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Resimen

El mapeo fisico y los proyectos de secuencia de megapldsmidos en
bacterias del género Rhizebium han permitido plantear nuevos enfoques para
la comprensién de la organizacién y la funcién de los genomas bacterianos. Con
estos antecedentes se planteé una bisqueda de aquellas secuencias de ADN
reiterade que, por sus caracteristicas pudieran ser relevantes en términos de
recombinacién homéloga RecA-dependiente para generar rearreglos
genémicos. Como punto de partida se buscaron regicnes repetidas en dos
especies diferentes: (i} R. meliloti y (i1) Rhizobium sp. NGR234. Mediante el uso
de métodos computacionales se determinaron reiteraciones directas e
invertidas en dos archivos generados a partir de los datos de secuencia de
walas Lapulics. Dara 4 gnclilor coointegrd un arehiva de cecnencia de 47 1 kb
que comprende la regién de nodulacién (Regulén-nod); por olra parte se
empled la secuencia total (536 165 pb) del pNGR234a de Rhizobium sp.
NGR234 (Freiberg et al., 1997, Acc. U00090). De esta manera se describen
Familias de Elementos Reiterados (FERs) y en algunas de estas familias se
proponen unidades genéticas capaces de amplificar y deletar fragmentos
especificos de ADN, conocidas como amplicones. Como principal conclusion, de
los resultados de esta bisqueda se describen 6 posibles amplicones dentro de
la regién de nodulacién de R. meliloti, de los cuales el Amplicén | (sistema
nodDI-nodD2) es el mis interesante de todos. Los cinco amplicones restantes
para este caso son funcionalmente menos probables, debido al nivel de
similaridad y al tamafio de la regién reiterada entre las secuencias repetidas
encontradas en cada uno de ellos. De la misma forma se proponen al menos 8
amplicones para el pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234; en este caso, cada uno
de los 8 amplicones es de gran interés dados los valores de identidad
encontrados en los elementos reiterados que los constituyen. El estudio de los
amplicones propuestos en cada caso serd de gran interés para demostrar un
modelo dindmico del genoma de Rhizobium y definir su significado biologico.
Este modelo pudiera ser aplicable al genoma bacteriano en general.




Consideraciones Previas

Originalmente, el presente trabajo inclufa solamente el andlisis de la
regién de nodulacién de R. meliloti, sin embargo, durante el transcurso de este
andlisis se reporté la secuencia total del plismido simbibtico de Rhizobium sp.
NGR234. Dada la disponibilidad de la secuencia plasmidica de esta especie
decidimos incluirla en este trabajo, no sin antes hacer las algunas
consideraciones.

Dadas las dimensiones de cada secuencia (47.1 kb y 536.1 kb
respectivamente), la profundidad del andlisis en ambos casos, fue diferente.
Para R. meliloti, los elementos de cada familia descrita tienen bajos niveles de
shilativad, lieluas que, €U RAicoviam sp. NGOKZ34 se describen iamilias con
niveles de similaridad mds elevados en cada uno de sus elementos. Como
resultado del andlisis de ambas secuencias se describen 17 FERs para la regién
de nodulacién de R. meliloti. En una de estas familias (familia B) se describen
2 copias tipo nod box adicionales a las 6 copias que se conocian para esta
regién. Por otra parte, en el pNGR234a se describen 6 FERs. Estos dos grupos de
familias de ADN reiterado son de diferente naturaleza. Los elementos repetidos
de las familias descritas para la regién de nodulacién de R. meliloti son en
general de baja similaridad entre si (> 50 %) y pequefios (hasta 1.1 kb);
mientras que para el caso de los elementos reiterados descritos en el
pNGR234a, los niveles de identidad entre las secuencias reiteradas son muy
altos (> 98.5 %) y son mds grandes (hasta 4.3 kb).




INTRODUCCION

Las especies bacterianas que han sido clasificadas dentro de los géneros
Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium y Sinorhizobium (Rhizobiaceae) son
capaces de establecer relaciones especie-especificas con ciertos géneros de
plantas leguminosas y formar estructuras bien diferenciadas dentro del cuerpo
vegetal, donde se lleva a cabo un complejo proceso biogquimico de reduccién y
asimilacién del nitrégeno atmosférico. Este proceso de fijacién simbidntica de
nitrégeno tiene lugar en los nddulos radiculares de estas plantas (Fisher y
Long, 1992). La formacién de los nédulos es el resultado de procesos de
diferenciacién celular y es controlada por intercambio de sefiales moleculares
entre los dos organismos: planta-bacteria. Este intercambio de sefales quimicas
estd controlado a su vez por la expresién de ciertos genes especificos en cada
organismo. El proceso simbidtico se puede ver como una interaccién eventual
entre dos organismos que han adaptado sus genomas para la sobrevivencia y
el crecimiento independientes de cada uno de ellos. Se sabe que la planta
libera a la rhizésfera compuestos de naturaleza flavonoide y que la bacteria -
en respuesta- produce toda una gama de lipoquitooligosacdridos, [lamados
factores de nodulacién (factores Nod). Los factores Nod son las principales
moléculas responsables de provocar en la planta las respuestas necesarias que
conducen al desarrollo del nddulo (Fisher y Long, 1992). En Rhizobium, los
genes que codifican para las enzimas gque participan en la biosintesis de los
factores Nod han sido llamados genes nod. nel y noe. Una molécula tipo factor
Nod, tipicamente tiene una cadena oligomérica de quitina que esti substituida
por diversos radicales en cada extremo de ella (Figura 1). Estas substituciones
especificas en la estructura de los factores Nod son codificadas por ciertos
genes de nodulacién, conocidos anteriormente como genes hsn (host specific
genes) (Schultze er al, 1994).

El estudio que se presenta en este trabajo es un andlisis de la secuencia
nucleotidica de regiones simbidnticas en dos especies dentro del género
Rhizobium. De las especies de bacterias rhizobidceas descritas hasta la fecha, el
estudio de R. meliloti y Rhizobium sp. NGR234 es de gran interés debido a que
la primera de ellas es la especie mejor conocida hasta la fecha y Rhizobium sp.
NGR234 es la primera rhizobidcea, cuyo pliasmido simbiético (pNGR234a) ha
sido recientemente secuenciado por completo. Asimismo, el espectro de
hospederos de ésta especie es muy amplio (Pueppke y Broughton, datos no
publicados). Aqui se presentan 17 familias de elementos reiterados (FER) para
la region de nodulacién de R. meliloti y 6 FERs para Rhizobium sp. NGR234; de
la misma forma se describen amplicones potencialmente funcionales para cada
secuencia. En Rhizobium sp. NGR234, las posiciones de cada elemento reiterado
de las FERs I, II, III, IV, V y VI se esquematizan mds adelante
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Figura L. Estructura general de los factores de Nodulacidn sintetizades por Rhizobium me'iloti (tomado de M. Schultze et.al.
1994). Esta molécula sefial induce (entre otras respuestas), divisidn de células corticales y cur-atura de pelos radiculares en la zona
infectiva de las raices de alfalfa.



El Genoma simbiético de Rhizobium meliloti y de Rhizobium sp.
NGR234. En las bacterias del género Rhizobium, los genes de nodulacién se
han localizado principalmente en grandes plismidos, llamados pldsmidos
simbidticos o pSym (Martinez et al., 1990). En R. meliloti cstos genes se
encuentran en el megaplismide pSym-a (1 340 kb), el resto del genoma se
encuentra formando parte de un segundo megaplismido, el pSym-b (1 700 kb)
y otra parte en el cromosoma (3 540 kb). En esta misma especie se han
identificado hasta 18 genes ned flavonoide-inducibles, que estdn organizados
en cinco unidades transcripcionales localizadas hacia el extremo -3 de las
secuencias regulatorias nod box (Schultze et al, 1994). Las secuencias tipo
nod box son de 47 pb y contienen 3 motivos conservados no sobrelapados de
secuencia que miden 7, 5 y 25 pb respectivamente. En R. wmeliloti se han
descrito 6 copias de nod box que se encuentran en una zona de 100 kb dentro
de la regién nod/nif (nif: genes para la fijacién de nitrégeno), del plismido
simbidtico pSym-a (Rostas et al., 1986). En R. meliloti, al menos las primeras
5 copias de este consenso estidn asociadas con unidades de transcripcién
inducibles. Este modelo de regulacién coordinada de los genes de nodulacién es
conocido como Regulén nrod. Las unidades de transcripcién que integran el
Regulon nod comprenden los genes nodABCIJ, nodFEG, nodH y nodLnoeAB que
son controlados por las nod box ni, n2, n3 y n5 respectivamente, ademids del
operén nodMN/nolFGHI que estd precedido por la nod box nd4 (Baev et al.
1991). Recientemente s¢ han descubierto tres nuevos genes., nelQaQbS.
precedidos por la n6 pero al parecer no estdn controlados por ésta (Plazanet
et al., 1995). El conjunto de estas unidades de transcripcién se encuentran en
una zona de unas 100 kb aproximadamente, dentro del megaplismido pSym-a.
Durante el proceso simbiético, los genes neod de R. meliloti determinan la
infeccién, nodulacién y especificidad al hospedero vegetal. Dentro de los genes
nod se puede hacer la distinciéon de genes comunes (nod comunes: nodABC-1J)

y los hospedero-especificos (antiguamente conocidos como /Asn; ahora:
nodFEGHLPQ).

La expresién de los genes nod estd controlada por la proteina reguladora
de la transcripcion, NodD (Schlaman et al., 1992), que es sintetizada de
manera constante por la bacteria. En respuesta a las sefiales moleculares de las
plantas, las proteinas NodD adquieren una conformacién distinta y se unen de
manera especifica a las secuencias consenso nod box (Fisher y Long, 1993)
en las regiones reguladoras de los operones ned. En R. meliloti se han descrito
tres copias de genes nodD, cuyos productos protéicos (NodD) tienen diferentes
afinidades por compuestos inductores vegetales (Dénarié et al., 1992). De
esta manera, los diferentes genes y operones nod estdn regulados de manera
coordinada y compleja en el sistema Regulén nod (Kondorosi, 1992).



Por otra parte, Rhizobium sp. NGR234 es de gran interés debido a que
puede establecer simbiosis con mds de 110 géneros de plantas leguminosas e
incluso con la no-leguminosa Parasponia andersonii (Ulmaceae) (Pueppke vy
Broughton, datos no publicados). Esta especie bacteriana posee un piismido
simbidtico llamado pNGR234a, donde se encuentran los genes determinantes
de la simbiosis. En este plismido se encuentran codificados -enire otros- genes
nod y genes nifffix. El pNGR234a mide 536 165 pb su secuencia completa ha
sido establecida (Freiberg et al.,, 1997).

El plismido simbiético pNGR234a tiene una gran cantidad de secuencias
de inserci6én y reductos de secuencias presumiblemente de otros origenes
{entre otros: Agrobacterium, Bacillus escherichia, Pseudomonas y Rhizobium).
lne elamentne macaicn {an coninnta 1R%) asi comn nn doei de trancferencia
conjugativa similar a la descrita en Agrobacterium (Freiberg et al., 1997).
Con base en el andlisis de la secuencia de este plismido se predice la existencia
de 416 marcos de lectura abierta (orfs); la funcién del 56% de estas probables
proteinas ya ha sido descrita en alguna otra especie. El anilisis de la estructura
y organizacién génica del plésmido sugiere que en algliin momento durante la
evolucién de esta especie hubo transferencia de informacidn genética a partir
de diferentes bacterias del suelo (Freiberg et al, 1997). Gracias a la
disponibilidad de los datos de secuencia de esta especie es posible ahora
pensar en estudios gendmicos comparativos. Este tipo de andlisis seguramente
permitird establecer bases sélidas acerca del origen y evolucién de los
organismos fijadores de nitrégeno.

Dinimica del Genoma en Rhizobium.Se ha demostrado que una
caracteristica del genoma de Rhizobium es la presencia de secuencias de ADN
reiterado (para una revisién ver: Martinez ef al, 1990). En R. et/i se han
descrito tres regiones similares a los genes estructurales de la nitrogenasa
(Quinto et al., 1982). Dos de estas regiones contienen copias funcionales del
operén estructural nifHDK (5 kb) en orientaci6én directa (Quinto ef al., 1985).
De esta manera, los genes estructurales de la nitrogenasa en R. etli constituyen
uno de los pocos ejemplos de familias multigénicas funcionales en bacterias.
Recientemente, también se ha reportado en Rhizobium sp. NGR234 una
reiteracién del operén nifHDK (Freiberg et al., 1997).

En R etli se ha inferido la presencia de unas 200 familias de ADN
reiterado y un andlisis de la localizacién de aigunas de ellas indica que cicrtas
familias forman parte del cromosoma o de pldsmidos especificos, mientras que
otras pueden encontrarse en mas de un plismido o incluso en el cromosoma
(Flores et al., 1987). El nivel de reiteracién gendmica que se describe para R.
etli es poco usual para bacterias; sélo en Halobacterium (Sapienza vy



Doolittle, 1982) y Streptomyces (Schrempf, 1985) se tienen datos de
elevados niveles de reiteraci6n.

En R. meliloti se ha encontrado que las regiones promotoras del operdn
nifHDK (Better et al., 1983) y los genes fixKN (Renalier et al., 1987)
también estdn reiterados. Por otra parte, ademds de las reiteraciones en R
meliloti, el gen nodD se encuentra de igual manera repetido en varias especies
de Rhizobium (Schlaman et al, 1992). Otro tipo de secuencias repetidas en
el genoma de Rhizobium son los elementos transponibles, como es el caso de
las secuencias de insercién (IS) (Ruvkun et al., 1982; Dusha, ef al., 1987;
Ogawa et al., 1992). El ndmero de copias de los elementos IS varia segin el
tipo de secuencia de inserci6én y la cepa analizada; sin embargo pueden estar
presentes desde 2 hasta 12 copias por genoma. Esta clase de secuencias tiene
gran importancia en la generacién de la diversidad genética.

Un factor que parece de particular interés es la ubicacién relativa de las
secuencias de ADN repetido. En el pSym de R. etli, ademis de la familia de los
operones nifHDK se han descubierto otros elementos reiterados, distribuidos en
diferentes familias. Estos elementos se encuentran agrupados en el pSym, cerca
de las reiteraciones nifHDK (Ddvila et al., 1988). El mismo fendmeno de
distribucién diferencial para secuencias reiteradas se ha observado en
Bradyrhizobium japonicum (Hahn y Hennecke, 1987) y R. fredii
(Masterson y Atherly, 1986). En el caso de ciertas Archaeobacteria, las
cuales también poseen grandes cantidades de ADN repetido, estas secuencias
parecen estar limitadas hacia ciertas zonas o “islas” de elevado contenido en
[A + T] (Pfeifer y Betlach, 1985).

Las secuencias de ADN reiterado pueden participar como sitios de
recombinacién homéloga, generando rearreglos gendmicos. Esta clase de
rearreglos han sido observados en diferentes especies de Rhizobium a
frecuencias diversas (dentro del intervalo entre 10% a 107). Los principales
rearreglos gendémicos que pueden surgir como resultado de este tipo de
fenémenos son la cointegracidn, delecién y amplificacién de secuencias
especificas. De esta manera se ha propuesto el término amplicén para
referirse a regiones especificas de ADN que tienen la potencialidad de ser
amplificadas o deletadas como unidad (Remero et al, 1995). Por otra parte
esta clase de fenémenos son la base para estabilecer el concepto de un genoma
dindmico, que puede ser de gran importancia para el entendimiento de la
estructuracidn, organizacién y evolucién del genoma bacteriano. Ciertas
evidencias indican que esta dindmica puede manifestarse a diferentes niveles
del genoma. Sin embargo, los mecanismos moleculares que puedan intervenir
en ello no son del todo comprendidos todavia.



