controles 

y se obtuvieron a alta frecuencia 0.97 (CFNX244) y 0.53 ({CFNX292). Debido a tas 

frecuencias detectadas en las cepas experimentales, creemos que en las cepas ya 

habia ocurrido reparacién de! sitio 1-Scel, antes de iniciar la cinética de induccion. 

Para corroborar lo anterior, mediante PCR’s se comprobé que fa cepas 

parentales habian perdido el sitio de restricién 1-Scel. Asimismo, ta hibridizacién con 

el detector nifH de los DNA procedentes de la cinética de induccién, no revelaron 

las bandas esperadas de 7.8Kb y 5.2Kb producidas por el corte del sitio 1-Scel. en la 

regién nifHa. Todas las muestras presentaron el patrén de restriccién de los genes 
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Fig. 6. Plasmidos utilizados para la construccion de los plasmidos pCRSS y pCRS9. 

(a) Plasmido pSCM525 (Colleaux et al., 1986), se usé6 como templado para obtener 

mediante PCR el ORF 1-Scel . (b) Plasmido pSK+. tiene clonado e! producto de PCR 

de! ORF 1-Scel, generando el plasmido pCRS10. (c) Plasmides pCRS8 (pMMB206) y 

PCRS9 (pMMB277), lievan clonado el fragmento del ORF 1-Scef del pCRS10. Los 

sitios de restriccién son Pst (P), EcoRI (E), Saf (S), BamHI (B). Los marcadores de 

resistencia son cloramfenicol (Cm), ampicilina (Ap). Las regiones promotoras son 

plac y pTacLacUV5. Los genes del represor de lactosa (/aciq), un fragmento del 

operdn Lac (/acZ), el gene del intrén mitocondrial (1-Sce/). 
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nifH de la cepa parental (nifHa con cassette 13kb, nifH 5.6 kb y nifH 4.6kb). Los 

resultados analizados hasta el momento para los eventos intermoleculares de la 

cinética de corte, indican que se ha perdido el sitio 1-Sce/, aun antes de realizar las 

cinéticas. 

Gon los resultados obtenidos en los eventos intra-e-inter moleculares, 

podemos establecer que se presenté el fenédmeno de induccidn cigotica en 

Rhizobium . El control de regulacién del promotor de la enzima 1-Sce/ no se esta 

dando en los plasmidos (pCRS8 y pCRS9) al momento de la conjugacién, y por lo 

tanto se produjo actividad de la enzima 1-Scel. Debido a !o anterior, no podemos 

establecer el origen recombinacional de las bandas que se generaron yy el efecto 

real sobre conversién génica en esos experimentos. 

Podemos considerar estos datos positivos en la medida que dan indicio de 

que el sistema generado funciona en Rhizobium y el efecto de ruptura en dobie 

cadena esta dirigido entre las regiones nifH. Las altemativas ahora estan dirigidas 

a controlar la expresi6n de !a enzima 1-Sce/ para evaluar el efecto de ruptura en 

doble cadena. 

Una opcién para el sistema intramolecular, es utilizar la cepa de R. etl 

CFN2001 (carece de pSim y pa) como receptora e introducir por conjugacion el 

plasmido pCRS& y el pCRS9 de manera independiente, generando las cepas 

CFNX295 y CFNX296 respectivamente. Posteriormente transfeririamos por 

conjugacién a cada una de las nuevas cepas, el pSim y el pa de las cepas 

CFNX236 y CFNX237 . Finalmente se generarian las cepas CFNX243 y CFNX244 

que tienen el pCRS8 y las cepas CFNX291 y CFNX292 que llevan ef pCRS9. 
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Para el sistema intermolecular (plasmidos chicos), se usaria a la cepa de 

Rhizobium etli CFN42 como receptora y por conjugacién se introduciran 

independientemente los plasmidos pCRS8 y pCRS9Y. Una vez caracterizadas estas 

’ construcciones, nuevamente por conjugacién introduciriamos de manera 

independiente los plasmidos pCRS6 y pCRS7 en cada una de las ‘capas. EI 

resultado final de las construcciones son las cepas CFNX245 y CFNX246 (que llevan 

el pCRS8) y las cepas CFNX293 y CFNX294 ( que llevan el pCRS9). 

Otra estrategia considerada es la clonacién del represor /acig, en algunos 

plasmidos de A etl. A partir del plasmido pMMB206 que lleva el gene laciq se 

disefiarian oligonucleotidos con sitios de restriccién y mediante PCR , se obtendria ef 

genelaciq. Posteriormente en un vector suicida que tenga homologia con alguno de 

los plasmidos de la cepa CFN42, se clonaria el producto de PCR del gene /aciq. 

