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RESUMEN 

El andlisis de la secuencia nucleotidica de los genomas bacterianos ha 

demostrado la existencia de un gran numero de secuencias reiteradas en procariotes. 

En los géneros Halobacterium, Streptomyces y en la familia Rhizobiaceae se ha 

encontrado un elevado numero de estas secuencias que favorecen los eventos de 

recombinacién homédloga. En especies de! género Rhizobium, las cuales se caracterizan 

por establecer simbiosis con leguminosas, se ha calculado que existen 200 familias de 

secuencias reiteradas conteniendo de 2 a 3 elementos, tanto en plasmidos como en 

cromosoma. Las bacterias de éste género poseen la mayor parte de los genes 

involucrados en los procesos simbidticos en un plasmido de gran tamaho denominado 

plasmido simbidtico (pSim). Varias secuencias reiteradas han sido caracterizadas, 

revelando operones completos, genes, secuencias regulatorias, secuencias de insercion y 

secuencias con funcién desconocida. En el pNGR234a de la cepa Ahizobium sp. NGR234, 

el unico pSim secuenciado, estas secuencias representan el 18% del plasmido. En el pSim 

de Rhizobium etli CFN42 existen 11 familias de secuencias reiteradas: de tres elementos 

(A, B, C, D, y E), y seis de dos elementos (F, G, H J y K). Solo la familia A se ha 

caracterizado como los genes nifH. 

En este trabajo se presentan las secuencias de los 3 elementos de la familia B 

(ahora BF), un elemento de la familia C (de la BG83), un elemento de la familia D (de Ia 

BG85) y dos elementos de la familia E (de las BG79 y BG85). La secuencia de uno de los 

elementos BF revela un fragmento que contiene un marco de lectura abierto (MLA) 

semejante al Y4wP de funcién desconocida de! pNGR234a. La secuencia det elemento de 

la familia C muestra similitud con la secuencia de la !S407 de Pseudomonas cepacia. E| 

elemento de la familia D es similar con fa 1S427 de Agrobacterium tumefaciens y con la 

1S6501 de Grucella ovis, pero ésta secuencia no se encuentra en la BGO1 det mapa fisico 

del pSim, donde inicialmente se habia adscrito, por lo que se propone fa divisién de la 

familia D en tres familias D1, D2 y D3, con dos elementos cada una. Finalmente, los dos 

elementos de la familia E muestran alta identidad con la ISRm6 de Ahizobium meliloti. 

Los resultados fueron analizados respecto a la definicién de las familias 

reiteradas en el pSim, su posible origen como IS’s funcionales, su participacién en 

fenédmenos de recombinacién, su posible integracién como un transposén complejo, su 

adquisicién por medio de un evento de transferencia horizontal y las impiicaciones 

evolutivas dentro del genoma de Ahizobium.



1. INTRODUCCION 

1.1 Secuencias de DNA reiterado en el genoma bacteriano. 

Las secuencias de DNA reiterado se definen como secuencias que se 

encuentran mas de una vez en e} genoma y no son producto del azar, de 

acuerdo al tamafo del genoma, es decir, si se tiene un genoma de 4.6 
megapares de bases (Mpb.), como el de Escherichia coli (Blattner, 1997), la 

secuencia reiterada mas grande posible generada por azar seria de 11 pares 

de bases (pb.}, ya que solo existen 4 nucledtidos y cualquiera puede ocupar 

cualquier posicién, esto es 411 = 4 194 304 pb. = 4.1 Mpb. Si se buscase una 

secuencia de 12 pb., se tendria 412 = 16 777 216 pb = 16.7 Mpb..la cual se 

encuentra fuera del azar. Aunado a fo anterior, estudios en secuencias 

generadas al azar poseen un numero menor de secuencias reiteradas de 

diversos tamafios que secuencias codificantes (Balleza, 1998). 

Los primeros estudios realizados en torno a la presencia de 
secuencias de DNA reiterado a nivel de genoma mostraron su existencia en 

un numero elevado, hasta un mill6n de veces, en genomas de organismos 

eucariotes, desde protozoarios hasta plantas y animales. Sin embargo, dados 

los experimentos de renaturalizaci6n de DNA y de medicién de efecto 

hipercrémico, no se detectaron secuencias repetidas en E. coli, por lo que se 

consideré la ausencia de este tipo de secuencias en organismos procariotes 

(Waring, 1966; Britten, 1968). 

A partir de la primera mitad de los 70’s se descubrieron varias copias 

de los genes de RNA ribosomal en E. coli (Jergensen, 1976; Kenerley, 1977), 
concluyendo que existen siete copias de los operones de RNAr (Kiss, 1977), 

lo cual se comprobé al obtenerse la secuencia total de su genoma 

(Blattner,1997). Simultaneamente a la descripciédn de las copias de RNAr, se 

describieron fenédmenos de duplicacién génica en tandem entre estos 

operones (Hill, 1977); poco después se evidenciaron inversiones en la misma 

zona (Hill, 1981). Rearreglos similares se descubrieron en Salmonella 

typhimurium también en operones de RNAr (Lehner, 1980; Anderson, 1981). 

Rearreglos a frecuencias de 10-4 se observaron en Halobacterium halobium 

por recombinacién entre familias reiteradas (Sapienza, 1982b), cuyo numero 

se estimé en mas de 50 conteniendo de 2 hasta 20 elementos, con Io cual se 

estima que existen mas de 500 elementos reiterados (Sapienza, 1982a);



estas reiteraciones las constituyen principalmente secuencias de insercidn 

(ISH) (Charleobis, 1989). 

La amplificacién génica se ha observado como respuesta adaptativa 

ante el ambiente, tal es el caso del gen de la cloranfenicol-acetiltranferasa 

de Staphylococcus aureus integrado al cromosoma de Bacillus subtilis, el 

cual se amplificé hasta 15 veces en una concentracién de 20ug/ml. de 

cloranfenicol (Young, 1984); de forma similar, se describié ia amplificacién 

del gen de resistencia a kanamicina y neomicina bordeado por !S1 del 

plasmido pRR330 de E. coli en aitas concentraciones de neomicina (Peterson, 

1985). En S. typhimurium se comprobé ia duplicacién de una zona de su 

cromosoma, que involucra genes de sistemas de transporte de fuentes de 

carbono, cuando se cultivé en un medio con limitacién de sustancias 

carbonadas (Sonti, 1989). 

Un caso especial de reiteracién lo constituyen {fas unidades 

amplificables de DNA (AUD‘s, “Amplificable Units of DNA”) en especies del 

género Streptomyces (Bar-Nir, 1994), ya que se observG que después de 

extensas delesiones del cromosoma, de hasta 800 kb., ocurrian 

amplificaciones de éstas unidades hasta alcanzar las 3 000 kb. (Birch, 

1990); aunque no se conocen los mecanismos por los cuales se llevan a cabo 

estos fenémenos de dinamica gendémica, se proponen eventos de 

recombinacién ilegitima, aunque no se descarta la posible participacién de 

fagos atemperados, elementos transponibles o plasmidos integrativos, los 

cuales ya han sido descritos (Chater, 1988). 

La secuenciaci6n de genomas bacterianos completos permite realizar 

analisis precisos sobre secuencias de DNA reiterado. Hasta el momento se 

han secuenciado los genomas de Haemophilus influenzae Rd, Mycoplasma 

genitalium, Synechocystis PCC6803, Methanococcus janaschii, Mycoplasma 

pneumoniae, Helicobacter pylori, E. coli K-12, Methanobacterium 
thermoautotrophicum AH, B. subtilis, Archaeglobus fulgidus y Borelia 

burgdorferi. A continuacién se hace referencia a sus reiteraciones mas 

importantes, por longitud y nivel de conservacién, descubiertas en estos 

organismos. 

El primer genoma bacteriano secuenciado fue el de H. influenzae Rd, de 

1.8 Mpb. de extensién, en él se encontraron seis operones de RNAr y una



reiteraci6n de dos elementos de 5 340 pb. Las secuencias de los genes de las 

subunidades de RNAr fueron idénticas en los seis operones, asi como dos de 

las secuencias intergénicas entre tres de estos (Fleschmann, 1995). 

En M. genitalium se ha estimado que un 4% de su genoma esta reiterado 

a pesar de poseer el genoma mas pequefio hasta el momento descrito (580 

kb.) (Peterson, 1993); éste porcentaje (4.7% exactamente) lo representan 9 

secuencias que poseen identidad con partes del operén MgPa, descritas 

dentro de la secuencia total de su genoma (Fraser, 1997a). Se ha evidenciado 

que probablemente la recombinacién entre estas secuencias provee la 

variabilidad antigénica observada en éste organismo (Peterson, 1995). 