Un Modelo Dinamico del Genoma de Rkizobium. Las unidades bdsicas de
este modelo (Palacios ef al., 1995) son los amplicones. Cada amplicon se
encuentra limitado por secuencias de ADN repetido que se orientan de manera
directa entre si. Los fenémenos de recombinacién homéloga entre estas
secuencias repetidas tienen como resultado la duplicacién o delecién del
amplicén completo (Anderson y Roth, 1977). Las frecuencias de duplicacién
varian entre diferentes amplicones y sus valores dependerin principalmente
de la longitud y el grado de similaridad de las regiones repetidas que limitan
cada amplicén.

En este modelo, el paso limitante para la amplificacién es el evento de la
duplicacidn 1mc1al Una vez que se ha conseguido ésta, la estructura resultante
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constituida por el amplicén completo original (Figura 2). Esta estructura
puede recombinar hacia la amplificacién de la zona o bien la delecién de una
de sus unidades. Debido a que la organizacién de este tipo de estructuras estd
en randem, la estructura es altamente reactiva en terminos recombinatorios.
De esta manera, tales estructuras incrementan o disminuyen el nivel de
amplificacién y eventualmente pueden regresar al estado no amplificado
inicial. Tedricamente, durante estos procesos dindmicos, la estructura gendmica
no se desorganiza y la secuencia de ADN en el amplicén se conserva. Es decir, el
6rden de los genes incluidos en un amplicén permanece sin alteracion, sin
embargo es obvio que en un rearreglo tipo delecién estas secuencias se
pierden.

Como consecuencia de una actividad recombinatoria alta, las regiones
amplificadas liberan continuamente estructuras circulares que contienen
mondémeros o multimeros de la secuencia del amplicdn original. Generalmente
estas estructuras circulares no contienen origen de duplicacién, por lo que su
permanencia dentro de una poblacién bacteriana es cada vez menor. Sin
embargo, estas unidades circulares pueden participar también en fenémenos
recombinatorios posteriores y generar nuevos rearreglos gendmicos.

Las estructuras tipe amplicén se han descrito desde hace algin tiempo en
Streptomyces y Bacillus. En estas bacterias se han observado fendémenos de
amplificacién y delecién en condiciones naturales, sin presiones de seleccidn
(para una revisiéon ver: Young y Hranueli, 1988). También en Haemophilus
influenzae se han reportado ya fenémenos de esta naturaleza (Spies et al.
1983).

El primer amplicén que ha sido descrito para Rhizobium corresponde a
una regién nod-nif del pSym de R. erli, cepa CFN42 (Romero ef al.,, 1991).



Amplicén

A — —
RD RD
- _— o
RD RD RD
{ | )
........... [ M N ) .

tandem

Figura 2. Modelo dindmico del genoma de Rhizebium. La Unidad Amplicén (A) consiste de
cualquier regién de ADN que se encuentre limitada por dos secuencias repetidas en orientacién
directa (RD). Estas secuencias repetidas directas pueden ser puntos para recombinacién homdloga.
dependientes de RecA. Como resultado del primer cvento recombinatorio, se produce la primera
duplicacidn del sistema y la eventual circularizacién durante la deamplificacién de la estroctura {(B).
El resultade de varios fenémenos recombinatorios entre estas secuencias repetidas. puede conducir a
amplificaciones en tandem (C) y deleciones del material genético, propio de cada unidad amplicén,
Estos fendmenos suceden a diferentes niveles y frecuencias.
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Este amplicén mide 120 kb y sus secuencias repetidas directas de 5 kb
corresponden a los operones funcionales de la nitrogenasa, nifHDK (Quinto e ¢!
al., 1982). Este amplicén se duplica a frecuencias de 107 {Romero et al.,
1991) y el analisis de las subclonas de la cepa CFN42 indica que 1/300 células
contiene la regién duplicada (Brom et al, 1991). Actuaimente, ademis de
este amplicén se han descrito otros tres en la misma cepa, cuya frecuencia de
duplicacién es aproximadamente de 107-107°. Estos cuatro amplicones se
encuentran sobrelapados y se localizan en una regién del pSym que es rica en
genes de nodulacién y de fijacién de nitrégeno (Romero et al., 1995).
Ademas se han detectado mas amplicones en otros pldsmidos e incluso en el
cromosoma. Estos amplicones son muy variados y sus dimensiones fluctdan
entre 10 a mis de 100 kb (Flores ef al., 1993). Por otra parte se ha

que incluyen varios genes nod/nif (Mavingui ef al. 1996).

Significado Biolégico de la Amplificacién Génica. Histéricamente, la
amplificacién génica se ha correlacionado con fendémenos de adaptacidn en las
bacterias (Petes y Hill, 1988; Roth et al. 1996). La capacidad de responder
ripidamente a cambios ambientales es el elemento clave de la sobrevivencia
de los microorganismos. Para sobrevivir, las células deben evaluar los cambios
en el medio ambiente y responder a ellos de manera adecuada, usualmente via
sistemas de transduccién de sefiales moleculares, que finalmente conducen a
cambios en la expresién de determinados genes requeridos o bien, via
rearreglos del material gendémico (Dybving, 1993).

En Rhizobium este concepto puede ser de particular relevancia con
respecto a su capacidad adaptativa ante condiciones ambientales cambiantes o
hacia su interaccién con diferentes plantas hospederas. En R. etli se ha
comprobado que la amplificacién génica puede incrementar la fijacién de
nitrégeno (D. Romero, datos no publicados). Es probable que la implicacion
m4s importante de la amplificacién génica sea que incrementa la potencialidad
del genoma para reorganizar su material genético, sin alterar la estructura
global del mismo. Tedricamente, cada genoma tiene su estructura dindmica
particular. Tal estructura es el resultado del nimero de secuencias repetidas y
su posicién para ser utilizadas como puntos de recombinacién homdloga.

El Anilisis de Genomas Completos y su Importancia. Analizar genomas
completos como unidad puede ser la clave para evaluar la complejidad y
plasticidad de los genomas bacterianos (R. Palacios, en prensa). Para ello es
de gran importancia presentar un panorama glebal de la estructuracién de
cualquier genoma en un contexto recombinatorio. Con esto serd posible
establecer la naturaleza de aquellos elementos de secuencia reiterada, que
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resulten de interés para considerar la posibilidad de la generacién de
rearreglos genémicos predecibles. Afortunadamente, ahora se cuenta con una
gran cantidad de herramientas computacionales para el acceso a los bancos de
informacién genética y la manipulacién de la misma. Esto permite que el
andlisis de genomas completos sea menos laborioso y mas manejable.

Durante la realizacién de este trabajo se reporté la secuencia rtotal del
pNGR234a (Freiberg et al., 1997). El presente estudio contemplaba entonces
un andlisis fino sobre la regién de nodulacién de R. meliloti. Sin embargo, la
informacién recientemente depositada en el GenBank, para el pNGR234a
constituyé una interesante materia de analisis, de tal manera que resulté de
gran interés incluir esta nueva secuencia (536 165 pb) en el presente estudio.

Debido a que la secuencia que constituye ¢l archivo aqui llamado Regulén
nod es pequefla -47.1 kb- se decidié realizar un andlisis mds profundo de esta
regién. En el andlisis de la zona de nodulacién en R. meliloti se consideraron
secuencias mds pequefias y con menor grado de similaridad. En general se
describen familias de dos elementos repetidos y en las secuencias intragénicas
se proponen posibles motivos protéicos conservados. Por otra parte, para el
caso de Rhizobium sp. NGR234, dado que la secuencia del pNGR234a es de
536.1 kb se decidié considerar solamente las secuencias mdis grandes y con un
elevado grado de simiaridad (> 98 %). Sin embargo, si el nivel de anilisis
hubiese sido el mismo en ambos casos se encontrarian muchas familias mds
dentro del pNGR234a, con niveles de similitud comparables a los descritos aqui
para R. meliloti. Estas consideraciones deben permanecer en mente para el
andlisis final de los resultados y su discusidn.

De esta forma, aqui presentamos los resultados vy el andlisis de las
secuencias repetidas agrupadas en 17 FERs, encontradas en la compilaciéon de
la regi6n de nodulacién del pSym-a de R. meliloti. De acuerdo a una
comparacién entre la secuencia biolégica real de esta zona y una secuencia
generada azarosamente (pero de la misma composicién) se determinan las
secuencias repetidas de mayor interés. Se proponen 6 posibles amplicones que
corresponden a aquellas reiteraciones con mis altos grados de identidad a
nivel de secuencia. Asimismo, con base en un andlisis global de Ia secuencia del
pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234 se encontraron aquellas reiteraciones
grandes (> 1 500 pb) que probablemente puedan participar como puntos para
recombinacién homdéloga. Cada una de ellas se agrupd en 6 FERs diferentes. En
este caso, nuestro andlisis nos permite proponer la existencia de al menos §
posibles amplicones. En ambas secuencias, los potenciales amplicones se
encuentran sobrelapados.

—— = —————— e —
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OBJETIVOS.

Como ha quedado de manifiesto en la Introduccidn, existen sufictentes
antecedentes que nos permiten afirmar la naturaleza dindmica del genoma
rhizobial (y tal vez del genoma bacteriano en general). Sin embargo, el anilisis
global de estos genomas simbidticos no ha sido suficientemente integrativo. de
manera que sea posibie establecer los parimetros bdsicos de budsqueda de
algunos de los elementos genéticos responsables de esta plasticidad gendmica.

Estamos convencidos de que una parte muy importante en el estudio de
la dindmica del genoma simbiético es precisamente determinar aquellos
elementos genéticos, responsables de fenémenos como los de amplificacion y

dalozifén, con ol ob ativn da catagarizarlac v rmrnnqunc Can ecta informacidn
H
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serd posible contar con una vnsu‘m general de las implicaciones dindmicas que
tenga la organizacién de cualquier genoma dado, con base en la presencia de
zonas con potencialidad de generar este tipo de rearreglos. Con tal
razonamiento se planteé el presente estudio, que pretende cubrir los siguientes
objetivos:

Objetive General: Biisqueda de secuencias reiteradas dentre de la regidn de
nodulacién de Rhizobium meliloti y dentro del pldsmido simbidtico pNGR234a
de Rhizobium sp. NGR234, con énfasis en la propuesta de posibles amplicones.

Objetivos Especificos:

1. Construir un archivo de la secuencia conocida para la regién de
nodulacién de R. meliloti, definiendo y localizando los intervalos de
secuencia no conocida.

I1. Obtener de manera manipulable, la secuencia total reportada para
el pNGR234a,

III. Diseiiar y realizar una bidsqueda global de secuencias
repetidas en orientacién directa para ambas regiones.

IV. Definir las principales familias de elementos reiterados para
cada regién analizada.

V. Determinar los posibles Amplicones dentro de la regidén de nodulacién
de R. meliloti y en el plasmido simbiético pNGR234a.

V1. Construir un mapa dindmico para el plismido simbidtico de
Rhizobium sp. NGR234,
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METODOS.

Obtencion de Secuencias Depositadas en el GenBank. Las secuencias de
interés se obtuvieron haciendo una bisqueda tipo ENTREZ en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information). EI NCBI cuenta con la base de datos
GenBank de secuencias de ADN. Para la bidsqueda de las secuencias
depositadas en esta base de datos es necesario introducir el nombre del gen o
el nimero de acceso que tiene éste. La bidsqueda de la secuencia de genomas
completos también es posible con esta base de datos. En este caso el formato de
la secuencia puede ser en un solo documento o en varios, dependiendo de su
tamafio. Las secuencias de las zonas que integran la region de nodulacién de R.
meliloti fueron obtenidas en la base de datos GenBank. Para el acceso de la
secuencia total del nNGR?3da <e eiecutd nn FTP (File Trancfer Protnraly
anénimo. La base de datos viene comprimida en forma gzip. La secuencia
puede ser consultada en la direccién siguiente via NetScape versibn 3.0:
http://genome.imb-jena.de/~cfreiber/pNGR234a2 htmi.

Programas para Anailisis de Secuencias Reiteradas. Los programas para
andlisis de secuencia citados en este trabajo se incluyen en el paquete de
andlisis de secuencia GCG (Genetics Computer Group Inc.), versién 8.0 y en el
paquete Molpac (telnet 129.115.10.30). La construccion de los drholes se
realiz6 usando el programa UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean) {Nei, 1987) del paquete GeneWorks, version 2.5 (IntelliGenetics Inc.).
Los primeros dos programas pueden ser ejecutados via una coneccién InterNet
mediante el programa NCSA-Telnet 2.6. GeneWorks requiere un software
particular para el uso de sus programas.

Bisqueda Primaria de Secuencias Directas Repetidas. Para esta clase de
bisqueda se utiliza el programa Repeat en el paquete GCG. Repeat encuentra
repeticiones directas en las secuencias. Se pueden establecer el tamaiie, grado
de severidad e intervalo en el cual se desean encontrar las repeticiones; todas
las repeticiones encontradas de ese tamafio o mayores son desplegadas como
alineamientos cortos en la pantalla. Repeat informa el ntimero de repetidas
encontradas segin los pardmetros establecidos antes de desplegar los
resultados en la pantalla. Repeat puede mostrar varias secuencias repetidas
que son parte de una misma estructura. Como restricciones. el programa
Repeat no puede encontrar mds de 1 000 repeticiones en secuencias no
mayores a 350000 pb y tampoco busca repeticiones en orientacién inversa.

Repeticiones Grandes en Secuencias Largas. Las secuencias repetidas
grandes con pocos errores de sustitucién o indeles (inserciones-deleciones) se

obtienen a partir de una bisqueda global en cualquier sequencia nucleotidica
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utilizando el algoritmo descrito por Leung et al. (1991). Para la bisqueda de
reiteraciones en secuencias gendémicas grandes (de hasta millones de bases) se
utiliza este algoritmo. En el presente estudio, la secuencia total del pNGR234a
fue analizada con este método. Cada reiteracién recibe el nombre de march. El
match es un agregado de bloques de identidad extendidos entre dos o mas
secuencias. El algoritmo utilizado por este programa encuentra cada match
localizando primero los core block, que son aquellas secuencias que se
presentan al menos como parejas y que son idénticas entre ellas. Cada core
block es entonces extendido en ambos extremos mediante blogues cortos de
secuencia llamados extended blocks, los cuales estan separados por errores o
error blocks de longitud variable. Estos pardmetros pueden ser especificados
por el usuario o por los pardmetros “default” del mismo programa. de manera

tal ane =e aceonra ane lac reiteracinnes lacalizadacs cean noaen :\rnhnh]nc An
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enconirarse de manera azarosa.

Los parimetros del programa que pueden ser manipulados para la
bisqueda de las reiteraciones (matchs) son la longitud de los bloques de
secuencia bésica (core block length), el error de concatenacién de cada uno de
estos bloques (error block) y el error de alineamiento entre una repeticion vy
cualquier otra (alignment error). Asimismo, se pueden manipular los niveles
de impresién (printing levels) para observar en pantalla las reiteraciones,
seglin el tamaio que se especifique por el usuario. Los programas dentro del
paquete de andlisis Molpac, donde se pueden ejecutar esta clase de bisquedas
son los programas rep ¢ icrep. El primero de ellos es utilizado para bisqueda
de reiteraciones en orientacién directa y el segundo para secuencias en
orientacién inversa.

Extensién de Motivos Centrales de Secuencia. Cada secuencia repetida
puede ser extendida en cada extremo, si se reduce la severidad de su
alineamiento con alguna otra secuencia. Con la finalidad de extender estos
motivos de secuencia centrales -encontrados con el programa Repeat- el
siguiente objetivo es extenderlos lo mds posible sin incluir errores muy
grandes. La extensién de los motivos centrales de secuencia se obtiene
mediante un alineamiento tipo FastA (Fast Alignment) entre las dos
secuencias repetidas encontradas en cada caso. FastA es una bisqueda de
similaridades tipo Pearson-Lipman (1988), entre una secuencia dada y
cualquier grupo de secuencias en el GenBank o secuencias especificadas por el
usuario.