Despues por conjugacién y mediante recombinacién sencilla se integraria este 

plasmido al fondo genético de A etl. Una vez caracterizada la cepa, se introducirian 

los plasmidos para generar las cepas necesarias para el estudio de la cinética de 

induccién 1-Scel, 
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS 

Recombinacién en Rhizobium etli 

El arreglo particular de los genes nifH en RA. efli permitid detectar 

amplificaciones y deleciones de manera natural (Brom et ai, 1991) y Romero et al. 

(1991) demostraron que la regién nod-nif de 120kb de! pSim flanqueada por los 

operones nifH era la region iinvolucrada en recombinacion. En las amplificaciones 

en tandem, se podrian realizar intercambios desiguales entre otros genes que estén 

contenidos dentro de la regidn nod-nif , sin alterar la estructura de la zona, 

permitiendo homogenizacién de los genes contenidos en la regién nod-nif. Los 

productos de delecion, tienen dos altemativas, una es que se pierdan y la otra es que 

se reintegren en las zonas repetidas o en la regién de donde se originaron. Los 

eventos de integracién e intercambios desiguales para otras zonas dentro de la 

tegién nod-nif no se han evaluado. 

La recombinacién homdloga en el pSim de Rhizobium effi genera un estado 

dinamico de estructura molecular, produciendo a alta frecuencia rearreglos 

gendémicos que contribuyen en diferente proporcién ala variabilidad estructural del 

pSim como son los eventos de amplificacién (10-3), delecién (10-4) (Romero et al., 

1991); translocacién (10-4), amplificacién y cointegracién son reversibles (10-2 -10 -3) 

(Romero et al., 1998a), conversién génica (105) e inversiones (10-6) (véase el 

articulo). En procariotes, eventos similares de recombinacién y a alta frecuencia 

solamente se han reportado para la familia multigénica de fos rm en E. coli los 

cuales incluyen conversién génica (Harvey ef al., 1988; Harvey y Hill, 1990), 

37



transposicién y delecién (Hill y Hamish, 1982), duplicacién (Hill y Combriato, 1973), 

intercambio desigual (Lehner y Hill, 1985) e inversién (Hill y Hamish, 1981; Hill y 

Gray, 1988). 

La duplicacién de los operones nifHDK en R. oti CFN42 es la estrategia que 

le permite a esta cepa incrementar Ia fijacién de nitrégeno (Romero et al., 1988) y Ja 

amplificacién del amplicon Tipo | promueve la capacidad de fijar nitrégeno en ciertos 

fondos geneticos (Romero et al., 1997). De entre los productos de recombinacién 

detectados, {as inversiones pueden relocalizar genes bajo otros promotores. En A. 

etli CFN42 los promotores de las regiones nifHa y nifHb son débiles con respecto al 

promotor de la regién nifHc que se expresa mas fuerte. Al ocurrir un evento de 

inversion entre cualquiera de las regiones nifHao nifHb con la regién nifHc, el 

operon quedaria ahora bajo el promotor de fa regién nifHc y esta seria otra 

alternativa para sobreexpresar los operones nifHDK en R. etl. Posiblemente este 

rearreglo cause un aumento en la fijacién de nitrégeno, sino es afectado el arreglo 

de genes involucrados en simbiosis. Con 1a finalidad de detectar si se produce este 

tipo de inversién de manera natural, seria interesante caracterizar cepas 

provenientes de ndédulo y checar el patrén de reiteracién nifH. 

La participacién de rondas miiltiples de recombinacién contribuyen de manera 

significativa en ta homogenizacién de secuencia de las reiteraciones nifH mediante 

conversi6n génica aparente {véase el articulo). En E.coli este fenémeno sélo ha sido 

detectado en recombinacién de pidsmidos pequefios con el gene de kan/neo. 

(Yamamoto et al., 1988) y en el gene de tet (Doherty ef ai, 1983). 

Et haber detectado conversién génica aparente, nos llevé a considerar otras 
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posibilidades para este mecanismo que no han sido exploradas en este organismo y 

por lo tanto, los estudios de conversién génica se podrian extender a distintos 

aspectos de este proceso como son: tamajio de la regién que puede ser convertida 

en la misma zona, conversién génica asociada a recombinacién, direccionatidad, 

polaridad, conversién mediada por transcritos de RNA y regiones funcionales cortas 

que puedan ser convertidas. 