El genoma de la arqueobacteria M. jannaschii (1.66 Mpb.) posee dos 

operones de RNAr, asi como tres familias de elementos repetidos: ISAMJ1, 

semejante a IS240 de Bacillus thuringiensis, se encuentra repetido 10 veces 

en ei cromosoma y una en el plasmido mayor ECE; dos MLA’s (928 pb.) 

parecidos a la transposasa de la S982 de Lactococcus lactis y 18 copias de 

secuencias que probablemente participan en la particién del cromosoma, 

constituidas por repeticiones en tandem, de 1 a 25, de fragmentos pequefios 

con regiones unicas entre ellas (Bult, 1996). 

Alrededor de un 8 % del genoma de M. pneumoniae (816.3 Kb.) se 

encuentra constituido por las secuencias repetidas RepMP1, RepMP2/3, 

RepMP4 y RepMP5, las cuales poseen similitud con la proteina P1 0 con el 

MLAG del operén P1, ta cual es una adhesina. Se han observado fenémenos de 

amplificacion de segmentos y secuencias completas de genes de 
lipoproteinas y de los elementos RepMP (Himmelreich, 1996). 

La secuencia del genoma del patédgeno gastrico H. pilory (1.66 Mb) 
posee dos operones de RNAr y ocho familias de elementos repetidos con 97% 

de identidad con tamafios que varian entre 0.47 y 3.8 kb., los cuales estan 

relacionados en duplicaciones génicas, secuencias intergénicas (“repeat” 7) 

y con proteinas de membrana externa (“repeats” 1, 2, 3, y 6), éstas Ultimas 

posiblemente participen en eventos de recombinacién similares a ios 

observados en M. genitalium que le confieren variabilidad antigénica. Las 

secuencias repetidas no codificantes representan un 2.3% de! genoma. Asi 

mismo, existen 13 copias de la IS605 (5 completas y 8 parciales) y 4 copias 

de IS606 (2 completas y 2 parciales) (Tomb, 1997).



Ademas de los 7 operones de RNAr mencionados, &. coli K-12 posee 5 

elementos repetidos Ahs de 5.7 a 9.6 kb. de tongitud, los que constituyen 

0.8% del genoma y de los cuales no se conoce su funcién, sin embargo se 

sugiere que probablemente sean elementos mdviles. Pequefias secuencias 

repetidas en tandem (referidas como REP, BIME “Bacterial interspersed 

mosaic elements” 0 PU) componen los denominados complejos REP, que se 

encuentran en un numero de 314 y se desconocen su origen y su funcidn. 

Otras reiteraciones descritas son los elementos IRU o ERIC (19 copias), las 

secuencias de término de la duplicacién (Ter, 12 copias), las cajas C (Box C, 

33 copias), las secuencias LRD (4 copias), las repeticiones iap (23 copias en 

grupos de 14, 7 y 2) y los RSA (6 copias). Existen varias copias de las 

secuencias de insercioén 1S1 (7 copias), 1S2 (7 copias), IS3 (5 copias), ISS 

(11 copias), 18186 (3 copias), IS30 (3 copias) e 1S911 (2 copias) 

(Blattner,1997). 

La secuencia del genoma de M. thermoautotrophicum (1.75 Mb.) posee 
dos secuencias repetidas en orientacién directa de aproximadamente 8 kb., 
las cuales contienen mas de 30 genes que codifican polipéptidos 
relacionados con factores de iniciacién de la transcripcién y con proteinas 
de division celular. Existen dos operones de RNAr (5.3 Kb.) y dos regiones con 
un gran numero de secuencias reiteradas, R1 y R2, constituidos por 
repeticiones, 47 y 124 copias respectivamente, de uma secuencia de 30 pb., 
que en conjunto tienen una extensién de 3.6 y 8.6 kb. Asi mismo, se 
encuentran dos genes de la enzima citratosintetasa y nifH (una lista 
completa de todas tas secuencias reiteradas encontradas en éste genoma se 
encuentra disponible en Internet, cuya direccién es: http://www.cric.com/ 
htdocs/sequences/methanobacter/ repeat_summary.prn) (Smith, 1997). 

En el genoma de la bacteria Gram-positiva B. subtilis (4.2 Mpb.) existen 
10 operones de ANAr en regiones aledafas al origen de replicacion, las 
secuencias flanqueantes a estos operones también se encuentran reiteradas. 
Otras regiones que se encuentran repetidas las conforman los genes pks y 
srf, una regién de 182 pb. dentro de los genes yyal y yyaO, una secuencia de 
410 pb. entre los genes yxaK y yxbL, una duplicacién interna de 174 pb. en el 
gen ydcl, duplicaciones invoilucradas en el control transcripcional de varios 
genes como las 118 pb. repetidas 3 veces entre los genes yx8 y yxbC, una 
secuencia de 190 pb. con 10 copias divididas en dos familias de 6 y 3 
elementos cada una, y por Ultimo, un numero considerable de repeticiones en



los borde de secuencias de probables regiones de integracién de fagos 
(Kunst, 1997). 

El genoma de la arqueobacteria A. fulgidus posee un gran numero de 
duplicaciones de genes, !o cual contribuye de forma importante en el tamajio 
de su genoma, que, comparado con el de otras arqueobacterias, resulta ser 
bastante grande (2.1 Mb.). En contraste con ef resto de los genomas 
publicados, A. fulgidus sdlo contiene un operén para RNAr, mientras que 
otras secuencias codificantes poseen varias copias como las de los genes 
para la NADH-flavin oxidoreductasa (1 886 pb., 2 copias), el MLA NifS-NifU 
(1 549 pb., 2 copias), la transposasa potencial IS1214 con el ISORF2 (1 214 
pb., 6 copias), la 1!SA1083 con el ISORF2 (1 083 pb., 3 copias), el gen para una 
proteina del sistema de secrecién tipo Ii (1 014 pb., 4 copias), una posible 
transposasa ISA0963 (963 pb., 7 copias), un MLA homologo a MJ0794 (836 
pb., 3 copias), dos MLA’s para proteinas conservadas hipotéticas (696 y 628 
pb., dos copias cada una). Existen otras secuencias repetidas idénticas 
pequenas (30 pb.) en orientacién directa no codificantes, las cuales se 
encuentran en conjuntos de 48 (SR-1A) y de 60 (SR-B). También se encuentra 
otro grupo de secuencias de 37 pb. repetidas con 42 copias similares a SR-1 
(Klenk, 1997). 

La espiroqueta B. burgdorferi posee un cromosoma lineal de 910 Kb., 
asi como varios plasmidos circulares y lineales que en conjunto llegan a 17 
(533 kb.). Entre estos ultimos se localizan segmentos con 99% de identidad 
con longitudes entre 3 y 5 kb. Existen varias copias de la transposasa 
potencial {S891 en plasmidos, lo cual se ha asociado con los rearreglos 
frecuentes entre ellos, dado que no posee secuencias invertidas en los 
extremos, probablemente se trate de una IS no funcional. En el cromosoma se 
encuentran dos copias del gen fliG, componente del motor flagelar. Los 900 
pb. de la secuencia telomérica derecha posee una alta identidad con el 
extremo izquierdo de los pldsmidos lineales Ipi7y (p28-3, al igual que la 
tegi6n comprendida entre las bases 3 600 y 8 000 del extremo derecho, la 
cual muestra alta identidad en aproximadamente 4500 pb. con varios genes 
plasmidicos que incluyen un MLA de una posible transposasa (Fraser, 1997b). 

Es claro que la presencia de secuencias reiteradas en los genomas 
procariotes es comun, inclusive en organismos como M. genitalium que posee 
el genoma mas pequefio hasta ahora descrito. Se ha reportado fa existencia



de un gran numero de secuencias reiteradas en miembros de la familia 

Rizobiaceae, los cuales se caracterizan por establecer relaciones con 

plantas, ya sean simbidticas o patoldgicas. Dichas secuencias se han 

estudiado por su importancia en fenédmenos de expresidn génica, de 

recombinacién inter e intra replicén, de amplificacidén y delecién, asi como 

en fendmenos de transferencia horizontal e integracidén. 