Este método compara una secuencia de interés con otra especificada por
el usuario y reporta la mejor similaridad en el alineamiento. El programa

FASTA calcula un puntaje de similaridad “local” donde se encuentra la mejor
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regién de similaridad entre ambas secuencias. Si existen porciones de
alineamiento pobres fuera de la esta regién de similaridad, estos no influyen
en ¢l puntaje final. FASTA reporta solamente los valores de similaridad para el
mejor alineamiento encontrade entre las dos secuencias.

El Algoritmo FASTA (Pearson, 1990) utiliza cuatro pasos para calcular
los tres valores que caracterizan la similaridad entre secuencias; estos valores
son el porcentaje de identidad entre las dos secuencias sobrelapadas, la
cantidad de simbolos sobrelapados y su ubicacién. En el primer paso identifica
las regiones de mayor densidad de identidades, aqui se especifica un
pardmetro llamado krup que determina cuantas identidades consecutivas se
requicren para generar un grupo de identidades (match). Para comparaciones

de secuencias de ADN, este pardmetro puede variar entre | a 6; se
iecuntcudan valores eantre 4 y 6. Cuando la secuencia base es corta o se trata
de un oligonucle6tido se prefiere un ktup = 1. En esta etapa el programa

genera una matriz de “diagonales” donde se buscan todas las regiones de
similaridad entre las dos secuencias, contando los mejores grupos de kfup
(tamafio de la palabra) y penalizando los malos alineamientos (mismatches).
Con este método se identifican las regiones en la diagonal con mayor densidad
de grupos de identidad. En el paso siguiente cada extremo de la regidn se
delimita para lograr ¢l mejor alineamiento posible, esto resulta en un grupo de
alineamientos parciales sin brechas (gaps). Las brechas de secuencia no
conocida en cada alineamiento no pueden ser muy grandes; asimismo.
cualquier alineamiento entre dos secuencias no puede ser alterado por mis de
32 indeles. Durante el tercer paso, las regiones cercanas se unen en una sola
regién incluyendo errores tipo mismatches y gaps necesarios para unir las
regiones iniciales. Finalmente, en el cuarto paso se genera un histograma donde
se calculan los valores de similaridad promedio de la secuencia dada y el resto
de las comparadas (cuando se trata de comparaciones con muchas de estas);
cafcula también la desviacién estdndar de los valeores iniciales.

Generacion de Secuencias Azarosas. Para esta clase de manipulacién, se
utiliza el programa Shuffle en el paquete GCG. Shuffle altera el érden de los
simbolos (A, C, G, T) en una secuencia sin cambiar su composicién. Shuffle
utihza un generador de nimeros azarosos para mezclar las posiciones de los
simbolos en una secuencia. El generador numérico se inicializa segiin la hora,
de tal manera que al ejecutar el programa a diferentes tiempos se obtienen
resultados diferentes. Se ejecutaron 10 repeticiones aleatorias en la secuencia
estudiada.

Identificacién de Patrones de Secuencia. FindPatterns identifica
secuencias que contienen pequefios patrones de Ssecuencia conservada. Los
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patrones se pueden definir de manera arbitraria y se permiten ciertos errores
pero sin brechas. Cada patrén puede ser parte de una secuencia determinada o
puede tipificarse en la misma terminal, en la computadora personal. La
bisqueda se realiza en las dos hebras. FindPatterns toma la secuencia blanco y
escanea el resto de la secuencia generando un listado de alineamientos con los
resultados de la bisqueda de esa secuencia.

Biisqueda de Motivos Protéicos. El programa ProfileScan utiliza una base
de datos de perfiles protéicos para encontrar motivos estructurales y de
secuencia en proteinas. Este programa utiliza el método de Gribskov et al.
(1988) para realizar una biisqueda en un listado de los motivos protéicos en
una base de datos. Cada posible alineamiento permite un mérgen de error. El

R O L L e Vict 1: i
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ambas secuencias y su grado de identidad.

Prediccién de Estructuras Secundarias a Nivel Protéico. Aquellas
secuencias que se encuentran formando parte de regiones codificantes. pueden
ser visualizadas graficamente a nivel peptidico y establecer la estructura
secundaria de ese péptido en particular. Con el fin de evaluar la posibilidad de
encontrar ciertas similitudes a nivel de estructura protéica, las secuencias
rciteradas que son intragénicas, deben ser traducidas a secuencias peptidicas
mediante Translate. Una vez traducidas las secuencias reiteradas, la
prediccién de su estructura secundaria se basa en el método de Chou-Fasman
(1978) para establecer la probabilidad de que el polipéptido forme hélices-
alfa, laminas-beta, giros y enrollamientos. Este algoritmo es la base del
programa PeptideStructure. Para visualizar estas estructuras, el programa
PlotStructure despliega graficamente las predicciones de PeptideStructure.

Secuenciacién Automdtica de ADN. La secuenciacién de una parte de la
secuencia no conocida entre los genes nifH y fixA, dentro de la regidn de
nodulacién analizada en R. meliloti, se realizé con el método de terminacién de
cadena por dideoxinucleétidos fluorados usando el kit Tag DyeDeoxy
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA). Los
productos de la reaccién de secuenciacién fueron separados por electroforésis
en geles de poliacrilamida, bajo condiciones desnaturalizantes y su andlisis se
realizé en un secuenciador automitico de ADN, modelo 373 A (Applied
Biosystems Inc.).
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RESULTADOS

Integracién del Archivo de Secuencia de la Region de Nodulacién de
R. meliloti: Rmel_Regulon_47.1_kb.txt. La compilacién de un Archivo de
Secuencia constituye la parte inicial bdsica de cualquier proyecto de andlisis
genémico. Con base en una biisqueda en el GenBank se obtuvieron todas
aquellas secuencias que han sido descritas para la regién de nodulacién de R
meliloti. Se encontraron 30 entradas de secuencia que corresponden a los
genes de nodulacién y fijacién de nitr6geno descritos en la Tabla 1. Esta
regiébn contiene al menos 5 operones que integran el Regulén nod, un modelo
regulatorio que comprende la regulacién coordinada entre estos operomes, que
participan en la interaccién Rhizobium-planta (Kondorosi, 1992). Cada
secuencia encontrada tiene difercnie longitud v algunas se han secuenciado en
mds de una cepa.

Cada secuencia encontrada en el GenBank corresponde a genes u
operones completos pero no fue posible estructurar un archivo completo de
secuencia a partir de una sola cepa. Sin embargo, en este estudio en particular,
trabajar con un archivo de secuencia compuesto permite contar con la mayor
informacién posible -a nivel de secuencia- para esta regién. Trabajar con la
secuencia conocida de una sola cepa resultarfa limitante debido a que muchas
reiteraciones serfan ignoradas. Por otra parte, la secuencia utilizada aqui,
tampoco es ideal debido a que la secuencia puede variar entre una cepa y otra
€ incluso la organizacién génica también,

Sin embargo, en el presente caso la variabilidad entre las secuencias de
una y otra cepa, podria ser minima. Un andlisis de alineamiento entre los genes
nodD de las cepas Rm 1021 y Rm 41 (alineamientos no mostrados) revelaron
sélo pequefias diferencias entre ambas secuencias. Los valores de divergencia
entre las secuencias de cada gen nodD son: nodD1-nedDI (0.18% en 1.10 kb),
nodD2-nodD2 (1.46% en 1.09 kb) y nodD3-nodD3 (0.79% en 1.61 kb).

En general son dos las cepas que se encontraron como fuente de las
secuencias: Rm 1021 y Rm 41. Con base en los mapas genéticos conocidos
reportados en la literatura (Para una revisién ver: San Juan ef al., 1992).
una vez ordenada esta informacién y localizados los sobrelapamientos se
organizaron seis grupos continuos de secuencia que en total cubren 45 745 pb
¢ incluyen 5 brechas de secuencia ne conocida (gaps). Estos seis grupos de
secuencia se integraron en un solo archivo de secuencia que denominamos
“Rmel_Regulon_45.7_kb.txt”. Las longitudes de estas seis secuencias, que
integran el archivo total se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 1.
Secuencias reportadas para la regidn de nodulacion de R. wmelitor.

Loei Nimercs de Longitud @ Cepa Referenciaa

Accego
1) ndnodM-NnollFGHI X58632 7080 pb 41 MGG 228: 113-124 (1991
2) fixF M18272 3073 pb 2011 J. Bacteriol.

169: 5393-5400 (1987)

3) nodDl X04473 1106 pb 41 J. Mol. Biol.
191: 411-420 (1986}

Nucleic Acids Res.
12: 9509-9524 (1984)

4) nedbl-nlABC M10923 4230 pb 1021 DNA 4: 241-248 {1%8%5)
M11268 J. Bacteriol.
M11269 162: 469-476 (1985)
5) nlinodABC X01645 3373 pb 41 Nucleic Acids Res.
M13287 12: 5509-9524 (1984)
6) nodPI1Ql X14809 4037 pb su47 Mol. Microbiol.
3: 745-755 {1989)
7) nodPigQl M68858 3476 pb 1021 MPMI 2: 181-194 (198%)
J03676
8} ORF downstream LOB66T 1235 pb 1021 MPMI 7: 151-153 {1994)
nrodg@il
9) n2nodFEG Y00604 4110 pb 1021 Genetics
M37416 117: 191-201 (1987)
10) n2nodFEG X04379 3932 pb 2011 Nucleic Acids Res.
14: 7453-7472 (1986)
11) n3nedH X04380 2078 pb 2011 Nucleic Acids Res.
14: T453-7472 (1986)
12) n3nodH M37417 1277 pb 1021 Genetics
117: 191-201 (1987
13} syrM X61396 1550 pb 41 Mol. Microbiol.
5: 3035-3048 {1991)
14} syrM M33495 2636 pb 1021 J. Bacteriol.
172: 3695-370C (1990}
15} Intergénica 176274 912 pb io021 J. Bacteriol.
syrM-nodD3 178: 1782-1787 (1996)
16) nedD3 X53820 2053 pb 1021 Nucleic Acids Res.

19: §21-9%27 (1991)

Continita en la pdgina siguiente
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Tabla 1.

cont.

17) nodD3 X61457 2182 pb 41 Mol. Microbiol.

5: 3035-3048 (1991}
18) nodD3 863823 2053 pb NCa Science in China.

Series B, Chemistry,

Life Sciences and

Earth Sciences

36: 225-236 (1993)
19) nifH V01215 1329 pb 41 Nucleic Acids Res.

a. KR711_-RI72 11091y
20} fixABCX M15546 4785 pb 1021 J. Bacteriol.

169: 1127-1136 (1987)
21y " £fixD" (fixX-nifA) X03065 2111 pb 2011 EMBO J.

4: 2793-2800 {198%)
22) nifa X02615 1875 pb 1021 Nucleic Acids Res.

13: 4539-4555 ({1985)
23} nifB M15544 1722 pb 1021 J. Bacteriel.

169: 1120-1126 (1987)
24) fdxN X52662 944 pb 2011 MGG 216: 293-302 (1989}
25) fdxN M21841 255 pb 2011 J. Bacteriol.

170: 4406-4410 {1988)
26) nSnodL X61083 900 pb 41 Plant Mol. Biol.

18: 843-846 (1952)
27) nSnodLnoeAB U26430 4376 pb 2011 Mol. Microbiol.

17: 687-699 (1995}
28) nodDz M29367 1317 pb 1021 J. Bacteriol.

172: 901-911 {199%)
28) nodbD2 X04474 1096 pb 41 J. Mol. Biol.

191: 411-420 (19863
30) nénolfalbs X91350 2577 pb 2011 FEMS Microbiol. Lett.

133: 285-291 (1995)

@ Para la compilacidn del archive de Secuencia Total, se tomaron las secuencias equivalentes mads
largas.

b No clasificada.
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Tabla 2
Continuos de secuencia encontrados para la regién de nodulacion de R. mefiloci.

Continuo Genes incluidos Longitud
Secuencia I: ndnodMnol FGHInodNni fNnodDInlABC 13 440 pb
Secuencia II: nodQl1P1GEFn2n3HsyrMnodD3 14 850 pb
Secuencia III: nifH 1 275 pb
Secuencia IV: fixABCXnifABLAXN 8 470 pb
Secuencia V: noeBanodinb 4 380 pb
Secuencia VI: nodDZn6nolQagbs op. stach. 3 330 pb
Secuencia Total: ‘Reguldn nod’ 45 745 pb
T - . A - - : —_ e e o oo A - | [P Sy ¥

- - I S .. —— P
Lwva [T TR R VA ] (Y1 R Y N T ML LA WL W AR RLWFIR) 11U R LS

encontrados miden aproximadamente 3 kb, 10 kb, 7 kb, 17 kb y 5 kb
respectivamente. Finalmente, después del disefio de oligonucledtidos
especificos para secuenciar la zona entre los genes nifH y fixA se secuenciaron
1 400 pb. Con esta tdltima “entrada” de secuencia se obtuvo finalmente una
secuencia de 47 145 pb que recibié el nombre de "Rmel_Regulon_47.1_kb.txt”.
De esta manera se introdujeron los datos de toda la bisqueda en el GenBank,
en forma de 6 segmentos de secuencia de ADN, separados por 3 intervalos y la
secuencia determinada en este laboratorio correspondientc a una partc del
intervalo entre los genes nifH y fixA (1400 pb, Figura 3).

Bisqueda Primaria de Secuencias Reiteradas en la Regién de
Nodulacién de R. meliloti. Una vez integrado el Archivo de Secuencia se
buscaron los motivos centrales de los elementos repetidos utilizando el
programa Repeat (GCG). Como principal objetivo se determinaron aquellas
secuencias reiteradas que pudieran ser funcionales en el contexto de la
recombinacién homdloga. Para el cumplimiento de este objetivo se disefiaron
dos tipos de bisqueda mediante el empleo de este programa, con las siguientes
caracteristicas: La primera biisqueda se hizo en cualquier intervalo de 50 pb
(Figura da) y la segunda en cualquiera de 100 pb (Figura 4b) en la misma
secuencia y su contraparte generada azarosamente. El programa Repeat se
ejecuté pidiendo a la computadora encontrar secuencias con un 50% de
identidad y hasta un 100%, en intervalos ascendentes de 2%. Con estos
resultados obtenidos se graficaron el nuimero de secuencias repetidas
encontradas en cada caso.

Para el analisis de la secuencia de R. meliloti, las secuencias repetidas de
interés se consideraron a partir del razonamiento siguiente: En cualquier
secuencia dada resultan interesantes todas aquellas secuencias que se
encuentren repetidas al menos una vez y cuya probabilidad de ser encontradas
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Figura 3. Compilacién de las entradas de sccuencia encontradas en el GenBank. Cada entradu de sccuencia se representa como
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Figura 4a. Comparacién entre el ndmero de secuencias repetidas en la secuencia Regulor nod de R meliloti y las secuencias
repetidas encontradas en una secuencia generada azarosamente em base a la primera. Los juntos negros corresponden al nimero
de repeticiones en la secuencia original y los puntos blancos a las repeticiones en la secucncia azarosa. La tendencia general de
ambas grificas es lener un gran nimero de secuencias repetidas de baja similitud, mientras que son escasas aquellas donde el grado
de stmilaridad es superior. En la comparacién entre ambas graficas, el punto de infiexion en la grifica (flecha) es considerado aqui
como el punto a partic del cudl las secuencias repetidas son de interés y pueden temer imjortancia en fenémenos recombinatorios

dependientes de RecA. Las repeticiones graficadas se encontraron con el programa Repeat (GCG) a partir de una bisqueda en
ventanas de 50 pb.
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sea superior a la de ser encontradas en una secuencia azarosa de la misma
composicién. De este modo se empleé el programa Shuffle (GCG) y se generé
una secuencia azarosa alterando el 6rden de los nucleétidos dentro del archivo
de secuencia de R. meliloti; para obtener esta secuencia se hicieron 10
repeticiones con este programa, de tal manera que la secuencia azarosa final
fue resultado de 10 ensayos consecutivos de reordenamiento aleatorio de la
secuencia original.