é Cual es el tamafio de la regién que puede ser suceptible de 

conversién génica, considerando inserciones o deleciones ? 

En eucariotes se ha determinado que la regién de conversion puede ser desde 

20 pares de bases (pb) hasta 2 kilobases (kb) (Dover, 1987). Para procariotes se ha 

establecido en plasmidos pequefios (pBR) regiones de conversién desde 10 pb 

hasta 283 pb (Doherty et a/., 1983; Fishel et al., 1986; Fishel y Kolodner, 1989; 

Rubnitz y Subramani, 1996; Yamamoto et al, 1988). En el cromosoma, las zonas 

convertidas entre reiteraciones naturales son de 90 pb a 270 pb para men E. coli y 

Salmonella (Harvey y Hill, 1990; Mattatall y Sanderson, 1996; Mattatall et ai., 1996), 

mayores a 400 pb entre los espacios de rn en Neisseria (Zhang et al., 1992). La 

recombinasa especifica del cambio de fase de los genes de flagelina convierte un 

minimo de 565 pb hasta 1013 pb en Salmonella (Okazaki et al., 1993). Kowalchuk et 

al. (1995) reportaron en Acinetobacter calcoaceticus la conversién de una region de 

1598 pb entre los genes cat IJF y pea IF. 

Debido a la extensién de homologia entre los genes nifH y posiblemente det 

operén nifHDK, podriamos especular que en este organismo fa conversion podria 
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abarcar una regién de una kb o mayor. La estrategia inicial para detectar el tamafio 

que puede ser convertido, es eliminar zonas de DNA entre el sitio del megalinker 1- 

Scel y el cassette. Las deleciones se harian en la zona de 700 bp comprendida 

entre los marcadores utilizados (megalinker y cassette). Se realizarian pequefias 

deleciones, las cuales se incrementarian mediante intervalos hasta cubrir la zona. 

Para evaluar el efecto de las inserciones en conversién génica , se usaria la misma 

regién. Después dei megalinker 1-Scef queda un sitio de Bg/ Il el cual puede usarse 

para ir afiadiendo oligonuclestidos 6 regiones de DNA de diferente tamaiio e 

incrementar la heterologia en Ja secuencia. 

gé Ocurre conversién génica asociada a recombinacién? 

En el sistema disefiado, la conversién génica asociada a recombinacién 

puede detectarse en el sistema intramolecular, entre las secuencias reiteradas que 

estan en orientaci6n inversa en las regiones nifHa y nifHc (véase el articulo, Fig. 3). 

Al producirse recombinacién entre la regién nifHa y nifHc pueden ser recuperados 

dos preductos posibles. La inversién genera dos bandas recombinantes, una banda 

seria la recombinante 5'c y la regién 3'a con el cassette y ef producto reciproco 

mantendria el linker en ta posicién original regién 5'a y la region 3'c; pero si_ en el 

evento de inversién ocurre conversién génica la presencia del tinker no seria 

detectada. Debido a que las inversiones ocurren a una frecuencia de 10-6 la 

limitante de este evento es incrementar el ndmero de células en las cuales se 

pueda detectar la inversi6n para posteriormente identificar la presencia o ausencia 

del megalinker. De manera similar se puede evaluar la participacién de conversién 
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génica asociada a recombinacién entre la regién nifHc y nif Hb (véase el parrafo 

abajo). 

zExiste direccionalidad en este sistema para conversién génica? 

Seguramente distintas regiones del genoma recombinan a diferentes 

frecuencias y algunos eventos de recombinacidn tienen sitios preferenciales de inicio 

o de término. El sistema disefiado para evaluar conversién génica fue insertado en 

la regién nifHa (véase el articulo); el arreglo particular de los genes de la nitrogenasa 

en el pSim , permite ahora insertar el sistema en la regién nifH. Una manera similar 

de evaluar la contribucién de la regién nifHa y nifHe sobre conversién génica , es 

caracterizar los productos posibles de recombinacién y la proporcién en que se 

Presenten con respecto a la inserci6n en nifHa, para determinar si hay 

direccionalidad. 