1.2 La simbiosis de Rhizobium y su genoma. 

La importancia de la fijacién biolégica de nitré6geno radica en que éste 

elemento se encuentra presente en todos los organismos, como parte de las 

unidades fundamentales de proteinas y acidos nucléicos entre otros 

(Lehninger, 1978). Sin embargo, a pesar de que la atmosfera io contiene en 

un 79%, éste se encuentra como motécula diatémica quimicamente inerte y 

sumamente estable, por lo que se requieren de +940 kJ mol-1 y poder 
reductor para convertirlo a amonio (Mathews, 1990), por lo cual no es 

asequible a !a mayoria de organismos. Los procesos mediante los cuales se 

reduce el N2a amonio comprenden la fijacién bioldgica de nitrégeno (95%), 

procesos quimicos industriales y atmosféricos por efecto de descargas 

eléctricas y radiacién ultravioleta (5%) (Sprent, 1987). 

La capacidad para Ilevar a cabo la fijacién bioldgica de nitrégeno esta 

confinada unicamente a organismos procariotes, los cuales comprenden 

cianobacterias como Anabaena, Nostoc, Calotrix (Wolk, 1996), 

Synechococcus (Mitsui, 1986), Cyanotece (Colén-Lopez, 1997); 
actinobaterias del género Frankia (Valdés, 1996); arqueobacterias tales 

como Methanococcus thermolithotrophicus (Sibold, 1988), Methanococcus 
maripaludis (Cohen-Kupiec, 1997) Methanosarcina barkeri 227 (Chien, 

1996)); bacterias de los géneros Azotobacter, Clostridium y Klebsiella, los 

cuales reducen nitrégeno en vida libre (Merrick, 1992); bacterias que se 
telacionan con plantas no leguminosas como los géneros Azospirillum y 

Azoarcus (Baldani, 1997) y el endosimbionte Acetobacter (Jiménez-Salgado, 

1997) asi como bacterias pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, ias que 

establecen asociaciones simbidticas con miembros de ta_ familia 
Leguminoseae (Long, 1989a).



La familia Rhizobiaceae comprende los géneros Agrobacterium, 
Rhizobium, Azorhizobium y Bradirhizobium, de acuerdo a grupos de 
inoculacion cruzada (“cross inoculation groups”) (Long, 1989a), sin embargo, 
estudios a nivel molecular han revelado el agrupamiento de especies 
genéticamente distantes, por fo que la clasificacién actual se encuentra en 
revision (Schultze, 1994). 

Los miembros de la familia Rhizobiaceae son capaces de establecer 
simbiosis generalmente con las raices de plantas leguminosas por medio del 
desarrollo de estructuras especializadas denominadas nédulos, en donde, 
tras un complejo proceso de reconocimiento e infeccién, las bacterias se 
establecen como bacteroides intracelulares fijadores de nitrégeno. El: 
establecimiento de la simbiosis es considerado como un proceso especifico, 
una especie de bacteria solo puede infectar y nodular a un hospedero 
particular. De acuerdo a lo anterior, Rhizobium etli nodula frijol (Phaseolus 
vulgaris), la soya (Glycine max) es nodulada por Bradirhizobium japonicum, 
la alfalfa (Medicago sativa y Melilotus albus) por Rhizobium meliloti, 
Sesbania por Azorhizobium caulinolans, etc. (Fisher, 1992). Sin embargo, se 
han descrito casos donde la especificidad no es absoluta (Martinez, 1990) y 
especies de amplio espectro de hospederos como Rhizobium sp NGR234, la 
cual nodula mas de 110 diferentes géneros de leguminosas y la no 
leguminosa Parasponia andersonii (Pueppke, S. J. y Broughton, W. J.; datos no 
publicados). 

La interaccion inicial de fa bacteria con la planta se lleva a cabo en la 
raiz, donde productos excretados son quimioatractores bacterianos. Los 
exudados radiculares incluyen aminodcidos, carbohidratos y flavonoides. Se 
ha demostrado que puede afectarse la produccién de flavonoides por la 
presencia de nitrégeno combinado en el medio. Inicialmente, la sintesis y 
liberacién de flavonoides se encuentra controlada por la planta, pero existe 
evidencia de un posible control ejercido por la bacteria (Schultze, 1994). Se 
han identificado también lectinas, las cuales posiblemente se encuentran 
involucradas en el proceso de adhesién a fa rizésfera (Halverson,1986; Diaz, 
1995). 

La primer respuesta macroscépica es la deformacién de los pelos 
radiculares (Nap, 1990), donde las bacterias quedan atrapadas en el sitio de 
rizado. La liberacién de tos  factores Nod especificos



(lipoquitooligosacaridos) (Carlson, 1994) inducen la expresién de nodulinas 

(proteinas especificas sintetizadas por ja planta durante la formacion y 

funcionamiento del nédulo). Las nodulinas tempranas (ENOD) se encuentran 

relacionadas con la formacién de hilos de infeccién que conducen a las 

bacterias hasta el primordio nodular que se establece simultaneamente en la 

corteza radicular. Finalmente, los hilos de infeccién penetran las células 

centrales del primordio nodular liberando a las bacterias en el citoplasma. 

El éxito de la infeccién involucra la expresién de los genes exo 

(exopolisacaridos), ips (tipopolisacaridos) y ndv (cicloglucanos), participes 

en la nodulacién especifica del hospedero (Halverson,1986; Rolfe, 1988; Nap, 

1990; Schultze; 1994). 

El proceso para liberacién de las bacterias en las células del primordio 

nodular ain no es totalmente entendido. Estudios de microscopia revelaron 

que las bacterias son envueltas en una matriz vegetal y éstas aparecen 

discontinuamente en el hilo de infeccién (Robertson, 1978; Mellor, 1987), 

posteriormente la bacteria disminuye su nivel de repticacién y division 

celular hasta cesarlo, aunado a ello cambian su expresién genética y 

morfologia, denomindndose bacteroides (Sutton, 1981), estos son envueltos 

en una membrana compuesta por material vegetal denominada membrana 

peribacteroidal, la cual posee especificidad de transporte y permeabilidad 

(Long, 1989). Las nodulinas tardias componen la maquinaria de asimilacion y 

transporte de amonio, metabolismo de compuestos de carbono asi como la 

manutencién de un ambiente microaerdébico por medio de la leghemoglobina 
(Dilworth, 1984; Longi989b) para llevar a cabo el proceso de fijacién de 

nitrégeno. La leghemoglobina (Lb) es {a nodulina tardia mas abundante, 

constituye el 30% de las proteinas totales dei nddulo (Nap, 1990). 

La capacidad de fijar nitr6geno esta dada por la nitrogenasa, la cual 

lleva a cabo fa reduccién de No a amonio. Los genes nifD y nifK codifican ias 

subunidades a y B de ja proteina FeMo, también llamada componente | o 

dinitrogenasa (220 kDa), mientras que el gen nifH codifica la proteina 

homodimérica Fe, denominada también dinitrogenasa reductasa o componente 

ll (60 kDa) (Fischer, 1994). El sistema Fe-MoFe lieva a cabo la siguiente 

reaccion : 

No + 8e- + BH+ + 16MgATP + 16H2O ---> 2NH3 + Ho + 1GMgADP + 16Pi + 16H+



Se han reportado nitrogenasas con nucleos de vanadio y de fierro, sin 
contenido de Mo (Pau, 1989; Newton 1993). La expresion de la nitrogenasa se 

presenta después de fa expresién de las nodulinas tardias (Nap,1990). 

En la mayoria de las especies del género Rhizobium el genoma se 

encuentra compartamentalizado en un cromosoma y varios plasmidos, a 

diferencia de los géneros Bradirhizobium (Noti, 1985; Van den Eede, 1987) y 
Azorhizobium (Boivin, 1997), los cuales posee todos fos genes involucrados 

en fijaci6n de nitro6geno y nodulacién en el cromosoma; ia cantidad y tipo de 

plasmidos varia entre especies y cepas. Los principales genes involucrados 

en nodulacion y fijacién de nitrégeno (nod, nif y fix ) se ltocalizan en un 

plasmido de alto peso molecular denominado pldsmido simbidtico (pSim). 

Usualmente el numero de plasmidos varia de uno a seis, representando entre 

el 25 y el 50% del genoma total (Martinez, 1990). A pesar de que los pSim 

contienen los principales genes involucrados en la simbiosis, se ha 

demostrado que otros replicones son requeridos para flevar a cabo el proceso 

de manera optima o para sobrevivir en diferentes medios (Brom, 1992). 