Como siguiente etapa se ejecuté el programa Repeat en la secuencia
generada al azar de la misma composicién a la de R. meliloti. En las figuras 4a
y 4b ambas grificas se muestran comparadas. El hecho de haber graficado
sendos datos en una misma figura, nos permite comparar el nimero de
reiteraciones aue se nueden encontrar en una cecuancin azarogn oy coablecor
las diferencias que se observen con una secuencia biol6gica real (secuencia
original, R. meliloti). Por otra part¢ es interesante hacer notar que en esta
figura se observa una cierta tendencia de encontrar secuencias repetidas cortas
en gran cantidad. La primera fase de nuestro andlisis consistié en encontrar las
posibles diferencias entre esta secuencia real (regién de nodulacién) y su
contraparte azarosa. También se puede observar que las grdficas de la Figura
4 tienen dos fases; durante la primera de ellas, ambas secuencias se comportan
de manera similar y muestran la misma tendencia con pendientes muy
parecidas. Sin embargo, hay un incremento en el nimero de las repeticiones
encontradas en la secuencia real; la curva que representa a la regién de
nodulacién se separa de la curva que representa a la secuencia azarosa. Este
fenémeno se discutird mds adelante. La primera fase de cada grifica puede ser
considerada de poco interés en términos de repeticiones grandes para
recombinacién homdloga dependiente de recA (ver Discusion).

La segunda fase de las grificas (después del punto de inflexién en la
secuencia real) estd representada por repeticiones que son mds grandes y que
por su tamafio son probabilisticamente dificiles de encontrar repetidas en
cualquier secuencia azarosa de ADN. Estas repeticiones son sucesivamente mis
escasas. Conforme estas secuencias son mas grandes tienen mayores
posibilidades de intervenir como puntos de recombinacién, dependientes de
RecA, para generar rearregios gendmicos. De esta manera -en teoria- aquellas
secuencias que mostrasen un comportamiento diferente al esperado por el azar
resultan de interés para su andlisis y podrian tener significado bicldgico a nivel
molecular. En efecto, para R. meliloti ambas grificas muestran una tendencia
de la secuencia real a separarse de la secuencia azarosa.

En este punto se cumplid con el objetivo de determinar los motivos
centrales mediante una bdsqueda primaria. Aquellas secuencias que se
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apartaron de las secuencias esperadas por el azar, fueron consideradas
importantes como posibles puntos para recombinacién homéloga. De esta
manera, los puntos de inflexién son el punto de partida para analizar cada
secuencia por separado. Cada una de estas secuencias fueron extendidas
mediante el uso del algoritmo FastA (GCG).

Extension de los Motivos Centrales de Secuencia. Para ambas
secuencias estudiadas aqui (R. meliloti y Rhizobium sp. NGR234), con los
resultados obtenidos a partir de la bdsqueda primaria de reiteraciones, la
siguiente etapa corresponde a la extensién de cada reiteracién gendmica con
posible significado biol6gico. Para tal objetivo se empleé el programa FastA
(Pearson y Lipman, 1988). El alineamiento tipo FastA es capaz de extender
a ambos extremos un alineamiento dado entre dos secuencias, permitiendo un
cierto mérgen de errores como pequefias deleciones, iNSErclones y/o
corrimiento de bases.

Definiciéon de Familias de Elementos Reiterados (FERs). Por definicién,
una FER es un grupo de secuencias nucleotidicas similares entre si con algin
mérgen de error. Cada familia puede estar formada al menos de dos elementos
reiterados, sin embargo cuando son mas de dos elementos se pueden formar
subfamilias. Los principales atributos que tiene una FER son la longitud de cada
secuencia repetida y el grado de identidad entre estas. Cada secuencia puede
encontrarse en orientacién directa o inversa y también pueden estar
sobrelapadas. Con los resultados obtenidos en la primera parte del andlisis -las
primeras secuencias repetidas ya extendidas- y los resultados del alineamiento
miltiple entre ellas se integraron finalmente las familias que definiremos a
continuacion para ambas secuencias bacterianas.

R. meliloti: Familias de Elementos Reiterados (FERs).

En la secuencia compuesta de R. meliloti se encontraron 17 familias
diferentes de elementos repetidos de 2 o mas elementos. Las familias
encontradas dentro de la regidn de nodulacién en R. meliloti se muestran en la
Figura 5. A continuacién se incluyen las caracteristicas de cada una de las
diferentes subfamilias posibles para esta zona.

FER A: Genes nodD y syrM. Estos elementos reiterados corresponden a las
regiones codificantes de los genes reguladores nodD y syrM. En R. meliloti ya
habian sido reportados tres genes nodD; estos se denominaron nodD!, nodD2 v
nodD3 ademds de syrM (Honma y Ausubel, 1987; Barnett y Long, 1990).
Se sabe que el producto protéico de estos genes corresponde a los activadores
transcripcionales de los otros genes nod, aunque también pueden actuar como
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represores {Schlaman et al., 1992).

Mediante el empleo de los anilisis por hibridizacién ADN-ADN se ha
comprobado un elevado grado de similaridad entre estas tres copias de los
genes nodD (Honma et al., 1990). Un andlisis de secuencia revelé también un
alto grado de similitud entre los genes nodD! y nodD2 (de hasta el 85%. Figura
6). Un estudio detallado de esta familia con base en su homologia ha clasificado
a las proteinas NodD dentro de la familia de reguladores transcripcionales tipo
LysR (Schlaman ef al.,, 1992). Estas proteinas necesitan un compuesto
inductor de naturaleza flavonoide para su activacién.

El resultado presentado aqui del alineamiento entre los genes nodD1, D2.
D3 y syrM nos muestra un grado de identidad del 45.7% en 543 pb
sobrelapadas. Este valor corresponde a la identidad promedio entre todos los
miembros de la familia. El alineamiento coincide con el extremo-N de las
proteinas codificadas por cada uno de estos genes. Ademds es precisamente en
este lugar donde se ha reportado ya un motivo de unién al ADN, tipo H-T-H
(Schlaman et al., 1992). Este motivo H-T-H es el que reconoce la nod box
para controlar la transcripcién de los operones nod en un circuito regulatorio
complejo (Kondorosi, 1992). Las relaciones de similaridad entre cada
elemento en esta familia se ha esquematizado en la Figura 6.

A partir de aqui, la descripcién de cada familia se presenta por grupos
grandes de elementos reiterados. Sin embargo, un andlisis mds profundo de
cada una de estas familias puede evidenciar subfamilias de eclementos
repetidos para cada familia propuesta. En general, una familia estd integrada
por un cierte mimero de elementos reiterados, con cierto nivel de similitud.
Una subfamilia es considerada como un subgrupo dentro de cada familia. la
cual tiene menos elementos repetidos pero cuyo grado de similaridad y/o
extensién siempre son superiores a los wvalores de similaridad de las
reiteraciones en cada familia. En la Tabla 3 se muestran las principales
subfamilias que se encontraron dentro de las FERs A-G.

FER B: nod box. En un estudio previo de ciertas secuencias de ADN en la cepa
Rm 41 de R. meliloti se habia descubierto ya una secuencia conservada de 47
pb en las regiones -5’ de los operones nodABC, nodFEG y nodH. En el mismo
estudio también se identificaron otras tres copias de lo que se llamé mod box
(Rostas et eal.,, 1986). Estudios posteriores identificaron las regiones
codificantes del resto de los operones que no habfan sido aidn identificados y
de esta manera se detectaron el operén nodMnolFGHInodN, controlado por la
nod box nd4 (Baev et al, 1991); el operén nodL-noeAB, controlado por la n 5
(Baev y Kondorosi, 1992) y el recientemente descrito operén nolQaQbS, al
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Tabla 3

Subfumilias encontradas para las FER A-G demtro de la region de nodilacicn de R, wotitors.

FAMILIA Numero de
alementos

FER A 4

(nodDi-2-3-syrM}

Subfam. A.a. 3

{nodD1-2-3)

Subfam. A.b. 2

(nodD1-D2)

FER B 8

(ni-nB)

Subfam. B.a. 4

{n3-nd-n7-n8}

subfam. B.b. 4

(n5-n2-n6-nl)

FER C 3

{P1-P2-P3)

Subfam. C.a. 2

(P1-P3)

FER D 3

(Reps 1T}

Subfam. D.a. 2

{Reps II nifH-fixA)

FER E 2

(Reps III)

FER F 2

{Reps IV)

FER G 3

(Intragen. fixB-nifA)

Subfam. G.a. 2

{fixB-nifA)

Orientacidén

Dir.

Dir.

e

e

Inv.

Inv.

Directas

Dir.

Dir.

Dir.

Dir.

e

e

Inv.

Inv.

Inv.

Inv.

Directas

Directas

Directas

Directas

Directas

Directas

Directas

Extansidn
{pb}

543
1087

1106

a7
47

47

340

76

77

160

81

113

110

Idaerctidad

94.

82.

27.

36.

38,

47.

78.

73.

52.

80

77

45

S5

(%)

7

Distancia de
separacién (pb)

7930

8420

360

35265

2365

& Solamente se incluyen las distancias entre dos elementos reiterados {Amplicones).



parecer no controlado por n6é aunque en la misma direccién a ésta (Plazanet
ef al., 1995).

La presencia de estas 6 copias esti bien documentada en la literatura y
al menos las primeras 5 son funcionales. El andlisis que se presenta aqui
propone al menos otras 2 copias lipo nod box en la region de nodulacién de R.
meliloti. Nuestros resultados indican que una probable copia de rod box (n7)
se encuentra antes del gen syrM. Este dato ya ha sido previamente reportado
en un estudio sobre los sitios de inicio transcripcional de los genes syrM vy
nodD3 (Barnett et al., 1996). En dicho estudio se reporta una secuencia muy
parecida al consenso nod box que estd localizada 26 nucledtidos antes del sitio
+1 de inicio de la transcripcién para syrM. Esta séptima secuencia muestra un

i i ’ ATian AntariAran 17 macen tn ~Al e
hnen alinaamientn con lae ceic coplRnoanitnitizl YO OTZIETIL Th OSSNSO yue o

muestra en la Figura 7.

Finalmente, ¢l resultado de nuestro andlisis también revela una posible
octava copia tipe nod box en el extremo -5° de la regién codificante de fixC,
aungue sobrelapada en el extremo -3’ del gen inmediatamente anterior a éste.
fixB. Estas dos copias adicionales encontradas en nuestro andlisis parecen
cumplir con ciertas caracteristicas que podrian considerarse necesarias para
ser su inclusién como ned box o reductos de estas: ) Muestran un consenso
elevado en el grado de identidad, organizado en los tres motivos de sccuencia
ya descritos, i) estos tres motivos de secuencia se encuentran separados entre
si aproximadamente por la misma distancia y i) se localizan en la region -5° de
secuencias codificantes de genes nod estructurales o reguladores v -al menos
para n8- de un gen fix. La relacién encontrada entre las 8 copias para nod box
se muestra en la Figura 8.

FER C: Regiones Promotoras Reps 1: P1-P2-P3. La tercera FER
corresponde también a secuencias previamente descritas en la literatura vy
cuyo papel principal estd en algin tipo de regulacién transcripcional de los
genes nif. Este grupo de secuencias reiteradas han sido identificadas como
regiones promotoras que comparten una buena similitud a nivel de secuencia
de ADN, de hasta mis de 160 pb (Better et al., 1983). En Ia Figura 9 sc
muestran las relaciones de similaridad entre los elementos PI, P2 y P3.

Estas secuencias fueron descritas para R. meliloti 102F34 y localizadas
mediante hibridizacién ADN-ADN. La regidn nif de esta cepa contiene las tres
copias denominadas PIl, P2 y P3, localizadas antes de unidades
transcripcionales especificas. Con base en nuestro andlisis podemos inferir que

Pl es parte de la regién reguladora del gen nifH y que P2 podria ser parte de
la regidn reguladora del gen fixA.
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ALINERMIENTOS nod box:
noed boxes: 13 id/47 pb (8 elementos) 27.7%

CATGTGCGGCATCCATATCGCAGATGATCGT TATC CAAAC AATCARTTTTACCAATC TT-GCAGAGTCCT nod box nl... nodA
CGTCACAGACATCCATTTCACGEATGGCCGACATCCAAACAATCCATTT TACCAATCCCACTGATATGTA ned box n2... nodfF
CGTT-CTCATATTCACAGGCTGGATCCCTCTCATAAAARC ARTCCATTTTACCAATCTGGGCGACTGCGA nod box n3... nodH
GTCTTTTCTTATCCATAGGGTCGATCATTGCTATCCTCATAATCGATTTTACCAATCTT-GCTGAATGTT nod box nd... nodM
AGCTGGTGTCATCCACCGCGCGGATARAGGTGATC CAAACAATCGATTTTACTAATCATCAAGTGTGCTC nod box n5... nodL
CATGTGCGGTATCCATAGCGEAGATCATTGTT-CCCAAACAATCGAT TT TCACACTCCCATTAGAGAACT nod box n... nolQa ?
GAGGCTATGTATCCAAAACGTGGATGACAGTCATGCGAAAACGCGATTTCTCCTGTCTC ~GCCGAATGCE nod box ‘a?'.. syrM ?
CATTGTTGCTATCARCA- - -CCGATC-CRAACGCGLCCATCTTCGATTTCGCCCACCTCGGCGTTGTGGE nod box ‘md’.. fixC ?
.......... ATYMAHH . . . .VGATY. .. ... RYVMNMAHMHEKCEATTTYNMYHVYC. ... ... ...... Consenso

nl> ATTAGAGAACCCTGAAGTTAATGGAATCAAGGTGCGGCGCGAGAAAAGTTTCACAAGTACAGGATGGGTC
CGAATTTAGAGCCGTCATCTAAGCGCTCGACCAACGGTCCAGCGCTACGGTTGGCGTCCCCGETGTAALT
TGCCGGGTACACACCACTCTCGATCGTGCTTTGAAGAAACAACACACTGGAGTTCTTACATG nodA

n2> GCACAAGCTGCCCACGATAGGGAGGCCAATGATGTTC TTCGTCATCGGAGGCTTCTGCACAGACCAGLCCE
GATGTCCGGCTCTGCGGGCATTAGGCTTAGCCAGTCGCGCACGCCTGATGATAATTTTCGTATCGGGLCG
CCTCAGGAATTTGAGCCGCCGTGUGTCGAACACAAGCTAAAGGGAACAGAATG nodF

n3> TTARARACGCTAAGCAGTCCGGATTGCGAGTGAGGCGGETGCGEGRATCAGCGC TGAGGTGTCSGCCGATA
GAAGCACGAAACTAGCAAACGTCGAGCTCTGACCGAGTCATGAATGGAAGCTAACCATAGGTGATCAACG
CTTAAGAGCAGCGCGCTCCCCAGACTAAGCAAGACGGECGGECGARCATAATCCTCCGCTGARACCACCAC

AACTGCTAAATGGAAACACGCCTGAATG nodH
nd> ATTTAGGAGACCCCTGAATGAAGGLCGGCGGCGETCGTCCGTAGTCC TACTCGTGCGCCTAGATTATTTC

GGAGAGAACATG nodM
n5> GATAGGAGACAAGGCGAAAGAATTCAAGTGAGTGCGGGCCCGTGCGCTAAAGACGCCGGGCATAGTCAAG

GCGATGCARTAGTCAACATCGGCAACCCCCTATCAACCATCARAGACGTTCTCGAGAGGAGACGATG nodlh

né> CTCAAGTTAACGAAATCAAGCTTCAGCGAAGGATTCTTTCCTCATGACCTCGCTGGACCGACATTTCATT
CCCTCATTCAATCCATCGATCGCCGGACGCGECGGATTTTCC TGCCAAGTCAGGCGGCGAGCCAAAGACA
GGCGTCAATGTCT I TTTTCAGTTACTTGCTCAGGGC TCCGCT TGGACT TACCGCCACGGLGG TTGCGARC
CCCCCTTGCCGCAAAACGCGATC TGACGCAGAGC TGCCACCTTGTCGTTCATATGATCATTTCCCARTCT
ACCGTCTGAAAGAAAGCTATTAGTATTGTATT AGTCAC TCCTGCCACC TGGCATGACTTTGGCTTGATTG
CGGGGTCAGAAATTTCCAGCAATCCCTTTCCCTAGCCGGC TTTGCGACCAGCCAGCATCGTC TCTGACTC
CTCACGTGAGTTGCACCATTGCGTTGCAAGACCTGCETCGGCTCATGCATTCGCCGCAAGBTGGACCGGSE
CACTGACAGCAAGRAGATTCCGCTCGATCCACCGGTCCACCCAGC TTGGCACATAGTTTGATG oolga ?