En este caso los productos de delecién serian mayoritarios, ya que la 

recombinacién entre la regién 5’a y 3’b con cassette, son seleccionados , el producto 

teciproco que seria una amplificacién, la cual no es seleccionable a menos que 

primero ocurra conversién génica y posteriormente se amplifique (rondas multiples de 

recombinaci6n). La otra opcién es la inversién entre la region niffic y nifH , en donde 

se producirfan dos bandas recombinantes 5'c y 3’b con el cassette y la banda 

reciproca seria 5'b con e! megalinker y 3’c, a la vez podria ocurrir conversién génica 

asociada a recombinacién. Ademas, de los productos mencionados se presentaria 

conversion génica y rondas multiples de recombinaciéon. 

Una estrategia para evaluar la contribucién de la regién nifHc a cada una de 
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las regiones nifHa y nifHb, consiste en introducir el sistema disefiado en las dos 

regiones. En este sistema todos los productos posibles de recombinacién 

intramolecular son recuperados, de tal manera que sdlo por inversiones, conversién 

génica y conversién génica asociada a recombinacién se obtendrian clonas 

kanamicina resistentes y se podria evaluar la contribucién especifica de cada uno de 

ellos a la dinamica recombinacional de la familia de los nifH. 

zExiste polaridad en este sistema para conversién génica ? 

Los estudios de conversién génica en hongos han establecido que es comun 

que se establezca co-conversi6n en alelos adyacentes, lo cual implica que e! proceso 

invotucra fa presencia de un gradiente de conversién a través de la secuencia mas 

que en un punto en e! DNA. 

La construccién del sistema disefiado para evaluar conversién génica, no tiene 

marcadores a los lados del megalinker y del cassette que permitan evaluar la 

existencia de polaridad en esta zona: Para determinar la presencia de polaridad 

necesitamos insertar marcadores, los cuales podrian ser los disefiados para fas 

inserciones y ademas se tendrian que disefiar oligonucleotidos antes del megalinker 

(que no modifiquen la funcionalidad de 1os codones de paro ya establecidos), asi 

con la presencia o ausencia de estos marcadores podriamos determinar si hay 

polaridad. 
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é La conversién génica puede ocurrir mediante RNA ? 

La recombinacién entre un transcrito reverso (cDNA) y su homdlogo 

cromosomal ha sido propuesta en eucariotes como un mecanismo que esta 

involucrado en la excisién de intrones del DNA y también participa en conversién 

génica entre secuencias reiteradas dispersas . Sin embargo, hay que considerar que 

el evento de conversién génica no esté asociado con el intercambio de marcadores 

extemos, para que el donador de la informacién genética pueda ser un cDNA. 

Derr y Strathem (1993) en Saccharomyces cerevisiae , diseharon un sistema 

de recombinacién que consiste en un plasmido donador del DNA complementacio, 

que es homdiogo al gene cromosomal utilizado como blanco (Fig. 7) y demostraron 

que la recombinacién entre un transcrito reverso y su homélogo cromosomal 

participan en conversion génica. Este tipo de recombinacién requiere de la expresién 

de la transcriptasa reversa_ para la formacién de pseudogenes. Asi, cualquier 

estructura que afecte al transcrito, su abundancia y su capacidad para servir como 

sustrato para transcriptasa reversa necesariamente influye en el rango de 

recombinacién mediada por RNA. 

En una coleccién de 63 cepas de Rhizobia se identificaron retrones, {os 

cuales codifican a la transcriptasa reversa, estos elementos genéticos fueron 

localizados en las siguientes especies; Bradyrhizobium spp (5), A. trifolii (2) R. loti (2) 

y FR. sp (1) (Rice et ai., 1993). Seis retrones producidos por las cepas de Rhizobia son 

Unicos, presentan heterogenidad en secuencia nucleotidica y muestran poca similitud 

con los retrones de E. coli y myxobacterias (Rice et al, 1993). 
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Fig. 7. Recombinacién mediada por RNA en Saccharomyces cerevisiae. a) El 

plasmido GAL1-his3-A1 actua como donador de HIS3 cDNA. El gene de levadura 

his3 esta interrumpido por un intrén artificial insertado en et sitio Unico Mscl en la 

orientacién no empaimable a! promotor de HiS3, pero en orientacion empalmable con 

el promotor GAL1. Los transcritos son lineas onduladas y el intrén es una linea 

gruesa. SD = donador de empalme; SA = aceptor de empaime. La formacién de 

HIS3 cDNA requiere la transcripcién reversa del transcrito antisentido his3 

empalmado. Este cDNA esta involucrado en un evento subsecuente de 

recombinacién. b) La conversion génica mediada por RNA de la secuencia his3-A1 

det plasmido, resulta en su conversién a HIS3 (Tomado de Derr y Strathern ,1993). 
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El hallazgo de ios retrones en Rhizobium, ofrece |a posibilidad de detectar y 

disehar un mecanismo para evaluar la contribucién de la transcriptasa reversa en 

conversién génica. La propuesta, puede ser factible si detectamos primeramente la 

presencia de msDNA (multicopy single-stranded DNA) en A. effi y disefiamos en los 

genes nifH (no-retroelemento) un sistema de recombinacién mediada por RNA, lo 

cual ofrece una via distinta para conversién génica entre los miembros de la familia 

multigénica de 1a nitrogenasa. 