Genes involucrados en produccién de polisacdridos de superficie, en 

aprovechamiento de metabolitos vegetales, compuestos aromaticos y 
azucares diversos, asi como la competitividad han sido localizados en otros 

plasmidos diferentes del pSim (Garcia, 1996). 

1.3 Secuencias reiteradas en Rhizobium. 

La presencia de secuencias reiteradas a nivel de DNA es otra 

caracteristica importante en el genoma de Ahizobium. (Martinez, 1990). Se 

ha estimado el numero aproximado de secuencias reiteradas en cepas de la 

familia Rhizobiaceae, encontrandose que existen alrededor de 200 familias 

reiteradas por genoma, con un promedio de 3.5 elementos cada una, lo cual es 

considerado inusual en procariotes (Flores, 1987). Niveles de reiteracién de 
esta magnitud solo son caracteristicos de los géneros Halobacterium 

(Sapienza, 1982) y Streptomyces (Birch, 1990). Se han encontrado operones 

completos reiterados, como nifHDK en A. etli CFN42 (Quinto, 1982; Martinez, 
1985; Quinto, 1985); genes completos funcionales tales como nifA, fix (aun 

no caracterizado totalmente) (David, 1987) un nuevo focus nod y nodD 

(Renalier, 1987; Honma, 1987) en A. meliloti; nodD en B. japonicum 

(Appelbaum, 1988); nifDH en Rhizobium fredii (Barbour, 1985); nifH en R. 
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ORS571 (Norel, 1987), entre otros (Charlies, 1990). Se han identificado 

secuencias de insercién en distintas cepas de Rhizobium que varian en 

numero de repeticiones y son funcionales, por ejemplo ISRm1 (Ruvkun, 1982; 

Wheatcroft, 1988), ISRm2 (Dusha, 1987), ISRm3 (Ogawa, 1991; Wheatcroft, 

1991), ISRm4 (Soto, 1992), ISRm5 (Laberge, 1995) y ISRm6 (Zecri, 1996) en 

R. meliloti ; ISR1 en Rhizobium Clase IV (Priefer, 1989), secuencias 

repetidas similares a secuencias de insercién en B. japonicum (Kaluza, 

1985). Se han descrito en B. japonicum (Hahn, 1987) y A. fredii USDA193 

(Masterson, 1986) secuencias reiteradas sin identidad aparente con las 

secuencias reportadas hasta ahora en bancos de datos. 

Dentro de la secuencia completa del plasmido simbidtico pNGR234a 

(536.16 kb.) de A. sp. NGR234 existen reiteraciones de 85 genes posibles de 

proteinas de !a misma familia que aparecen interrumpidas por posibles 

genes involucrados en transposicién, integracién y recombinacion. Los 

marcos de lectura abiertos (MLA) probables que poseen identidad con 
proteinas relacionadas con secuencias de insercién componen un 18% de este 

plasmido y son semejantes a secuencias de insercidn de Agrobacterium, 

Bacillus, Escherichia, Pseudomonas y Rhizobium. La mayoria de éstas 

secuencias se focalizan entre las posiciones 300 000 y 390 000 del 

PNGR234a. Cabe mencionar que estos MLA se encuentran bordeando conjuntos 

de genes relacionados (oriV-oriT, nif, fix, hsn), por lo cual se propone la 

integracién de estos genes como un transposén complejo, llamados islas de 

secuencias de insercidn. El contenido de GC de estas secuencias de insercion 

es 3% mas alto que el del pNGR234a cuya composicién posee un 58.5%. Hasta 

ahora no se ha demostrado que estas secuencias de inserci6n sean 

funcionales (Freiberg, 1997). Recientemente se describid la sucesi6n de 

eventos de transposicién que originaron al elemento NGRRS-1, el cual posee 

una tongitud de 6 kb. Este elemento es parte de una familia de cuatro 

reiteraciones, una de ellas se encuentra en el pNGR234a y las tres restantes 

en el cromosoma. Se identificaron 4 secuencias de insercién que componen a 

los elementos NGRRS, las cuales se propone se integraron en secuencias de 

insercién previamente establecidas; una posible explicacién para éste 

fenémenopudiera ser que, de ésta forma, se minimiza el efecto mutagénico 

en genes importantes (Perret, 1997). 

En particular, A. etli CFN42 posee seis plasmidos de alto peso 

molecular: p42a, p42b (ambos alrededor de 150 kb), p42c (270 kb), p42d 
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(pSim, 390 kb), p42e (500 kb) y p42f (600 kb). Al ilevar a cabo ia 

conformacién de! mapa fisico del pSim de AR. etli CFN42 por medio de la 

construccién de una genoteca de cdsmidos, de los cuales 16 cubren la 

totalidad det plasmido, asi como una conteniendo los 85 fragmentos 

producto de la digestién totat del pSim con Bam HI, se descubrieron y 

localizaron 11 familias de secuencias reiteradas (A-K) dentro det propio 

plasmido, de las cuales, los genes nifH habian sido previamente reportados 

(Quinto, 1982). Existe alta homologia con otros replicones de A. etli CFN42, 

tal es ef caso del plasmido p42a, con ef que posee 19 fragmentos de Bam Hi 

homdlogos, el plasmido p42f es homdlogo en 3 fragmentos contiguos de Bam 

Hi, mientras que un sdlo fragmento lo es con el plasmido p42b. Con ef mapa 

fisico, se localizaron los dos operones nifHDK flanqueando una regién de 120 

kb dentro de la cual se localizé el gen nodD1. Los operones mencionados 

corresponden a dos elementos de la familia reiterada A (nifHa y nifHb), el 

tercer elemento de esta familia, nifHtc, se encuentra también en ta regién de 
120 kb. Por otra parte, la secuencia de la BGO2, donde se encuentra un 
elemento de la familia B, presenta homologia con el gen nifX (Davila, 

comunicacién personal). No se conoce la identidad del resto de familias 

reiteradas del pSim de A. efli CFN42 (Girard, 1991) (Fig. 1). 

La presencia de un numero tan elevado de secuencias reiteradas 
favorece fa frecuencia de recombinacién intramolecular (Flores, 1988). Los 

rearreglos en el pSim de A. etli CFN42 han sido profusamente estudiados 

(Romero, 1995). Se han descubierto fenémenos de cointegracién con otros 

plasmidos (p42b::p42d) (Brom, 1991), amplificacién y delecién de !a regién 

comprendida entre los operones nifHDK (Romero, 1991), asi como de regiones 

definidas del pSim denominadas amplicones (Romero, 1995; Flores, 1993). En 
otra cepas de A. etli se han observado fenémenos semejantes (Soberén, 
1986; Rodriguez, C. en preparacidn). 

Se ha postulado que la capacidad dindmica de! genoma plasmidico de 
Rhizobium le provee de adaptabilidad a posibles cambios microambientales o 

para la interaccién con diferentes plantas por sobreexpresién de los genes 
amplificados (Romero, 1995), lo cual establece nuevas perspectivas 

ecolégicas y evolutivas. 

El establecimiento de la naturaleza y caracteristicas de jas familias 

de secuencias reiteradas (B-K) resulta esencial para proponer un modelo que 
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explique el origen evolutivo del pSim, dado que este replicén al parecer es 

producto de eventos de integracién con secciones de DNA foraneo por 

posibles secuencias de insercién flanqueantes, como ha sido demostrado 

para algunos de los plasmidos pTi de Agrobacterium tumefaciens (Otten, 

1992). Existe evidencia que apoya el postulado de que el pSim de A. efli 

CFN42 fue transferido desde otra cepa por conjugacion, lo cual concuerda 

con lo propuesto por Schofield y cols. (1987), dado que no se encuentran 

zonas de homologia con las reiteraciones del plasmido en e! cromosoma, 

siendo factible el que, en caso de existir secuencias de insercién 

funcionales, deberian aparecer aun en baja frecuencia en otros repticones. Si 

bien existen zonas de homologia con los plasmidos p42a, p42f y p42b no 

parece haber un patrén consistente entre las reiteraciones interplasmidicas 

y las intraplasmidicas, lo anterior se deduce con base en base al mapa fisico 

det pSim (Girard, 1991). 

En este trabajo se presentan los resultados de los estudios realizados 

con las 4 familias de 3 elementos reiterados del pSim de A. etli CFN42:B,C, 
D y E (Cuadro 1); asi mismo, se muestran los andlisis de comparacion con 

secuencias de bases de datos de nucledidos y aminoadcidos, grado de 

conservacion entre jos elementos secuenciados de la misma familia, sus 

implicaciones en los rearreglos y en ta historia evolutiva del pSim. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general. 