7> ATTACAAGAACGTTAGATATAACCGGAGGGCAGAAGTGGGCAGCGAGATCAATTCCGACAGACTCCTTTG
CAATGAAAGCATGAT TTGCGACCAGGGCCTCAGATG TGTTGAGGCAGTTI TC TTCAGTAAGTTTCAGGCG
GGGCCACTTTGGCGAGATCAT TTTGTGGCTTGCTCGTTGGCACTGAAATATGATGTGAGCCGECAATTCC
TCGAAAGCATTCTGGACCAGCGEGTCTTCGACATCCATCAGGCTAGGCCTGCGAGGCTCCGEGEGGCETCA
CAGCCAAGTACTTCTGATTAACGGAAARATCACGACGCTTCCCATTTGTCGGCGGGCCAGGAARGTCTTTG
GCACGCACACCCATATTGTGACGACCTGGATCTTCGGGATGTGGCGCGGGAACATTACCTGCCGAGGAGA

ATAGATCCATG syrM 7
n8>» CGATGCGATCAGTTTTCTGCCTGCCCTGACGGAAGTCTTCACTAAACGGTTGGAGCCACGCAATCTTGAG
AACTTTGTGCAGTGAGACAAGGACCAATG FfigC 7

Figora 7. Similiwd de secuencia nucleotidica entre las 8 copias tipe ned-box encontradas. Se muestra ¢l comsenso para nod-box y la distancia
que separa a cada una de ellas del primer gen. Al menos las primeras 5 copias (nl1-n5) son funcionales. No existe evidencia de funcionalidad para
las copias n6, n7 y n8 (ver texso). Se indican con letras mindsculas los sitios de inicio de transcripcién cona:idos.
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Se sabe que la regién entre los promotores Pl y P2 es transcrita
especificamente en nédulos radiculares, aunque al parecer no es del todo
indispensable para la fijacién de nitrégeno (Better et al., 1983 y refs. en
ésta). Se piensa que algin producto protéico codificado por esta regién no es
esencial pero puede tener cierta importancia en la simbiosis a nivel de algiin
tipo de ARNm regulador.

FER D: Regiones Promotoras Reps II. Las primeras dos secuencias
encontradas en esta familia sobrelapan con las regiones promotoras Pl y P3
(Figura 10) descritas anteriormente. Sin embargo un tercer elemento se
encontré entre las regiones codificantes de los genes nodD2 y nelQa. Las tres
secuencias se encuentran en orientacién directa y se agrupan como un familia

con la regién promotora P2, ademis de que su grado de extensién fue menor a
cualquier miembro de la familia C. La relacién entre estas tres secuencias se
puede ver en la Figura 11.

FER E: Regiones Promotoras Reps III: Region -5’ fixA. El operén
JixABCX contiene una regién promotora que es homéloga a otros promotores
controlados por nifA. En esta regién promotora se ha encontrado previamente
una duplicacién hacia el extremo -5 no codificante de fixA. La primera copia
de esta duplicacién se encuentra separada a unas 370 pb de la segunda copia y
ésta a su vez sobrelapa con los primeros 32 codones de fixA. Asimismo, una
pequefia region de este segundo elemento sobrelapa en unas 100 pb con el
extremo -3" de la regién promotora P2 (ver Figura 10).

Sin embargo, un estudio mas fino de esta regién indica que el promotor
fixA no esti duplicado en si mismo. Se ha pensado que los promotores de nifH
y fixA -originalmente adyacentes- se separaron mediante una duplicacién de
la regién -5° de ambos operones (Earl ef al., 1987). Como se puede ver en la
Figura 10, entre P3 y el primero de estos eclementos repetidos, Reps III
(extremo -5° de fixA) hay unas 500 pb aproximadamente.

FER F: Regiones Intergénicas Reps IV: nifH-fixA y nodD2-nolQa. Esta
familia estd integrada por dos elementos reiterados en orientacion directa que
se encuentran separados entre sf por 35.3 kb. El primero de los dos elementos
estd sobrelapado con la regién promotora P2 pero no se alinea con ninguno de
los otros dos elementos de la familia C. El segundo elemento se encuentra en la
regiébn intergénica nodD2-nolQa. De la misma manera como se definié a los
clementos de la familia D, ésta familia no se considera como parte de la familia

C (P1-P2-P3) porque el consenso no se encuentra sobrelapando mis que a P2 y
no a P! o P3 (ver Figura 10).
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FER E: Repeats IXX: 128 id/160 bp (2 elementos) 80.0%
FER F: Repeats IV: 63 id/81 bp (2 elementos) 77.8%
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Figura 10. Organizacién genética de los elementos repetidos Reps I a Reps IV en la regién nifH-fixA ' nodD2-nelQa de la regién de nodulacién
de R. meliloti. Los genes se representan como flechas grandes, las reiteraciones se representan con flechas pequefias. El eje grueso en este mapa
corresponde a la secuencia obtenida por GenBank, el ¢je delgado indica la regién secuenciada en labo-atorio, cubre 1 400 pb en el intervaio entre
los genes nifH y fixA. Se muestra a escala.
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FER G: Regiones Intragénicas Reps V: fixB y nifA.Los tres elementos de
esta familia se encuentran en las regiones codificantes de los genes fixB y nifA.
Estin en orientacién directa y su longitud conservada de maxima extensién es
de 113 pb. A partir de los elementos de esta familia, la mayoria de las
secuencias reiteradas se encuentran en regiones codificantes y considerando
esto se pensé en la posibilidad de que pudiesen ser parte de motivos protéicos
una vez que la secuencia de ADN fuera traducida. Por ello, a partir de aqui el
resto de las secuencias analizadas dentro de la regién de nodulacién de R.
meliloti que se encontraron en regiones codificantes fueron comparadas con un
banco de “perfiles protéicos” para encontrar motivos estructurales de secuencia
polipeptidica. Con el empleo del programa Profilescan (GCG) se inicié una
bisqueda de motivos protéicos para cada secuencia intragénica. Sin embargo,
s6lo en ésta familia (familia G) se encontré un alineamiento (Figura 12).

Este motivo protéico se encuentra en la familia de las metaloproteinas.
como lo es el caso del zim6geno de la adamalisina Il del veneno de Croralus
adamanteus (Viperidae) (Grams et al.,, 1993). Como se ve en el alineamiento
encontrado en Profilescan, el grado de identidad a nivel polipeptidico que
muestra NifA es alto con respecto al motivo “Cystein-switch” de las
metaloproteinas. Se ha propuesto que este motivo interviene en la activacién
de las metaloproteinas de matriz celular (Springman ef al, 1990) y el
mecanismo por el que lo hace es conocido como “Cystein-switch™. Las
metaloproteinas de matriz celular (MMPs) son capaces de metabolizar los
componentes principales de la matriz extracelular.

Perfil: cysteine_switch.prf alineamiento: 1
Nifa 3 TVPRKAAIDQVMTAGRLVVPDVCNSELFKDOIRWRG 37
Cys=-Switch 8 GKLDSDTLEVMRKPRCGVPDVGDEMVEPGKPKWWN 4z

Figora 12, Alineamiento entre ¢l motive intragénico encontrado em NifA y un
motivo conocido como Cysteine-Switch de ciertas metaloproteinas (ver Texto).

Con el fin de encontrar alguna interpretacién estructural de los posibles
motivos protéicos encontrados a partir de los elementos de la familia G y hasta
los de la familia Q, cada secuencia de ADN que fue encontrada formando parte
de una regién codificante (es decir, intragénica) fue traducida a su versién de
secuencia peptidica mediante Translate (GCG), respetando el marco de lectura.
Cada secuencia peptidica fue analizada por separado. Esto se logré mediante el
andlisis de cada secuencia con los programas Peptidestructure-Plotstructure
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(GCG).

Para el caso de la familia G el primer elemento reiterado (fixB/), una vez
traducido correctamente, parece adoptar la estructura [HaN-o-B-COOH]; el
segundo elemento reiterado (fixB2) adquiere la estructura [H;N-a-COOH] y el
tercer elemento (nifA), cuya secuencia es parecida al motivo de activacién
“Cystein-switch” (ver arriba) se pliega con mayor facilidad para adoptar la
estructura [HoN-a-B-giro-a-COOH]. Estas predicciones se basan en el algoritmo
disefiado por Chou-Fasman (1978).

Cada uno de los elementos intragénicos de las siguientes 10 familias
(Fam. H-Q) fueron analizadas de la misma forma ya descrita para el caso de los
elementos de la familia G. Sin embargo, minguna de Ias secuencias imragénicas
de estas familias mostraron alineamientos en el banco de Profilescan. El
andlisis estructural de cada uno de los elementos reiterados de estas familias,
una vez traducidos correctamente y mediante el uso de los programas
Peptidestructure-Plotstructure se muestran en la Tabla 4.

Bisqueda Primaria de Reiteraciones Grandes en el pNGR234a de
Rhizobium sp. NGR234. La secuencia total del pNGR234a mide 536165 pb y
el andlisis de esta secuencia se llevé a cabo mediante el programa rep
(Molpac), diseiiado para secuencias genémicas grandes. Para encontrar las
reiteraciones de mayor interés en esta secuencia se planteé una bilisqueda de
aquellas secuencias que fuesen idénticas (100%) y cuya longitud total fuera
superior a 1000 pb. Tedbricamente estas caracteristicas son OJptimas para
favorecer fenémenos de recombinacién homéloga dependientes de RecA. Los
pardmetros del programa rep que fueron utilizados para la bisqueda de estas
reiteraciones son buscar secuencias base (core block sequences) sin error de
concatenacién (error block 0). Tampoco ningfin error de alineamiento entre
una repeticién y cualquier otra (alignment error 0). Los niveles de impresién
(printing levels) solicitados fueron 1000 pb. Con base en estos pardmetros se
encontraron 13 reiteraciones de interés: en orientacién directa con longitudes
de entre 1600 y 4300 pb (Tabla 5). En el Apéndice A-1 se incluyen el resio
de las repeticiones pequefias encontradas en este plidsmido.

Extensién de las Reiteraciones Grandes Encontradas en el pNGR234a
de Rhizobium sp. NGR234a. Las 13 reiteraciones encontradas fueron
agrupadas en 6 familias diferentes de secuencias repetidas idénticas enlre si,
superiores a 1000 pb (Tabla §). Con el objetivo de buscar el maximo de
extensién para estas secuencias, cada una de ellas se analizé por separado con
FastA (GCG). Los resultados de la extensién de cada secuencia se observan en la
Tabla 6.
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Tabla 4
Estructuras secundarias de cada elemento intragénico en las FERs H-Q,
una ver traducido.

FER (Elementos reiterados) Esgtructura Secundaria 2

H. Regiones Intragénicas nodM

Elemento 1: nodMl [H,N-a-gireo-o-COOH]
Elemento 2: nodM2 [H,N-B-giro-COCH)

I. Regiones Intragénicas nodM y fixC
Elemento 1: nodM [H,N-givo-P-giro-COOH]
Elemento <£: rixc i Bz ogirz coom

J. Regiones Intragénicas nodM y nifN
Elemento 1: nodM {H,N-0-giro-COOH]
Elemento 2: nifN {H,N-giro-B-girc-COOH]

K. Regién Intragénica nolH y nifH-5'

Elemente 1: nolH [HN-giro-u-giro-f-CO0H]
L. Regicnes Intragénicas nifN y syrM
Elemento 1l: nifN [H,N-0t-B-giro-COOH]
Elemento 2: syrM [H,N-0-COOH}
M. Regiones Intragénicas nodDl y noehA
Elemento 1: nodbDl1 [HN-a-B-CO0H]
Elemento 2: noed [H,N-0-giro-COOH]

N. Regidn Intergénica nodQl-3' e intragénica nodD3

Elemento 2: nodD3 [H,N-0-B-CO0H]
0. Regiones Intragénicas nodQl y op. stach.

Elemento 1: nodQl [H;N-giro-B-COCH]

Elemento 2: op. stach. {H,N-ct-B~COCH)
P. Regiones Intragénicas nodQl y op. stach.b

Elemento 1l: nodH {H,N-ot-COOH]

Elemento 2: op. stach. [H,N-¢-COOH }

Q. Regidn Intergénica nifH-5' e intragénica FixC
Elemento 2: FfixC [H,N-gire~COCH]

3 Seqgin el algoritmo de Chou-Fagman (1978).

b Esta Familia es la inica que presenta una estructura secundaria bastante bien conservada

entre ambos elementos, Las otras secuencias no mantienen dicha identidad hasta ei nivel
de aminoédcidos.
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Tabla 5
Extension mdxima de identidad para las reiteraciones del pNGR234a.

Repeticién 2 Extensién maxima (100 %)

I. nifHDR1/nifHDK2 4 246 pb

II. NGRIS-4a/4b 3 325 pb

III. NGRIS-3b/3c¢ 2 624 pb

IV. NGRIS-5a/5k/5c 2 642 pb (5a/5h)
2 643 pb (5a/5c)
2 644 pb (5b/Sc)

V. NGRIS-2a/2b 2 561 pb

VI. ydsH/ydul 1 558 pb

2 Se incluyen los nombres de cada secuencia, correspondiente a la nomenciatura RIS/NGRIS o
genes conocidos (Freiberg et al. 1997).

Tabla 6
Extensién mediante el algoritmo FastA de cada reiteracion encontrada en el pNGR234a.

Repeticién Extengién original Maxima extensidn

{100 %) con Fasth

1. nifHDK1/nifHDK2 4 246 pb 4 409 pb

II. NGRIS-4a/4b 3 325 pb 3 456 pb

III. NGRIS-3b/3c 2 624 pb 2 685 pb

IV. NGRIS-5a/5b/S5c¢ 2 642 pb 2 642 pb (5a/5b)
2 643 pb 2 679 pb (5a/5c}
2 644 pb 2 705 pb (Sb/5c}

V. NGRIS-2a/2b 2 561 pb 2 564 pb

VI. yd4sH/y4uaA 1 558 pb 1 604 pb
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Rhizobium sp. NGR234: Familias de Elementos Reiterados (FERs).

Con base en la biisqueda primaria de secuencias reiteradas grandes y de
alta identidad dentro del pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234 se proponen 6
FERs. Estas familias son las que presentaron los més altos puntajes en toda la
secuencia plasmidica. A continuacién se describen las caracteristicas generales
de cada una de ellas, empezando por las que son més extensas.