Esta expectativa se ve apoyada por los estudios de Derr y Strathem (1993), 

con respecto a que conversion génica ocurre en un rango apreciable, entre un 

transcrito reverso de un no-retroelemento y su alelo cromosomal en S. cerevisiae . 

Ademas, los estudios de la actividad transcripcional de fos genes simbidticos en 

condiciones microaerdbicas, indican que los transcritos de los genesnifH estan 

presentes (Girard et a/., 1996), de manera que los RNA de interés podrian ser los 

templados para la actividad de transcriptasa reversa y producir los cDNA. 

2Se podrian extender los estudios de conversién génica en 

regiones funcionales cortas en extensién ? 

Un caso interesante en Rhizobium es la presencia de secuencias de 

aproximadamente 400 bp presentes en diferentes genes simbiéticos donde las 

regiones regulatorias estén conservadas y los primeros 24 aminodcidos de la region 

amino terminal de nifH son similares (Better ef al, 1983; Watson y Schofield, 1985). 

Las secuencias serian un mecanismo de control de genes que se expresan en 
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bacteroide y que estan coordinadamente regulados con los genes de fijacién. 

Para los genes nfe su expresién resulta en un incremento en la capacidad 

competitiva y eficiencia en nodulacién, la cual pude iniciarse antes del disparo de los 

genes de fijacién (Soto ef al, 1993). Los genes mos se expresan sdélo cuando los 

genes simbidticos estan funcionando, y estan involucrados en la sintesis de 

thizopinas (Murphy ef a/., 1988; Murphy ef a/., 1993; Saint ef a/., 1993). Estas 

funciones auxiliares que promueven la interaccién simbidtica, aseguran la 

sobrevivencia de la bacteria al proveer un sustrato selectivo de crecimiento, en ef 

inicio de los procesos simbisticos. 

Este punto es interesante en !a medida que a través de duplicaciones se 

generarian secuencias de regulacién para el control de zonas importantes en la 

relaci6n simbidtica. Por la _funcién que desempefian algunos de estos genes, resulta 

de interés evaluar sf el mecanismo de conversién génica se presenta en estas 

tegiones reguladoras de genes importantes en el establecimiento de la relacién 

simbiotica y asi preservar la organizacién estructural de genes presentes en el 

nddulo. 

Los estudios de conversién génica en Rhizobium se pueden extender a 

diferentes aspectos de la vida libre y de la relacién simbidtica. Por el momento, he 

abordado los puntos principales en los cuales el avance de los trabajos permite 

realizar estudios relacionados con este mecanismo. Finalmente, el resolver parte o 

algunos de los temas sugeridos anteriormente, permitiria comprender los procesos 

de la mecanica recombinacional de los genes nifH y en el contexto evolutivo 

conllevaria al entendimiento de la dinamica de las familias multigénicas. 
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CONCLUSIONES 

1. Los eventos de conversién génica aparente constituyeron el 14% de los productos 

de recombinacién que participaron en la correccién de una insercién de 28 pares de 

bases, localizada en un miembro de la familia multigénica de la nitrogensa. 

2. Una variedad de eventos multiples de recombinacién (que incluyen conversién 

génica aparente), se presentaron en una proporcién del 10%. 

3. Las duplicaciones en tandem fueron los eventos de recombinacién que 

contribuyeron en mayor proporcién (74%) para la correccién observada. 

4. Las inversiones se presentaron a baja frecuencia y en una proporcién menor (2%). 

5. La participaci6n de recombinacién en el origen de conversién génica aparente en 

‘a familia multigénica nifH es apoyado por (a) El requerimiento estricto del gene 

funcional recA; (b) la dependencia de copias adicionales silvestres de la regién nifH 

para su formacién y (c) el restablecimiento preciso de la secuencia nucleotidica 

silvestre. 

6. La proporcién en que se presentaron los eventos de recombinacién pueden ser 

explicados por el modelo de recombinacién de entrecruzamiento a la mitad. 
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