- Secuenciar y caracterizar cada uno de los elementos de DNA 

reiterado de las familias B, C, D y E del plasmido simbidtico (pSim) de 

Rhizobium etli CFN42. 

2.2 Objetivos particulares. 

- Localizar el fragmento de restriccién susceptible a secuenciacién 

directa que contiene a los elementos reiterados a partir de las clonas 

portadoras. 

- Secuenciar las subclonas que contienen los elementos reiterados. 

- Determinar la identidad de !os elementos secuenciados de cada 

familia comparadndolos con las secuencias reportadas en jas bases de datos. 

- Definir el grado de conservacién entre las secuencias de los 

elementos de cada familia reiterada. 

- Determinar la presencia de secuencias codificantes, marcos de 

lectura abiertos (MLA) 0 motivos (secuencias directas o inversas repetidas, 

sitios de unién de proteinas a DNA, etc.) en las secuencias de cada familia. 
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4. MATERIAL Y METODOS 

4.1 Cepas utilizadas. 

En el presente trabajo se utilizaron cepas de £&. coli previamente 

reportadas, asi como construcciones plasmidicas produccidas durante el 

desarrollo del mismo. Sus caracteristicas mas importantes se enlistan a 

continuacion. 

CEPA 

Escherichia coli: 

CARACTERISTICAS 

OHSa Cepa utilizada para a-complementacién 

por transformacién con pldsmidos con 
lacZ. 

BG79 Cepa con la construccién pBR328/BG79, 

posee un elemento de la familia E del pSim 

de CFNA42. Inserto de16.8 kb, Cm. 

BG83 Cepa con la construccién pBR328/BG83, 

Posee un elemento de la familia D del pSim 

de CFN42, Inserto de 7.2 kb, Cm®. 

BG85 Cepa con la construccién pBR328/BG85, 

posee un elemento de la familia D y otro de 

la familia E del pSim de CFN42. Inserto de 

12.9 kb, Cm. 

4.2 Plasmidos utilizados y construidos. 

PLASMIDO CARACTERISTICAS 

VECTORES DE CLONACION 

pSK+ Sitio multiple de clonacién en lac Z, AmpR, 

origen de replicacién de ColE1. 

pBC+ Sitio multiple de clonacién en tac Z, CmA, 

origen de replicacién de ColE1. 
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SUBCLONAS DE LAS CEPAS BG79 Y BG85 

p79H4 

p79H4-Cm 

p79H4B 

p79S4 

p79H4aE 

pa3s3 

p8SP4 

p8SP4N 

p85P4A 

p85P4B 

p85L-Sal 

p85P4-Cm 

Subclona de la cepa BG79, fragmento 

Hind lil-Hind (| de 1.4 kb. en el pSK+. 

Contiene el elemento reiterado completo. 

Mismo fragmento del plasmido p79H4 

en ef vector pBC+. 

Delecién del plasmido p79H4 a partir del 

sitio interno Sai | al sitio Sal t del vector, 
fragmento de 800 pb. 

Subciona de la cepa BG79, banda Sal (-Sal | 
de 1.6 Kb. en el pSK+. Contiene e! elemento 
reiterado truncado a partir dei sitio interno 

de Sal |. 

Delecién del plasmido p79H4 a partir del 
sitio interno de Eco Al al sitio Eco RI del 
vector. 

Subclona del plasmido pBG83, fragmento 

Sal |-Sal | de 600 pb en pBC+. Contiene 

un elemento reiterado de la familia C 
truncado. 

Subctona del plasmido pBG85, fragmento 
Pst I-Pstl de 1.2 Kb. en pSK*. Contiene un 
elemento reiterado de la familia D completo. 

Mismo fragmento del pldsmido p85P4 en 
orientacién inversa en el pSK+ 

Delecién del plasmido p85P4N a partir del 
Sitio interno de Sal | al sitio Sal | def vector, 
fragmento de 1.0 Kb. 

Delecisn del pldsmido p85P4 a partir del 
sitio interno de Sal | af sitio Sal | del vector, 
fragmento de 200 pb. 

Subciona del plasmido pBG85 que contiene 

parte de un elemento reiterado de la familia E. 

Mismo fragmento del pldsmido p85P4 en 

ef vector pBC+. 
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4.3 Condiciones de cultive de microorganismos. 

E. coli se cultivé en medio solido en placa y en medio liquido LB (1.5-3 

mi.) a 37°C, este Ultimo con agitacién de 300 rpm. 

Las cepas de Rhizobium utilizadas se cultivaron en medio sdlido en 

placa y en medio liquido PY (3-5 ml.) a 30°C, éste ultimo con agitacién a 250 
rpm. (Noel, 1984). 

4.4 Clonacién de los fragmentos de restriccién. 

4.4.1 Digestién de DNA con endonucleasas de restriccidn. 

Se tomd 1 yg. del DNA apropiado, el cual fue digerido con 2-4 U. de la 

enzima de restriccin adecuada, con la solucién amortiguadora respectiva en 
un volumen de 20 ui. a 37°C durante una hora. La digestién total! del DNA se 

comprob6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1X a 100 V. 

corriendo 2 wl. de cada reaccién de restriccién mezclado con 2 ul de 

colorante (ficol al 15%, azul de bromofenol al 0.25% y xilencianol al 0.25% 
en agua bidestilada). 

4.4.2 Ligacién de DNA. 

Los vectores y fragmentos a clonar digeridos con la endonucileasa de 

restricci6n adecuada fueron mezclados en una proporcién 5:1 inserto:vector 
con 1U. de T4 DNA ligasa (Amersham, Life Science) para un total de 100 ng 

de DNA. El volumen de reaccién en tigaciones intermoleculares fue de 20 yl. 

y en reacciones intramoleculares fue de 50 ul. La reaccién se incubé 16 h. a 

una temperatura de 14°C. 

4.4.3 Preparacién de células competentes con CaClo. 

Se inoculd, por estria cruzada, !a cepa DH5a en una placa de LB y se 

incub6é durante 24 h. a 37°C. Se tomé una colonia aislada para inocular 100 

ml. de medio LB liquido, el cual se incubdé con agitacidn (300 ciclos/s.) hasta 

fase exponencial (D.O.goonm de 0.5 a 0.7). El cultivé se transfirid a tubos de 

ensayo estériles y se centrifugaron 10 min. a 4 000 rpm. a 4°C; se decanté el 

17



medio de cultivo y cada pastilla celular se resuspendid en 10 ml. de CaCto 
100 mM. previamente enfriado en hielo para centrifugarse nuevamente 10 
min. a 4 000 rpm. a 4°C. Se decanté el sobrenadante y cada pastilla fue 
resuspendida en 2 ml. de CaClz 100 mM. frio; se alicuotaron 200 ul. en tubos 
de microcentrifuga estériles y se guardaron a -70°C hasta su utilizacidn. 

4.4.4 Transformacién de células competentes. 

Se tomaron de 2 a 5 ul. de la reaccién de tigacién y se agregaron a los 
tubos con células competentes. Los tubos se colocaron en hielo durante 60 
min. y at termino de este tiempo se incubaron a 42°C durante 90 s. Los tubos 
fueron colocados en hielo nuevamente durante 10 min. A cada tubo se le 
agrego 1 mi. de medio LB liquido y se incubaron a 37°C con agitacién suave 
(200 ciclos/s aprox.). Se cultivaron 200-500 ul. de la células transformadas 
en placas de medio LB con tos antibidticos apropiados segun el vector de 
clonacién utilizado durante 24 h. a 37°C. 