FER I: Operones nifHDK1 y nifHDK2. Esta familia estd representada por los
operones funcionates nifHDKI y nifHDK2. Los genes nifH! y nifH2 codifican
para el componente II de la nitrogenasa (proteina-Fe). Los genes nifD] y nifD2

codifican para la cadena alfa del componente 1 de la nitrogenasa (complejo
protéicn Ma-Fe) v lne manac wifK1 v wifFD aodificnn —omz 1z ocadoan bom ool

MmO AaeasA AW AR e An wuuw LG Ul W

misme componente 1 de la mtrogenasa (Freiberg et al. 1997). El operén
nifHDKI! también comprende los genes nifENX para la sintesis del cofactor Mo-
Fe pero estos no se encuentran repetidos en nifHDK2.

FER II: Secuencias de inserciéon NGRIS4a y NGRIS4b. Esta familia estd
representada por dos elementos reiterados que corresponden a las secuencias
de insercion NGRIS4a y NGRIS4b. La primera de ellas, NGRIS4a contiene los
genes y4bABCD; la segunda, NGRIS4b incluye los genes ydpHIJK. Cada uno de
estos genes son idénticos. Los genes y4bD y y4pK codifican hipotéticamente
para una proteina de 10.2 kD. Esta posible proteina es homéloga a los
reguladores transcripcionales Ros y MucR. Los genes y4bCBA y y4pJIH
codifican hipotéticamente para una proteina de 16.8 kD. Para estas posibles
proteinas no se ha reportado homologia en las bases de datos y por tanto su
funcién es desconocida (Freiberg ef al. 1997). Sin embargo se ha calculado
que las posibles proteinas Y4bB y Y4pl tendrian una masa molecular de 9.7 kD.
Las proteinas Y4bA y Y4pH tendrian una masa molecular de 78.7 kD. Se sabe
que estas secuencias estdn repetidas también en el cromosoma.

FER III: Secuencias de insercion NGRIS3b y NGRIS3c. Esta familia esti
representada por dos elementos reiterados que corresponden a las secuencias
de insercién NGRIS3b y NGRIS3c. La primera de ellas, NGRIS3b contiene ios
genes y4kl y y4kJ. El posible producto protéico Y4kI, tiene homologia con
protefnas de unién a ATP y es idéntica a las proteinas Y4bM y Y4tA. Y4kJ tiene
homologia con transposasas y es idéntica a Y4bL y Y4tB. Estas homologias se
encuentran en las proteinas dc Pseudomonas fluorescens. La segunda
reiteracién corresponde a la secuencia de insercién NGRIS3c que incluye los
genes y4tAB (Freiberg et al. 1997). Ademis de estas dos copias existe una
tercera (NGRIS3a) en orientacién inversa y cerca del sitio oriV. En el
cromosoma se¢ encuentran repetidas estas secuencias.
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FER 1IV: Secuencias de insercion NGRISS5a, NGRIS5b y NGRIS5c. Esta
familia estd representada por tres elementos reiterados que corresponden a las
secuencias de insercién NGRIS5a, NGRIS5b y NGRIS4c. La primera de clias.
NGRIS5a contiene los genes y4iQ y v4jA. La posible proteina Y4iQ tienc
homologia con proteinas de unién a ATP de Escherichia coli y es idéntica a
Y4nD y Y4sD. Y4jA es una posible transposasa (homologia con E. coli) idéntica a
Y4nE y Y4sE. La segunda reiteracién corresponde a la secuencia de insercién
NGRIS5b, que incluye los genes y4nDE y la tercera, NGRISS5c contiene los genes
y4sDE (Freiberg et al. 1997). Estas secuencias también se encuentran
repetidas en el ¢romosoma.

FER V: Secuencias de insercion NGRIS2a y NGRIS2b. Esta familia esid
comnuesta nor dne elementns reiterados ane corresnonden a las secuencias de
insercién NGRIS2a y NGRIS2b. La secuencia de insercion NGRIS2a conticne los
genes y4pEFG. El gen ydpE codifica para una posible proteina de 15.5 kD y es
similar al extremo-N de la proteina RFRS9 (25 kD) de R. fredii. Esta proteina es
idéntica a Y4sA (NGRIS2b). El segundo gen, y4pF codifica para una posible
transposasa y es idéntica a Y4sB (NGRIS2b). Finalmente, el posible producto del
gen y4pG es una proteina, Y4pG de 21.1 kD e idéntica a Y4sC (NGRIS2h): es
similar al ORFA de la IS 1238 de Azotobacter xylinum (Freiberg et al. 1997).
La segunda reiteracién corresponde a la secuencia de insercién NGRISZb que
incluye los genes y4sABC. Las proteinas codificadas por estos genes
posiblemente participen en funciones de integracién y/o recombinacién.

FER VI: Genes y4sH yy4uA.Esta familia estd representada por las
cegiones codificantes de los genes y4sH y y4uA. Hipotéticamente, las proteinas
Y4sH y Y4uA tienen una masa de 50.7 kD. Ambas son idénticas y muestran
una elevada similitud con la proteina de encapsulacién CapA de Bacillus
anthracis (Freiberg et al. 1997).

Amplicones Propuestos en la Regién de Nodulacién de R. meliloti y
en el pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234. Los resultados presentados
hasta aqui corresponden a dos diferentes tipos de anilisis (ver arriba). Sin
embargo, con las 17 FERs en R. meliloti y las 6 FERs para Rhizobium sp. NGR234
se proponen 6 y 8 amplicones respectivamente. Para R. meliloti el amplicén
mis probable es el sistema nodDI-nodD2: dos regiones repetidas directas de
poco mis de 1100 pb, separadas por unas 75.5 kb de distancia y 82.9% de
similaridad entre ambas. Cada uno de los 6 amplicones propuestos se incluyen
en la Tabla 7. Para cada posible amplicén, las secuencias reiteradas en
orientacién directa podrfan ser puntos para recombinacién homéloga
dependiente de RecA. Cada amplic6n propuesto corresponde a las secuencias
reiteradas que encontramos con los valores mds altos en relacién a su grado de
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identidad, longitud total y distancia de separacién entre ambas.

Por otra parte, los resultados presentados en este trabajo en relacién a la
bisqueda de reiteraciones en el pSym de Rhizobium sp. NGR234 permiten
establecer un panorama general de la posible estructura dindmica de este
plasmido. Las secuencias repetidas encontradas aqui se obtuvieron con base en
una bisqueda mds estricta de identidad. Las caracteristicas generales de cada
amplicén propuesto estan descritas en la Tabla 8.

Los datos anteriores sugieren la existencia de al menos 8 amplicones.
Estas regiones tienen la potencialidad de participar en la generacién de
amplificaciones y deleciones en ¢l pNGR234a. En la Figura 13 presentamos un
panorama global de la ubicacién de las secuencias reiteradas en este plismido
y 10s 8 amplicones propuestos. Como se puede notar, cada amplicén propuesto
no incluye el oriV (ver Figura 13).

Regiones Repetidas en Orientacion Inversa. Biisqueda de Secuencias
Invertidas. E! programa Repeat (GCG) tiene el inconveniente de encontrar
solamente secuencias repetidas en orientacién directa. Para el andlisis de las
secuencias invertidas en particular, la estrategia seguida fue el empleo del
programa FindPatterns (GCG), el cual encuentra patrones corios de secuencia y
los estandariza como consenso para ser buscados en el resto de ia secuencia. en
cualquiera de las dos cadenas de ADN. Este programa permite encontrar
secuencias repetidas en orientacién inversa siempre que haya al menos dos de
ellas -en orientacion directa previamente identificadas. Utiliza tales secuencias
como consenso, permitiendo pequefios errores.

De este modo, no es posible encontrar secuencias invertidas como parejas
con el software GCG. No obstante, gracias a FindPatterns fueron encontradas las
principales secuencias reiteradas en orientacién inversa conocidas dentro de la
regién de nodulacién en R. meliloti: los 3 genes nodD y svrM, asi como las nod
boxes y los elementos P1-P2-P3. Ademds, el empleo del programa icrep en el
paquete Molpac (ver Mérodos) permite encontrar aquellas secuencias
invertidas que puedan presentarse en parejas o grupos.

En R. meliloti, de las secuencias encontradas mediante el uso del
programa icrep, todas -salvo una- ya habian sido localizadas con el paquete
GCG y corresponden a los genes nodDI-2-3, los elementos P1-2-3 y algunas
nod boxes. La iinica secuencia que no fue encontrada mis que con este
programa (icrep) es un palindrome perfecto intragénico al gen estructural
nod(Q! con la secuencia siguiente: 5'-AGCTGGTCTTCGAAGACCAGCT-3'. No se
profundizé en el andlisis de esta secuencia. Asimismo, tampoco se buscaron las
reiteraciones en orientacién invertida dentro del pNGR234a de Rhizobium sp.
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Tabla 7
Amplicones propuestos dentro la region de nodulacion de R melitort. 2

Amplicén Extenpién Identidad Distancia de Genes incluides
(Subfamilia) {pb} b (%) separacidén {pb)
I. nodD1/D2 1 106 82.9 75 500 nodABCQIPIGEFHsyrM
nedD3nifREIXABCK
nifABfdxNnoeBAnodL
II, P1-P3 319 78.1 7 930 i?
I11. nodDl/syrM 226 57.5 16 700 nodABCQ1PIGEFH
IV.  syrM/nedD2 202 57.% 59 850 nodD3nifHFixABCX
nifABfdxNnoeBanodL
v rafiLild & 10w 0.0 oot nilogunc
VI. G-2 (fixB/nifa) 110 55.5 2 365 FixB*CX-nifA+

a8 Extensién, gradc de identidad y distancias de separacidén para las secuencias repetidas en
orientacién directa que limitan cada amplicén.
b Mdxima extensién con FastA.

Tabla 8
Amplicones propuestos dentro del pNGR234a de Riizobtim sp. NGR234.

Amplicén Extensién Identidad © Distanciade Genes incluidos de
{DR8) * iph) (%) geparacidén (pb) funcién conocecida ¢
I. nifHDK1/nifHDK2 4 409 98.8 27 610 nifENXfdxBni fws
II. NGRiS-4a/4b 3 4586 98.2 228 535 syrMIgabDfixUnifZEdxN
nifABfIxABCXnifQOdctAl
(Amp. I) nodD2nolWX
nolBTUVhroNQRSTUnolK
noelnodZnoelJnodbl
ITII. NGRIS-3b/3c 2 685 98.8 180 440 nodSUotsABsyrMigabD
IV. NGRIS-5a/5h 2 642 100.0 30 650 nedsyu
NGRIS-5a/5c 2 679 9.4 191 130 nodsUotsABsyrM1
NGRIS-5b/5¢C 2 705 98.9 97 84AC otsABsyrMl
V. NGRIS-Z2a/2b 2 564 59.9 54 &80 syrM
VI. ydsH/y4uA (CapAl 1 604 98.8 7 930 gabD

2 Secuencias Directas Repetidas.

b Alineamiente tipo FastA (GCG).

¢ Funciones asignadas & los genes identificados: dctAl, transportador de Ci-dicarboxilazos;
gabD, succinato-semialdehido deshidrogenasa; hrc, sistema de secresidn; otsAB, sistema
trehalosa- fosfatasosintasa. Informacidn adicional:
http://gencme.imb-jena.de/~cfreiber/orfclassif.html.
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NGR234a. Esta clase de secuencias no participan en rearreglos tipo
amplificacién y delecién. Las secuencias repetidas en orientacién inversa
pueden participar en fendmenos de inversion de secuencias de ADN. Esta clase
de fendmenos, aunque pueden ser un elemento muy importante de la dindmica
de un genoma no se analizaron con profundidad en este estudio.

PNGR234a

Figura 13, Estructura esquemdtica def pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234. Se muestra la localizacion de las
diferentes reiteraciones grandes, su extensién relativa y erientacién. Estas reiteraciones fueron encontradas
a partir del andlisis global de la secuencia total reportada en el GenBank, recientemente depositada
{(hup:/genome.imb-jena.de/~cireiber/pNGR234a2 hemb).  Para cada reiteracién se propomen Jos amplicones
mds probables con base en su tamafio (lineas externas al mapa). Cada uno de los 8 amplicones propuestos es el
mds pequefio posible {ver Texto) y todos ellos se ubican al lado opuesto de los sitios ori¥ v oril (origenes  de
duplicacién y iransferencia).

. . . -
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Familias Multigénicas y Bancos de Informacién de Secuencia. Las
familias multigénicas son comidnes en organismos eucariontes. Sin embargo.
hay pocos ejemplos de reiteraciones genéticas bien caracterizadas en
procariontes. Por ejemplo, en R. erli se ha caracterizado la familia multigénica
de los genes nifH para la Nitrogenasa Reductasa (Quinto et al. 1985). En E
coli y Salmonella typhimurium (§. enterica serovar. Typhimurium} otros
ejemplos de familias multigénicas son los operones rrn para ARNr y las
secuencias rhs, de funcién desconocida (Anderson y Roth, 1977; Petes y
Hill, 1988). En este estudic hemos presentado los resultados del andlisis de
secuencia de las regiones simbidticas en dos especies de Rhizobium, con cl

1 1 shai allan P it man sl an PR
nhiativa  da  ancontens ¥ dagoribis  anuellan scousnoian roilcradas  guc

probablemente puedan participar en fenémenos recombinatorios y generacion
de rearreglos gendmicos tipo amplificacion-delecion. Las secuencias analizadas
aqui corresponden a la regién de nodulacién de R. melilori y a la secuencia
completa del pSym de Rhizobium sp. NGR234 (pNGR234a). Las secuencias
analizadas son de gran interés debido al antecedente de que en general los
miembros de la familia Rhizobiaceae poseen una gran cantidad de secuencias
reiteradas (para una revisién: Martinez ef al. 1990). Por una parte. R.
meliloti es la especie rhizobial mds ampliamente estudiada hasta ahora y dc la
que se tiene mayor conocimiente de la organizacién y funcidn de los genes de
nodulacién, los genes nod. Por otra parte, Rhizobium sp. NGR234 es la primera
rhizobidcea cuyo pSym ha sido completamente secuenciado. Estas
caracteristicas, ademds de los antecedentes mencionados anteriormente hacen
de estas dos especies, una interesante materia de andlisis. Con los datos de
secuencia disponibles, el principal objetivo de este estudio fue encontrar
secuencias repetidas que puedan ser sustrato de recombinacién para la
generacién de rearreglos gendmicos del tipo amplificaciones y deleciones.

Segin ¢l GenBank, en R. meliloti se han secuenciado unas 220000 pb
(220 kb) de manera separada, respondiendo a los intereses particulares de
diferentes grupos de investigacién en el mundo. Recientemente se ha
manifestado un interés por la secuenciacién total del genoma de esta especie
(Romero y Palacios, Ann. Rev. Genet.:en prensa). El genoma completo de R
meliloti mide aproximadamente unas 63580 kb (6.58 Mb), de tal manera que sc
ha secuenciado por separado solo un 3.35% del genoma total de esta especic
pero seguramente esta cifra sigue creciendo dia con dia.

El Archivo de Secuencia generado aqui, “Rmel_Regulon_47.1_kb.ixt”
corresponde a una secuencia compuesta de 30 entradas reportadas en el
GenBank y es representativa de un 0.71% del genoma total de R. meliloti. De la
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misma forma, considerando sélo la comparacién con el pSym-a (1 340 kb). el
porcentaje de secuencia analizado aqui es de un 3.5%. Por otra parte. como se
mencioné anteriormente, la secuencia completa del plismido simbidtico de
Rhizobium sp. NGR234 (pNGR234a-536 165 pb) ya ha sido reportada y puede
ser consultada en los bancos de informacién en la direccién InterNet siguiente:
(http://genome.imb-jena.de/~cfreiber/pNGR234a2.html). De la misma forma.
s¢ pueden consultar las secuencias de los genomas completos de otros
microorganismos (http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdb.html). Con estos
antecedentes se ha abierto una nueva etapa en la investigacién gendmica que
permitird analizar genomas completos como un todo y hacer comparaciones
entre especies diferentes,

Fenémenos Recombinatorios en Rhizahium. Tac hactazios Gauationic
portan una sola copia de cada gen en su genoma, por ello se les ha considerado
como organismos haploides (n). Sin embargo, se ha reportado en diferentes
especies bacterianas la presencia de secuencias de ADN duplicadas (Anderson
y Roth 1977). Estas duplicaciones pueden ser una situacién inestable a nivel
genémico. Si se encuentran en orientacién directa, tales regiones repetidas
pueden recombinar entre si dando como resultado la delecion o la
amplificacion del fragmento de ADN en cuestién. Estos fendmenos de
reorganizacion gendémica requieren de mecanismos de recombinacién legitima
(ADN-ADN) entre las dos secuencias homélogas; por esta razén, tales
fenémenos pueden ser muy frecuentes. En los genomas de E. coli y S.
typhimurium por ejemplo, algunos rearreglos cromosomales ocurren
frecuentemente en el laboratorio. Las duplicaciones se pueden formar ¥
segregar frecuentemente y su valor selectivo puede permitirle a la célula
adaptarse a condiciones de estrés (Roth er al. 1996). Algunos rcarreglos
cromosomales ocurren frecuentemente y es posible que algunos dc estos se
mantengan de manera estable en la organizacién del genoma.

Las regiones repetidas grandes son puntos para recombinacién homéloga
y generacion de rearreglos gendmicos. Por ejemplo, en E. coliy S. typhimurium
los loci rrn son secuencias repetidas de 5 kb de homologia en diversas
orientaciones a lo largo del cromosoma y que participan en la generacién de
rearreglos tipo delecién, duplicacién e inversién (Petes y Hill 1988). Por otra
parte, en S. typhimurium las secuencias de insercién (IS's) y elementos REP
pueden ser usados también como sitios recombinantes que generen
duplicaciones (Shyamala et al. 1990). En E. coli, las secuencias rhis también
son utilizadas en la generacién de rearreglos (Lin et al. 1984). Las
frecuencias de recombinacion entre las diferentes repeticiones en un genoma
bacteriano dependen de la longitud de la repeticién y el grado de similaridad
de las secuencias (Roth er al. 1996). Se sabe que la formacién de
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duplicaciones como resultado de la recombinacién enire secuencias repetidas
grandes requieren de la proteina RecA (Petit et al. 1991). En cuanto a la
generacién de duplicaciones por recombinacién entre secuencias repetidas
pequefias, los mecanismos recombinatorios que participan son diferentes a los
dependientes de RecA y generalmente son referidos como fendémenos de
recombinacién RecA-independientes (Roth et al. 1996). Esta clase de
fen6menos ocurren cuando se tienen secuencias directas repetidas cercanas
entre si (Bi y Liu 1994). Si la distancia que separa a las repeticiones se
incrementa, se reduce drasticamente la frecuencia de recombinacién. Este
sistema independiente del producto del gen recA no necesita de una repelicion
muy extensa, siempre que las repetidas se encuentren cerca, preferentemente
en tandem. De hecho, longitudes mayores a 100 pb en sistemas randem tienen
efectos contraprodncentes en la recomhinacidn indenendienta de rord (R w
Liv 1996). Las frecuencias para este tipo de duplicaciones son entonces mis
bajas.

Se sabe que el genoma de Rhizobium contiene una gran cantidad de
secuencias de ADN reiterado. Estas secuencias repetidas se presentan como
operones completos, genes especificos, secuencias reguladoras y elementos IS,
asi como regiones adin no caracterizadas de ADN (Martinez et al., 1990). En
el genoma de R. etli CFN42 se ha inferido la presencia de unas 200 familias de
ADN reiterado, de manera dispersa (Flores et al., 1987). Como ya se dijo,
una de estas familias estd integrada por dos operones funcionales para la
nitrogenasa (nifHDK) en orientacién directa y separados por 120 kb. Cada
elemento reiterado de esta familia mide 5 kb y un tercer elemento reiterado
(nifH) estd entre las dos copias de nifHDK y en orientacién inversa a estos
(Girard et al., 1991). Se ha demostrado la recombinacién homéloga entre
estos dos elementos y se han descrito también fenémenos de amplificacién vy
delecion en esta cepa (Romero ef al.,, 1991). De la misma forma. se han
descrito otros amplicones dentro del cromosoma, el pSym o plismidos cripticos
de R. etli CFN42 (Flores et al., 1993). Los tamafios de estos amplicones
varian entre 10 v mas de 100 kb.

La amplificacién genética probablemente es un fenémeno muy frecuente
en los genomas de organismos procariotas. El ndmero, ubicacién y orientacién
de las secuencias de ADN reiterado determinan la “estructura tipo amplicén” de
un genoma determinado {Romero y Palacios, Ann. Rev. Genet.: en prensa).
Estas caracteristicas estdn relacionadas con la capacidad de un organismo para
adaptarse ¢ interactuar con otros. El amplicén descrito en R. etli es funcional y
s¢ ha demostrado que esta estructura es capaz de recombinar mediante
mecanismos  dependientes de recA y duplicar la regién de 120 kb a una
frecuencia de 107 (Romero et al., 1991). En esta misma cepa (CFN42) se han
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descubierto al menos otros tres amplicones que sobrelapan con el primero
descrito (120 kb). Los otros amplicones son grandes también (90-175 kb) vy
para ser funcionales requieren la actividad del gen recA (Romere et al,
1995). Curiosamente estos amplicones estdn concentrados en una zona donde
s¢ encuentran varios genes simbidticos. En el pSym de R. tropici se ha
encontrado recientemente otro amplicén simbidtico que cubre una region de
60 kb y donde se localizan diferentes genes simbidticos (P.- Mavingui, datos no
publicados). En este caso se ha demostrado también que los fenémenos
amplificatorios que lleva a cabo esta estructura incrementa la produccién de
Factores Nod y altera la nodulacién en diferentes hospederos.

La complejidad y flexibilidad del genoma bacteriano nos permite
cuestionar la naturaleza de los rearreglos genémicos v las consecuencias aue
puede tener una reorganizacién del material genético. De acuerdo con un
modelo recientemente propuesto (Kolstg 1997), el érden gendmico es
mantenido mediante la adaptacién de la expresién genética al contenido
superhelicoidal local del cromosoma. El superenrroliamiento estd distribuido
diferencialmente en dominios dentro del cromosoma y los niveles locales de
superenrrollamiento dentro de los dominios estian influenciados por la
expresion genética. De esta manera muchos promotores responden a los niveles
de superenrrollamiento dentro de cada dominio. Por tanto, la localizacidén de los
genes dentro del cromosoma debe tener gran importancia para la capacidad
que tiene la célula de adaptarse a determinadas condiciones de crecimiento. La
alteracién del 6rden gen6émico puede tener efectos dristicos.

Las secuencias repetidas en orientacién directa pueden recombinar para
generar duplicaciones y deleciones. El caso de las inversiones c¢s complejo e
interesante. Cuando rccombinan dos sccuencias invertidas se espera invertir
toda la secuencia que separaba ambas reiteraciones. Sin embargo. este tipo de
alteraciones son las que probablemente ocurran a menor frecuencia. Se ha
propuesto que en una molécula de ADN circular -cromosoma- ciertos lugares
son “permisivos” para que se invierta la secuencia en cuestién pero existen
otros lugares “prohibidos”, donde una inversién puede resultar letal para la
bacteria y donde preferencialmente no ocurren. Las principales limitaciones
para que estos fendmenos de inversién se lleven a cabo son de nawuraleza
mecanistica o funcional y se sabe que los intervalos permisivos y no
permisivos para invertir no estdn distribuidos de manera azarosa. sino que
muestran una distribucidn mas bien regional. En el cromosoma de E. coli los

lugares no permisivos se encuentran principalmente cerca del oriV (Segall et
al., 1988).
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Reiteraciones en la Regién de Nodulacién de R. meliloti. En la primera
parte de nuestro estudio se describen aquellas secuencias reiteradas que
pudieran ser biolégicamente importantes en el contexto de su participacion en
fenémenos recombinatorios. Para el caso de R. meliloti las secuencias
consideradas de interés fueron aquellas que se encontraron luego de una
comparacidn de las secuencias repetidas entre la secuencia original. compuesta
por 6 continuos de secuencia y otra generada azarosamente pero de la misma
composicién nucleotidica. Para ambas secuencias se ejecutd el programa Repeat
(GCG) y se buscaron secuencias repetidas de 50 y 100 pb como minimo
permitiendo mdrgenes de error de 2% sucesivamente. Los resultados obtenidos
luego de esta buisqueda (Figura 4) permiten establecer las diferencias que se
observan en cada caso. Para ambas bisquedas las secuencias repetidas
encontradas en la secuencia real <on mic grandec v mis numeorcsas quc
aquellas encontradas en la secuencia azarpsa. Ambas curvas son diferentes. La
curva representativa de la secuencia real muestra la misma tendencia que la
curva representativa de la secuencia generada azarosamente para repeticiones
con baja similaridad (50-60%) pero se separa ligeramente en esta region. Como
s¢ puede observar para cada caso (Figuras 4a y 4b) adn para estas
secuencias de baja similitud existe una diferencia en el nimero de repeticiones
encontradas, de tal manera que la curva de la secuencia real se separa de la
curva azarosa en esta zona. Por otra parte, ambas curvas se separaran cuando
las repeticiones son cada vez mds similares entre si (60-100%). Los puntos de
inflexién donde las curvas reales se separan de las curvas azarosas son los
puntos a partir de los cuales se consideraron importantes las secuencias
repetidas y éstas se analizaron.

Las diferencias observadas en ambas curvas indican una clara tendencia
de una secuencia biolégica a tener repeticiones en mayor cantidad (incluso
repeticiones pequefias) en comparacién a las repeticiones esperadas en
cualquier secuencia generadz azarosamente. Esta caracteristica es de gran
interés y una posible explicacién a este fenémeno es que toda secuencia
biolégica estd compuesta de cientos de sefiales para interactuar con otras
moléculas (v. gr: proteinas). La mayor parte de las repeticiones pequeiias que
encontramos e€n la zona previa al punto de inflexién en la secuencia bioldgica
podrian pertenecer a este grupo de secuencias-sefial. Por citar sélo algunos
ejemplos mencionaré los sitios para enzimas de restriccién, sitios chi (%),
promotores o', terminadores dependientes de rho (P), etc. A nivel de ADN
todos estos sitios sefial tienen consensos especificos y en general esta clase de
secuencias siempre son pequefias. En las regiones codificantes la frecuencia en
¢l uso de codones también es un factor que contribuye de manera importante a
la cantidad de secuencias repetidas pequefias en esta zona.
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Los resultados presentados aqui para R. meliloti nos muestran 17 grupos
de secuencias repetidas que hemos considerado como Familias de Secuencias
Reiteradas y que segin nuestra definicién y pardmetros de blsqueda resultan
de interés. Estas secuencias pueden tener importancia en la generacién de
rearreglos genémicos en dependencia de recA. El 6rden con que han sido
presentadas en este estudio no responde al azar. En general los determinantes
que hemos seguido aqui para su presentacién son la extensién mdixima que se
obtuvo, el grado de similaridad entre cada una de las reiteraciones y el nimero
de elementos que integran cada familia.

Es interesante hacer notar que en general las secuencias reiteradas
encontradas en R. meliloti se hallan dispersas a lo largo de toda la secuencia
analizada. En R. meliloti Ia esiructura tipo amplicén mds probable. estd
constituida por una regién de unas 75.5 kb, limitada en ambos extremos por
los genes funcionales nodD! y nodD2. Estos genes comparten una identidad de
mds del 82% en 1.1 kb y se encuentran en orientacién directa (ver Tabla 7).
Este posible amplicén, como los encontrados en R. etli, también contiene varios
genes simbidticos pero afin falta demostrar que pueda ser funcional.

Dentro de la regién de nodulacién de R. meliloti, en segundo término y
bajo esta misma perspectiva, al parecer los elementos de la familia C (P1-P2-
P3) son los siguientes candidatos para recombinacién dependiente de RecA. No
podemos hacer predicciones reales de las frecuencias recombinatorias que se
obtendrian en un sistema de esta naturaleza. Sin embargo, los argumentos
presentados parecen suficientes para apoyar este razonamiento. Como tercer
candidato, los elementos de la familia E parecen satisfacer también los
requerimientos mencionados aqui para recombinacién homéloga dependiente
de RecA. Estos dos elementos estdn separados por unas 360 pb y entre ellos sc
encontré una similaridad del 80.0% en una longitud de 160 pb.

Los 6 amplicones propuestos para la regién de nodulacién de R. meliloti
en la Tabla 7, corresponden al 20% del total de secuencias rciteradas
encontradas aqui. El resto de las secuencias reiteradas que se encontraron
tienen menos posibilidades de participar como puntos recombinatorios
dependientes de RecA pero otros sistemas independientes de RecA pueden ser
de gran importancia para generar rearreglos gendmicos en esta clase de
secuencias. Estas secuencias podrian tener algin otro significado a nivel
biolégico. Es dificil especular sobre esta posibilidad pero en este estudio se
traté de encontrar alguna explicaciéon al respecto. La mayoria de las secuencias
cortas encontradas corresponden a secuencias codificantes y con estos
resultados se pensé en la posibilidad de que formasen parte de motivos
estructurales a nivel protéico. De esta forma se efectué una busqueda que
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pretendfa encontrar algin alineamiento con motivos protéicos conocidos. Esta
bisqueda s6lo nos permitié encontrar un alineamiento para el caso del tercer
elemento de la familia G (NifA) el cual tiene buena similitud con el motivo
“Cystein-switch” de las metaloproteinas (Grams et al., 1993). Sc¢ ha
propuesto que este motivo participa en la activacién de las metaloproicinas y
en este caso en particular podria participar en la activacién de NifA. Con el
objetivo de encontrar una posible funcién para el resto de las secuencias cortas
intragénicas se pensé en que pudieran adquirir estructuras secundarias
compartidas que se conservaran desde la secuencia de ADN y hasta el nivel de
secuencias peptfdicas. Cada elemento se analizé con esta idea en mente aungue
los resultados encontrados mediante et empleo del algoritmo de Chou-

Fasman (1978) no parecen indicar tal conservacién entre cada elemento a lo
largo de las wltimas 11 familing  Tal was Ja vinica nocibilidod sean lon dos
elementos de la familia P, la cual si se conservé bastante bien hasta el nivel
peptidico (ver Tabla 4). Sin embargo, es necesario aclarar que la estructura
secundaria de un polipéptido no depende exclusivamente de la secuencia de
este. Caracteristicas tales como el plegamiento de los residuos adyacentes
puede ser de gran importancia, asi como la interaccién de cada proteina con
otras. Las predicciones en base a este tipo de algoritmos deben tomarse con
cierta precaucién y temer siempre en ment¢ que la estructura secundaria real
depende de tales otros factores.