4.5 Extracci6n y purificacién de DNA plasmidico. 

La cepa de interés se cultivé por estria cruzada en placas de medio 
solido LB conteniendo el antibidtico apropiado y se incubé por 12-16 horas a 
37°C, para la obtencidén de colonias aisladas. Se inoculé la colonia en 3 mi. de 
medio LB liquido contenido en tubos de ensayo de 15 ml. a 37°C con agitacion 
a 300 rpm. durante 12-16 horas. El cultivo liquido se transfirié a un tubo de 
microcentrifuga estéril y se centrifugd 1 min. a 14 000 rpm.; se descarté el 
medio y se secé el remanente colocando el tubo boca abajo sobre papel 
absorbente. La pastilla obtenida se resuspendié en 100 ul. de solucién 1 
(Glucosa 50 mM., tris-Cl 25 mM. pH 8.0, EDTA 10 mM) estéril previamente 
enfriada en hielo. Se agregaron 200 yl. de solucién 2 (NaOH 0.2 N, SDS 1%) 
preparada justo antes de su uso; se agité el tubo con la mezcla por inversién 
varias veces hasta que la suspencién celular se mostré transtucida, sefal de 
que se realiz6 lalisis completa, y se enfrid en hielo por 5 min. Se agregaron 
150 pl. de solucién 3 (60 ml. de acetato de potasio 5M, 11.5 ml. de acido 
acético glacial, 28.5 ml de agua bidestilada) enfriada en hielo previamente; 
se homogenizé agitando por inversién varias veces y se colocé en hielo 5 
min. Se centrifugé a 14 000 rpm. durante 10 min. a 4°C. El sobrenadante 
obtenido se transfiri6 a un nuevo tubo de microcentrifuga y se le agregé 1 
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volumen de fenol-cloroformo-alcoho! isoamilico (25:24:1); la mezcla se 

agité hasta que se obtuvo una mezcla homogénea. Se centrifugo 1 min. a 14 

000 rpm. y la fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo repitiendo el lavado 

con fenol-cloroformo-isoamilico. La fase acuosa obtenida se sometid a un 
lavado con cloroformo (1 volumen) para retirar cualquier posible resto de 

fenol. La fase acuosa fue separada de Ja fase organica, se !e agregaron 2 

voldmenes de etanol al 100% enfriado en hielo, se agit6 por inversion y 

posteriormente se centrifugé 15 min. a 14 000 rpm. a 4°C. La pastilla 

obtenida se lavé con 1 mi. de etanol al 70% y se centrifugé nuevamente a 14 

000 rpm. 15 min. a 4°C. La pastilla se secéd al vacio con centrifugacidn en un 

concentrador Savant (Speedvac® DNA110) y se resuspendié en 20 pl. de TE 

10:1 para ensayos de digestiones con enzimas de restriccidén y en 20 wl. de 

agua bidestilada estéril para secuenciacién con 2 ul de RNAsa (1 mg. mi.-1). 

4.6 Electroforesis verticales de DNA en geles de agarosa. 

Se prepararon geles de agarosa al 1% en TBE 1X en camaras para 

electroforesis vertical (Hoefer Scientific Instruments), se limpiaron los 

restos de agarosa de tos pozos con tiras de papel Whatman. Las muestras 

fueron cargadas en los pozos con colorante (ficol, azul de bromofenol y 
xilencianol en agua bidestilada) y se corrié 12 h. a 4°C a 40 V. El gel fue 

tefiido con solucién de bromuro de etidio durante 10 min. y se enjuagé con 

agua destilada 10 min. Se tomé una fotografia al get en un transiluminador 

de luz U.V. equipado con una unidad de procesamiento de imagen 

computarizada (Eagle Eye IIT, Stratagene®). 

4.7. Electroforesis horizontal en minigeles de agarosa. 

EL procedimiento es basicamente el mismo utilizado para la 

electroforesis de geles verticales, salvo que los minigeles (agarosa 1%) se 

prepararon en camaras horizontales (Horizon®11-14 Life Technologies™, 

QSH International Biotechnologies, Inc.) y se corrieron a 100 V. duarnte 60 

min. 
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4.8 Cuantificacién de DNA. 

La cuantificacién de DNA se llevé6 a cabo en un fluorémetro para DNA 

modelo TKO-100 (Hoefer Scientific Instruments) el que se dejéd calentando 

15 min. antes de llevar a cabo la medicién. Se agregaron 2 ml. de solucién de 

fluoreceina y el aparato se calibré6 a cero; se agregaron 2 ul. del DNA en 

solucién y se homogenizo. La fectura se interpreté directamente en ng. /ul. 

4.9 Transferencia de DNA a filtros de nylon. 

Los geles sometidos a electroforesis, previamente constatado su 

adecuado corrimiento mediante tincién con bromuro de etidio, fueron lavados 

dos veces con una solucién de HCl. 0.25 M durante 15 min. a 4°C. 

Posteriormente se hicieron dos lavados con una solucién de NaOH 0.5 M-NaCl 

1.5 M durante 15 min. a 4°C y otros dos lavados de 30 min. con una solucién 

Tris 0.5 M-NaCt 1.5 M. Los geles se colocaron en cristales y los filtros de 

Nylon Hybond de 0.45 wy (Amersham, Life Sciences), previamente 

humedecidos en una solucién SSC 6X, se pusieron sobre la superficie del cada 

gel, sobre estos se colocaron dos filtros Whatman, también humedecidos en 

SSC 6X, 32 capas de papel absorbente doble y un cristal; la posicion del 
dispositivo se invirti6 para poner los mismos elementos en la otra cara del 

gel. Una vez montado, se colocé un peso de 1 kg. sobre el dispositivo y se 

mantuvo a temperatura ambiente durante 16 h., al término de las cuales se 

marcaron los carriles del gel sobre los filtros de nylon. Los filtros se 

humedecieron en SSC 6X y se secaron entre papel absorbente en un horno a 
80°C y 15 Ib/in2 durante 2 h. 

4.10 Marcaje de la sonda de ONA con [a-32P] dCTP. 

Et DNA que se utilizé como sonda para los ensayos de hibridizacién fue 

aislado de digestiones totales con las endonucleasas de restriccién 

correspondientes por electroforesis en gel de agarosa y recuperado mediante 

el sistema de aislamiento de ONA WizardT™T™ PCR Preps Purification System 

(Promega). El DNA aislado, de 100 a 300 ng., fue aforado a 45 ul. y 

desnaturalizado a 95°C 10 min., se dejé enfriar a temperatura ambiente. El 
ONA se agregé a un tubo del sistema de marcaje radioactivo Rediprime 
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(Amersham, Life Science) y se resuspendiéd golpeando suavemente el tubo. Se 

agregaron 3 pl. de {a~32P] dCTP (10 pCi/ul.) (Amersham, Life Science) y se 

incubé durante 1 h. a 37°C. Se desnaturalizé el DNA marcado de la reaccién 

por incubacién a 95°C durante 10 min. y se enfrid en hielo 10 min. Se 

tomaron 950 ui. de fa solucién amortiguadora de prehibridizacién caliente 

(65°C) y se agregaron a la reaccién de marcaje; una vez homogenizada, se 

agregé en el fondo del tubo de hibridizaci6n respectivo. 

4.11 Hlibridizacién tipo Southern. 

4.11.1 Prehibridizacién de filtros. 

Se colocaron los filtros de nylon en tubos para _ hibridizacién 

(Amersham, Life Science), hasta 4 filtros, y se agregaron de 15 a 30 ml. de 

solucién amortiguadora de hibridizacién rdpida Rapid-hyb buffer (Amersham, 
Life Science) y se prehibridiz6 4-12 h. en un horno con rotacién a 65°C. 

4.11.2 Hibridizacién de filtros. 

Se agregé la sonda marcada y se dejé hibridizando 12 h. bajo las 

mismas condiciones de prehibridizacion. 

4.11.3 Lavado de tos filtros. 

Al término det tiempo de hibridizaci6n se desecho ia _ solucién 
amortiguadora y se enjuagaron los filtros con 50 ml. de solucién SSC 2X-SDS 

0.1% y se hizo un lavado con otros 50 m!. de la misma solucién durante 15 

min. con rotaci6n a temperatura ambiente. Posteriormente se hizieron tres 

lavados de 30 min. a 55°C con rotaciédn con 50 mi. de una solucién de SSC 

0.1X-SDS 0.1% y un lavado final durante 15 min con una solucién SSC 0.1X a 
55°C con rotacidn. 
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4.11.4 Secado de los filtros. 

Los filtros fueron secados en papel absorbente a 55°C durante 20 min., 
montados en cartulina, se forraron con plastico autoadherible y se colocaron 

en un cassette para auotoradiografias. 

4.11.5 Exposicién y revelado de la placa fotografica. 

Se colocé en el cassette con los filtros una pelicula fotografica (Kodak 

X-Omat KX K1) en oscuridad total y se mantuvo a -70°C un tiempo variable. 

La placa fue revelada en oscuridad total en solucién de revelado durante 30 

s, se lava en agua 30 s. y se sumergid en solucion fijadora 1 min.; se enjuagd 
nuevamente en agua corriente. 

4.12 Disefo de oligonucledtidos para secuenciacién. 

Los oligonuclestidos utilizados fueron disefiados con el programa Oligo 

5.0, considerando una °TM de 60°C, ausencia de complementariedad intra e 
intermolecular y un contenido de GC cercano al 50%. 