En otro orden de ideas, dentro de los elementos reiterados descriios para
R. meliloti, el caso de las 8 copias de nod box es interesante. Previamente han
sido identificadas en R. meliloti seis copias tipo nod box. Cada una de estas
secuencias se encuentra en precediendo a un operén nrod; la sexta copia né,
aparentemente inactiva, precede al operén nolQaQbS pero la expresién de este
locus no responde a los inductores flavénicos que si activan al resto de los
genes nod {Plazanet et al., 1995). En este estudio se encontraron al menos
otros dos elementos tipo nod box en la secuencia analizada. La primera de ellas
-n7- vya habia sido reportada anteriormente (Barnett et al, 1995} y se
piensa que no fue localizada originalmente por Rostas y cols. (1986) dcbido
a las condiciones de hibridizacién empleadas. La sonda empleada criginalmente
s6lo es 64% similar a la posible n7. El papel funcional que ha sido propuesto
para esta nod box es favorecer la unién de NodD3 al promotor de syrM e
incrementar la expresién de este gen (Barnett et al., 1995). Se sabe que el
gen syrM estd regulado por NodD3 y se sabe también que NodD3 reconoce
secuencias lipo nod box mediante interacciones proteina-ADN. Algunos
modelos pretenden explicar que NodD es una proteina de membrana que se
une a los compuestos flavonoides y se activa in siru induciendo un cambio
conformacional que le permite translocar el complejo hasta las nod box. donde
se une como tetrdmero {Kondorosi, 1992).
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El caso de la posible n8 es intrigante; aunque csta sccuencia no es una
nod box perfecta, se encuentra precediendo al gen fixC a una distancia que es
comparable con la distancia entre nd4 y nodM (Figura 7). Asimismo. el andlisis
presentado en la Figura 8 nos muestra a las 8 copias de ned box agrupadas
estrechamente entre si. A decir del 4rbol presentado aqui (Figura 8).lan?7
guarda una relacién mds estrecha con las nod box n3 y nd4 mientras que n8 sc
asocia a su vez con estas tres Gltimas aunque es la mds distante. La posible
funcionalidad de esta octava copia estd en duda debido principalmente a que
se encuenira en una regién codificante y anterior a un gen fix. Estos
argumentos no apoyan su posible funcionalidad pero también hay que
mencionar que en Rhizobium sp. NGR234, una copia nod box se encuentra
precediendo al gen fixF (Freiberg et al.,, 1997). Con este antecedente y con
base en los razonamientos expuestos aaui resulta interesante manifestar pl

argumento de ampliar el concepto nod box: (Es este motivo exclusivo de genes
nod?

Se sabe que las nod boxes controlan la transcripcién de los genes nod
(Kondorosi, 1992; Fisher y Long, 1993) pero sin duda es interesante pensar
en alguna clase de regulacién de los genes nif/fix (genes para {ijacién de N,)
via nod box. Se sabe que los genes nifffix estin controlados de manera
compleja en circuitos regulatorios dependientes principalmente de NifA vy
promotores -24/-12 tipo c*. Esta clase de control sc caracteriza por cascadas
regulatorias de genes y operones organizados jerdrquicamente (Para una revision:
Fischer, 1994). La accién concertada de los elementos regulatorios de estos
circuitos integra la captacién de seiiales ambientales Gptimas para la fijacién
del N, y la respuesta molecular a éstas a nivel de la expresién genética. En este
6rden de ideas la nod box n8 podria ser interpretada de dos maneras: i) se
trata de una copia reminiscente de una ned box que antes era funcional y
controlaba genes nod que ahora ya no existen por algun tipo de rorganizacién
gendmica o bien &) es un elemento regulatorio adicional al sistema NifA-c™* (nif
box) que responde a sefiales diferentes o incluso al mismo tipo de sefiales nod

box-dependientes (NodD-flavonoide) para ¢l control de los genes para fijacién
del N, (genes nif/fix).

Con base en nuestros pardmetros de bdsqueda iniciates los valores que
ticnen las nod box no cumplen con los valores minimos de nuestra seleccidn.
Estas ocho copias representan las repeticiones mds pequeiias encontradas (aun
por debajo de 30 pb) y su inclusién como repeticiones importantes responde a
que las pocas nod box encontradas en la bidsqueda primaria (particularmente
nl-n6) fueron la base para encontrar el resto de ellas, ademds del antecedente
de su importante papel a nivel reguiatorio (Schultze et al., 1994).
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Por otra parte, en R. meliloti Rm 2011 secuenciamos solamente 1400 pb
correspondientes al intervalo de secuencia entre nifH y fixA (originalmente un
gap de 7 kb). En esta secuencia encontramos el elemento reiterado P3 y el
segundo de los elementos de la familia D (Figura 10). Como ya se menciond.
estas regiones reguladoras fueron ya previamente descritas (Better ef al.,
1983); sin embargo este grupo de investigacién secuencié tales fragmentos de
ADN por separado. En el presente estudio se localizé dicha secuencia de manera
mds precisa. Ya se tenia el mapa fisico de las regiones P1-P2-P3 y ahora se
integran en el mapa completo analizado aqui.

Reiteraciones en el pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234. Para
Rhizobium sp. NGR234, la secuencia analizada fue el plismido simbidtico

-~ “ Vn mnmide de oemdalalio da P 101 L .o 1
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secuencias con baja similaridad entre si y sc proponen familias con base en
estas secuencias, mientras que en el pSym de Rhizobium sp. NGR234 el nivel
de andlisis es menos profundo y sdlo se consideraron aquellas reiteraciones
grandes con identidad casi perfecta de secuencia (> 98.5%). Asi se fundamenta
atin mds la potencialidad funcional de los amplicones propuestos cen este caso.
De esta manera, se proponen entonces dos diferentes grupos de amplicones con
base en el grado de similaridad que presentan las secuencias reileradas que se
encontraron. Estas diferencias también deben considerarse cn ¢l contexto de la
participacién de cada secuencia reiterada en fendmenos recombinatorios.
Evidentemente, las secuencias reiteradas grandes y de alta similaridad son las
que mas posibilidades tienen para ser puntos de recombinacién homédloga. Por
tanto los amplicones propuestos para el pNGR234a de Rhizebium sp. NGR234
tienen mayores posibilidades de ser funcionales. Dentro de la regién de
nodulacién de R. meliloti sélo aquellas secuencias que cumplan tales
pardmetros de elevado grado de similitud y tamaiio constituyen los amplicones
funcionales mds probables.

El andiisis para el pNGR234a de Rhizoebium sp. NGR234 indica la
existencia de varios amplicones simbidticos potenciales. Los 8 amplicones
propuestos en este caso son grandes (en un intervalo de 354.7 kb a 228.5 kb).
estdn sobrelapados y cubren unas dos terceras partes del pNGR234a (Figura
13). Los amplicones propuestos son aquellos donde no se incluye el oriV. Cada
uno de estos amplicones es el mds pequefio posible; ya que en una molécula
circular como el pSym, cada pareja de secuencias repetidas podria recombinar
en ambos sentidos. Teéricamente la amplificacién de un sector que contenga el
oriV traeria consccuencias serias para la estabilidad del pldsmido y podria
provocar un colapso durante su duplicacidn.
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Estrategias Experimentales para obtener Evidencia Funcional de
Amplicones, Una vez identificados los posibles amplicones resulta de gran
interés disefiar estrategias experimentales que permitan seleccionar cepas
portadoras de amplificaciones ¥/, deleciones. En general se propone seguir dos

caminos: ) construcciones tradicionales tipo cassettes selectivos ¥/;i) PCR
cuantitativo. El primero de ellos se refiere al uso de las técnicas cldsicas de
Biologia Molecular que permitan insertar construcciones selectivas dentro de la
estructura tipo amplicén y poder aislar asi cepas que hayan amplificado o
deletado ese material genético. Este tipo de seleccién puede lograrse insertando
elementos genéticos tipo GDYNI (Romero et al., 1991) en regiones
especificas. El elemento genético GDYN1 es un sistema capaz de seleccionar
positivamente diferentes tipos de rearreglos gendémicos. Este cassette contienc
un scgmenws del pldsmiac pda, et cual porta los marcadores de resistencia para
Km/Gm y Sm/Sp. Ademds porta los genes sacR y sacB de B. subtilis. El gen sacR
confiere sensibilidad a sacarosa en bacterias gram-negativas y posibilita aislar
cepas con deleciones especificas (Gay et al., 1985). Introduciendo esta clase
de sistemas genéticos en posibles amplicones se pueden seleccionar cepas
amplificadas resistentes a elevados niveles de kanamicina en el medio: por
otra parte, en medios ricos en sacarosa, se pueden seleccionar cepas que porten
deleciones de este elemento y por tanto del posible amplicon en el que estaba
clonado. Con este tipo de construcciones es posible seleccionar de manera
positiva deleciones, amplificaciones y deamplificaciones variando Ilas
condiciones de seleccién. Esta estrategia experimental ya ha sido empleada
para describir los amplicones descritos por Romero y colaboradores (1995).

El PCR cuantitativo que proponemos aqui podria ser otra estrategia
experimental que puede permitir seleccionar posibles rearreglos genémicos
derivados de las estructuras tipo amplicén descritas en este estudio. El enfoque
se basa en el conocimiento que se tiene acerca de la nawuraleza de los
rearreglos gendmicos. En rearreglos del tipo amplificacién y delecién las
secuencias repetidas que recombinan generan una reorganizacién de la
secuencia en los puntos de recombinacién. Es posible disefiar oligonucleétidos
especificos capaces de bordear los limites de cada amplicén propuesto y luego
probar su funcionalidad obteniendo productos de PCR especificos que resulten
del rearreglo gendémico correspondiente, Tales productos de PCR reflejan dc
manera indirecta este tipo de rearreglos. La abundancia del producto de PCR es

cuantificable y una extrapolacion de las frecuencias a las que pueden ocurrir
dichos rearreglos.

Perspectivas a Futuro. En conclusién, este estudio propone la existencia de
8 amplicones en el pSym de Rhizobium sp. NGR234 (pNGR234a) y al menos
otros 6 en la regién de nodulacién de R. meliloti. Sin embargo, estos amplicones

55




son de diferente naturaleza. Los primeros son potenciales amplicones con
secuencias reiteradas mds grandes y casi idénticas entre si: los segundos
poseen en general secuencias reiteradas mds pequefias y de menor grado de
similitud. Es necesario mencionar que si se hubiera analizado la secuencia
nucleotidica del pNGR234a con los mismos pardmetros de busqueda que se
utilizaron para la secuencia analizada de R. meliloti seguramente se habrian
encontrado otros posibles amplicones.

Estos resultados son alentadores en el sentido de buscar evidencia de la
funcionalidad de cada uno de eilos -principalmente dentro del pNGR234a-.
Para este objetivo se cuenta con la poderosa herramienta del andlisis de
secuencia, la tecnologia del PCR y se conoce la naturaleza de los rearreglos tipo
amnlificaridn_daleciAn  Camn va ea diin  cerd nocihle dicefiar n]igﬁnll(‘|Pﬁli({ﬂQ
especificos que limiten los puntos de recombinacién homéloga para cada caso.
Se podrin obtener productos de PCR precisos que correspondan al punto de
unién de las reiteraciones (join point), pensando en el resultado que ticne una
amplificacién o delecién a nivel de la generacién secuencia nueva. Estos
productos de PCR serdn evidencia de la generacién de tales rearreglos. La
cantidad de producto de PCR hard de la tecnologia del PCR cuantitativo una
herramienta que permitird también establecer indirectamente las frecuencias
de amplificacién-delecién de cada caso. En los Apéndices A-2 y A-3 se
pueden observar las generalidades tedricas de estos métodos experimentales
de PCR cuantitativo propuestos en este trabajo.

Los resultados presentados en este estudio son preliminares. Hasta aqui
hemos podido definir de manera general qué tipo de andlisis es de interés para
cualquier secuencia nucleotidica procarionte en una concepcién dindmica del
genoma bacteriano. Estableciendo los pardmetros de buisqueda de las
principales FERs descritas aqui se cuenta con una poderosa hecrramienta de
andlisis que permitird hacer comparaciones globales a nivel gendémico vy
comparaciones entre especies diferentes. Los proyectos de secuenciacidn
gendémica completados recientemente y los que estdn en marcha, as{ como el
mapeo fisico de los genomas han abierto una nueva drea de investigacidn

donde este tipo de andlisis permitird comprender mdés profunda y globalmente
estos genomas.

Dentro del CIFN el objetivo general de ésta linea de investigacién
(Estructura, dinimica ¥ manipulacién del genoma de
microorganismos fijadores de nitrégene)} es demostrar un modelo
dindmico del genoma de Rhizobium y definir su significado bioldgico. Este
modelo pudiera ser aplicable al genoma bacteriano en general. Como ya se
mencioné, el modelo establece que el genoma de Rhizobium estd sujeto
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continuamente a eventos reversibles de amplificacién génica que ocurren a
frecuencias altas. Se propone que la amplificacién génica aumenta la
potencialidad del genoma sin alterar su estructura y permite a las cepas
bacterianas adaptarse a condiciones ambientales cambiantes y a la interaccién
con diferentes plantas. Esto abre nuevos horizontes a la manipulacién del
genoma bacteriano y a la obtencién de cepas con propiedades &ptimas para

fines especificos como el incremento en la competitividad bacteriana
(Mavingui er al. 1997),

El tipo de estudio presentado aqui es integrativo. Propone un enfoque
nuevo de andlisis y es una herramienta adicional para el estudio de la
dindmica del genoma bacteriano. A la par del empleo de esta herramienta se
encuentran otras que son tradicionales como la construccién de cassettes
genomicos para seleccién experimental de amplicones. Sin embargo. la
informacién precisa de la secuencia nucleotidica y la prediccién de amplicones
puede contribuir al disefio de estrategias experimentales mds dirigidas y
precisas. Como perspectivas a futuro es interesante proponer el disefio y
optimizacién de algoritmos especificos para su implementacién en programas
de simulacidén que permitan obtener en cortos tiempos las predicciones de
rearreglos genbémicos de diferente naturaleza para un genoma determinado.
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Apéndice
A-1 Numero Total de Repeticiones encontradas en el pNGR234a.
Niveles de Impresidn: 1000

Madximo error en la longitud del blogue: 0
Longitud Total de la Secuencia = 536165

*** Sequence # 1 ( RSU00OL90 ) Length = 536165 ***

No. de Segmentos de Identidad
Longitud del

bloque bdsico 2 3 4 5 & o mas
12: 7070 1104 g il 3
13: 2518 262 66 7 0
14: 700 81 17 ¢} 1
15: 233 22 4 Q o}
16: 65 4 2 0 0
17: 39 7 0 0 0
18: 12 2 0 0 0
19: 12 0 0 0 0
20: 11 2 0 [ 0
21: S o} 0 0 0
22: 2 2 0 0 0
23: 5 1 0 0 0
24: 3 1 0 0 Q
25: 2 1 0 0 0
26: 4 1 0 0 0
28: 2 0 0 0 ¢
29 3 2 0 o} ¢
30: 2 0 o} o] 0
32: 0 1 0 0 0
33: 1 0 0 0 0
4 1 0 0 0 0
35: 2 0 [ 0 0
37: 1 0 [¢] 0 0
38: 1 ¢ 0 0 0
40: 4] 1 0 0 0
42 1 o] 9] 0 o
43: 0 1 0 0 o]
44 : i 0 o] 0 0
49: 3 0 Q 0 0
53: 1 0 0 0 0
60: 1 o] 0 Q ¢}
£9: 1 0 o] 0 0
81: 1 0 0 0 0
»= 112: 7 1 ¢} 0 ¢

Nimero Total de bloques bdsicos = 13597
Nuimero Total de Repeticicnes Significativas = 6
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Apéndice

A-2 PCR cuantitativo: Seleccion de Amplificaciones y Deleciones Gendmicas.

Amplificacion

65

Delecion

[ —
\_

Estrategia general para encontrar rearreglos tipo
Amplificacién y Delecién: Los oligonucleétidos se
disefian sobre ambas cadenas de ADN en la zona
mostrada para cada caso. Cuando las secuencias
repetidas recombinan, el resultado del rearregio
gendmico genera fragmentos de ADN nuevos,

haciendo posible la sintesis de productos de PCR
especificos.
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Apéndice

A-3 PCR cuantitativo: Seleccion de Inversiones Gendmicas.

Inversion

™S
‘ vl

e m
("L < ; B -

]
(=]
"R
i i
» Oligonucledtido
Estrategia general para encontrar rearreglos tipo Inversién: Los cligonucledtidos Reiteraciones
se diseRan sobre la misma cadena de ADN en la zona mostrada. Cuando las . Invertidas

secuencias repetidas recombinan se contrapone la regién completa y ahora el
segundo oligonucledtido se enfrenta al primero, haciendo posible la sintesis de
un producto de PCR especifico.
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