4.13 Secuenciacién automatica de DNA. 

La secuenciacién se las clonas obtenidas, asi como sus extensiones con 
oligonucleotidos, se llevaron a cabo por el método de terminacién de cadena 
por didesoxinuclesdtidos fluorados con el equipo Taq DyeDeoxy™ Terminator 
Cycle Sequencing Kit. Las reacciones de secuenciacién se sometieron a 

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y 

fueron analizados en un secuenciador 373A DNA; tanto el equipo utilizado 

como el secuenciador son de Applied Biosystems. El DNA utilizado en las 

reacciones de secuenciacién se obtuvo a partir de cultivos liquidos de la 

clona de interés mediante tisis alcalina con ef equipo Wizard™ Minipreps 

(Promega). 
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4.14 Ensamblaje y andalisis de las secuencias de DNA. 

—l ensamblaje de las secuencias de las clonas obtenidas, los anélisis 

de busqueda de sitios de restricci6n y composicién, asi como de sus 

extensiones con oligonucleotidos, se realizaron con el paquete Gene Works 

2.5.1 (IntelliGenetics, Inc.). Los andlisis FASTA (Person, W. R. y Lipman, D. J., 

1988), BLASTX (Altschul, S. F. et al, 1990) y TESTCODE (Fickett, J. 1982)) 

contenidos en el paquete GCG versién 8.0 (Genetics Computer Group Inc.), se 

utilizaron para realizar analisis de identidad contra las bases de datos 

GenBank y Swisprot. 
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5. RESULTADOS 

Al llevarse a cabo la formacién del mapa fisico del pSim de A. etli 
CFN42 se realizé la descripcién de la complejidad de este plasmido tomando 
en cuenta su contenido de secuencias reiteradas, localizando los elementos 
de cada familia y se consideré que e! tamafio minimo de cada elemento, dada 
la resolucién de la técnica utilizada, seria de aproximadamente 200 pb. con 
identidad 280% (Girard, 1991) (Fig. 1). 

La secuenciacién y caracterizacién de los elementos de DNA reiterado 
de las familias B, C, D y E del plasmido simbistico (pSim) de Rhizobium etli 
CFN42 (Cuadro 1) se llevo a cabo mediante la busqueda de un fragmento de 
restriccion susceptible a subclonacién, el cual contuviera de forma total o 
parcial e! elemento reiterado; lo anterior se evidenciado por experimentos 
tipo southern. La ctona de la genoteca de fragmentos de Bam HI de menor 
tamano que contiene al elemento reiterado se utilizs como sonda en 
transferencias de digestiones sencillas de la otra clona con el otro elemento 
de la misma familia. Las endonucleasas de restriccién utilizadas fueron Eco 
RI, Hind lil, Pst |, Sal ty Xho |. Para definir si los fragmentos revelados 
poseian secuencias del vector, se realizé otra hibridizacién con digestiones 
dobles, Bam Hi con el resto de endonucleasas (Bam HI-Eco Ri, Bam Hi-Hind 
Ill, etc.); en este ensayo se pudieron identificar los fragmentos del vector 
por su tamafo, ya que también presentaron hibridizacién, debido a 
contaminacién durante la extraccién del inserto de la clona utilizada como 
sonda (Fig. 2). Se seleccionéd el fragmento que pudiera secuenciarse en el 
menor numero de pasos posibles y se subclond en los vectores pBC y pSK. La 
secuencia de las subclonas obtenidas se Ilevaron acabo a partir de los 
oligonucledtidos para secuenciacién que poseen los vectores mencionados, 
delesiones, y otras construcciones, asi como también con oligonuclestidos 
disefiados para extender la secuencia. El ensamblaje y el analisis de las 
secuencias se realizaron con los paquetes GCG y GeneWorks. 

5.1 Elementos reiterados de la familia B. 

La familia B de secuencias reiteradas se compone de tres elementos, 
detectados en tas bandas BGO2 (1.6 kb.), BG28 (6.7 kb.) y BG81 (3.8 kb.) del 
mapa de bandas de Bam HI del pSim de acuerdo a Girard (1991) (Fig 1, Cuadro 
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1). Los elementos de las bandas BG81 y BG28 forman los extremos de los 

amplicones tipo IV, previamente descritos (Romero, 1995), lo cual, 

evidencia que estas se encuentran en orientacién directa dentro del pSim. 

5.1.1 Analisis de la secuencia del pBGO2. 

La secuencia de la clona pBGO2 se obtuvo durante el estudio de las 

familias C, D y E, dentro del proyecto general de secuenciacién de! pSim. La 

secuencia tiene un tamafio de 1 614 pb., su composicién probable es de 

56.13% de GC y 43.87% de AT, dado que se detectaron ambigtiedades en ia 

secuencia (Y, C o T, posiciones 1 329 y 1 357; S, Co G, posicién 1 321; W, A 

0 T, posicién 1 314). 

La secuencia obtenida de ta clona pBGO2 se analizd con el programa 

FASTA contra el banco de datos GeneBank y se obtuvieron identidades en el 

extremo 5' del 70.07 % en 548 pb. con la seccién 42 (bases 5194-5737) y del 

75.84 % en 414 pb con la secciédn 39 (bases 8254-8661) del pNGR234a de A 

sp. NGR234. Las regiones del pNGR234a poseen una probable ferrodoxina 

(FDIII, MLA y4vS) y un MLA similar a la regién intergénica entre nifX y nifW 
en bacterias fijadoras de nitrogeno (MLA y4vQ y y4dX), lo anterior se obtuvo 

por medio de los programas BLASTX y FASTA. Por BLASTN se obtuvieron las 

mismas zonas de identidad. El extremo 3’, a partir de la base 800 

aproximadamente hasta la 1614 no mostré identidad con ninguna secuencia 

reportada con los programas utilizados. 

5.1.2 Conformacién de la familia de secuencias reiteradas B-F. 

Se realizé un FASTA con la secuencia del pBGO2 contra el banco de 

secuencias que se tiene del pSim de A. etli CFN42, con el objeto de encontrar 
el resto de elementos reiterados. Los resultados mostraron una alta 

identidad (95.8% en 331 pb) con la secuencia parcial de !a banda BG81 y ta 

banda BG28 (83.3% en 329 pb), en estas bandas se encuentran los dos 

restantes elementos de la familia B. La regiédn de pBGO02 en que se 

observaron los resultados anteriores corresponde al extremo 3° aledafio a la 

banda BGO3. Las regiones de las otras bandas donde se encontré identidad se 

situan en los extremos y dado que la identidad aumenta en estos sitios se 

supuso que ef elemento reiterado continua en la banda aledafia. Para probar 

la hip6tesis anterior se tomdé la secuencia que une las bandas BGO2 y BGO3 y 
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se hizo un FASTA nuevamente contra el banco de secuencias del pSim. Los 
resultados revelaron una alta identidad de las bandas BG27 (94.0 % en 436 
pb) y BG80 (93.6 % en 578 pb) con el extremo perteneciente a la BGO3. Dado 
que los elementos de ia familia F se encuentran en las bandas BG80 y BG27, 
se asume que en realidad los elementos de las familias B y F conforman una 
sola familia, la cual fue identificada de forma individual por el sitio de Bam 
HI que se encuentra hacia la zona central de estos elementos. Dentro de la 
familia F no se habia reportado ningun elemento contenido en Ja banda BGOS3, 
lo anterior se debiéd a que esta banda contiene el TNS5-Mob utilizado para 
movilizar el pSim a Agrobacterium (Girard, 1991), lo cual dificulté la 
busqueda de elementos reiterados por hibridizacion (Davila, comunicacién 
personal). De acuerdo a lo anterior, se propone la designacidn de estos 
elementos dentro de la familia BF como BF02-03, BF27-28 y BF80-81. 

5.1.3 Analisis de las secuencias de los elementos reiterados de la 
familia BF. 

Los elementos reiterados de la familia BF poseen un tamafio de 
aproximadamente 800 pb., y muestran alta identidad entre ellos (BF02-03 
con BF27-28, 86.6% en 767 pb; BF02-03 con BF80-81, 94.4% en 891 pb; 
BF27-28 con BF80-81, 87.4% en 788 pb.) con una regién en apariencia 
idéntica de 714 pb. entre los tres elementos (ver discusion) (Figura3). 

La secuencia dei elemento BF02-03 posee un composicién probable de 
53.58% de GC y 46.42% de AT, ya que se detectaron ambigUedades en ia 
secuencia (R, A o G, posiciones 568 y 674; Y, C 0 T, posiciones 185 y 213; W, 
AT, posicién 170; S, C o G, posicién 177). Et elemento BF27-28 tiene una 
composicién 52.29% de GC y 47.71% de AT y el elemento BF80-81 53.81% de 
GC y 46.19% AT. 

Las secuencias se analizaron_ individualmente por FASTA 
encontrandose resultados similares para los tres elementos, dada la alta 
conservaci6n entre ellos. Los elementos BFO2-03 y BF80-81 mostraron 
identidades de 61.48% en 296 pb (bases 9470-9766) y 59.81% en 316 pb. 
(bases 9449-9757) respectivamente con la seccién 41 del PNGR234a que 
contiene un MLA designado Y4wP, evidenciado con BLASTX, el cuat se incluye 
entre MLA’s de funcion desconocida no relacionados con secuencias de 
insercién, La secuencia def elemento BF27-28 no mostré identidad 
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significativa con ninguna secuencia reportada, a nivel de DNA o proteina a 

pesar de alta identidad con los otros miembros de la familia BF (Fig. 7). 

La regién conservada entre los tres elementos que posee 714 pb., 

obtenida por alineamiento de fas secuencias de los tres elementos, fue 

analizada también por FASTA, el cual mostré que esta regién no posee una 

identidad significativa con ninguna secuencia reportada. Estos resultados se 

comprobaron con fos programas BLASTX y BLASTN. 

Se buscaron regiones codificantes en las secuencias de los elementos 

de ta familia BF con el programa GeneWorks, encontrandose solo un MLA en 

fase 2 de 202 aminodacidos con alta probabilidad de codificar una proteina en 

la secuencia BF80-81, evidenciado por los resultados obtenidos con el 

programa TESTCODE, el cual evalua la posibilidad de codificacién de una 

secuencia tomando en cuenta la dispensabilidad de ia tercer posicién del 

codén. La secuencia fue analizada con distintos programas que identifican 

motivos de proteinas conocidas (MOTIFS, BLOCKS y PROFILESCAN) sin 

encontrar ninguno. 

Las secuencias de los elementos de la familia BF fueron analizados con 

el programa REPEAT para buscar posibles secuencias repetidas en 
orientacioén directa o inversa que pudieran presentar significado estructural 

secundario o ser parecidas a los extremos de alguna secuencia de insercion 

reportada. No se encontraron secuencias repetidas en orientacién directa ni 

inversa  significativas. 

5.2 Elementos reiterados de ia familia C. 

Los elementos reiterados que conforman la familia C se localizan en 

las bandas BG24 (5.19 Kb.), BG82 (3.4 Kb.) y BG83 (7.2 Kb.) del mapa fisico 

del pSim (Fig. 1). Los elementos reiterados de las bandas BG83 y BG24 

franquean los amplicones tipo || (Romero, 1995), por fo que se deduce que se 

encuentran en posicién directa dentro del pSim. Se utitiz6 el inserto de la 

clona pBG82 de la genoteca de fragmentos de Bam HI como sonda en las 

transferencias de digestiones de la clona BG83. 
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5.2.1 Localizacion del fragmento de restricci6n que contiene el 
elemento reiterado de la familia C de la banda BG83. 

Los ensayos de hibridizacién revelaron un fragmento en cada uno de los 
carriles de la transferencia . El fragmento de menor tamafio se localizo en el 

carril de Sai |, con un tamafio aproximado de 600 pb (Fig.2). En los ensayos de 
hibridizaci6n con transferencias de digestiones dobles se constaté que el 
fragmento localizado posee extremos idénticos de la misma enzima y se 
cloné en el vector pBC cortado con la misma enzima. 

5.2.2 Subclonacién del fragmento de restricci6n que contiene el 

elemento reiterado de la familia C en el pBG83. 

El fragmento de 600 pb. de la BG83 digerida con Sal t localizado por 
hibridizacién con la BG82 fué clonado en el vector pBC en el sitio Unico de 
corte para esta enzima, originando el p83S4. 

5.2.3 Secuenciacién de las construcciones que contienen el elemento 
reiterado de la familia C en el pBG83. 

Dado el tamafo del fragmento clonado (600 pb. aproximdamente), se 

secuenci6 completamente en cadena sencilla desde los extremos del vector 
con los oligonuclestidos SKE y T7, disefiados para secuenciacién. Las 
secuencias se sobrelaparon en la regién central del inserto, ya que la 
resoluci6n del la secuencia logré un promedio de 400 nucledtidos con alta 
confiabilidad. 

Una vez ensamblada la secuencia del p83S4, se comparé con las 

secuencias obtenidas de otras regiones de la pBG83, revelando una secuencia 

sobrelapante en uno de sus extremos, fa cual corresponde a la clona pBG83- 
h2T7. Se integraron las dos secuencias en una sola (83S4ex) y se utilizé para 
realizar los andlisis de composicién y comparacién de secuencias. 

5.2.4 Analisis de la secuencia 83S4ex que contienen el elemento 
reiterado de la familia C de ta clona pBG83. 

La secuencia 83S4ex posee una longitud de 894 pb. y tiene una 

composicién probable de 56.21% de GC y 44.79% de AT, ya que se encontraron 
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ambigGedades en Jas posiciones 436, 517, 518, 526, 541 (S, C 0°G), 523 (K, G 

o T), 536 (Y, C o T), 542 (W, Ao T) y 528 (R, Ao G). 

E! andalisis tipo FASTA de la secuencia 83S4ex mostré una identidad de 

59.8% en 443 pb. en uno de sus extremos con el MLA1 de la IS407 de 

Pseudomonas cepacia (1 236 pb.), la cual posee similitud con la ISRi de R 

sp. clase \V y con otras IS’s de la familias IS3 (Wood, 1991). Por medio del 

programa BLASTX se obtuvo una identidad del 50% en 136 aa. con el mismo 

MLA del P. cepacia (Fig. 4 y 8), lo cual se comprobé al traducir la secuencia 

en sus 6 marcos de lectura y encontrar los mismos aa. en la fase 2 de 

lectura. Aunado a lo anterior, !os resultados obtenidos con el programa 

TESTCODE muestran una regién con alta probabilidad de codificacién en la 

misma zona, denotando un MLA continuo desde la base 53 hasta la 625. 

La secuencia se analiz6 con el programa REPEAT sin encontrarse 

secuencias directas o inversas repetidas significativas. 

5.3 Elementos reiterados de la familia D. 

Los elementos reiterados de la familia D se localizan en las bandas 

BGO1 (9.4 Kb.), BG83 (7.2 Kb) y BG85 (12.9 Kb.) del mapa de fisico dei pSim 

(Girard, 1991)(Fig. 1, Cuadro 1). Se utilizé el inserto de la clona pBG83 como 

sondas en transferencias de digestiones de DNA de la clona BG85. 

5.3.1 Localizacién del fragmento de restriccién que contiene el 

elemento reiterado de la familia OD en el pBG85. 

En todos los carriles se presentd hibridizaci6n en mas de una banda, 

siendo una de ta digesti6n con Pst 1, con un tamafio de 1.2 Kb., la 

inicialmente seleccionada, asi como las bandas de !a digesti6n con Sal | de 

1.6 y 1.1 Kb. Dado que no fue posible mediante este ensayo discernir los 

fragmentos que hibridizaron por el vector y no por el elemento reiterado, se 

realizaron los ensayos de hibridizacién con transferencias de digestiones 
dobles. Los fragmentos localizados inicialmente mostraron poseer 

efectivamente el elemento reiterado, y en el caso de ios dos fragmentos en 

el carril de Sal |, el sitio de corte se encontrdé dentro del elemento reiterado 

(Fig 2). 
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5.3.2 Subclonacién del fragmento de restriccién que contiene el 

elemento reiterado de ia familia D en el pBG85. 

La subclonacién de los fragmentos localizados, designados 85P4, 
debido a que en digestidn sencilla con Pst | este fragmento corresponde al 

cuarto en tamafio descendente, se llevé a cabo en los vectores pBC y pSK en 
su dos orientaciones posibles, obteniéndose las subclonas p85P4-Cm, 
p85P4N-Cm, p85P4N y p85P4. Las subclonas p85P4N y p85P4 fueron 
deletadas a partir del sitio interno de Sal | al sitio del vector, obteniéndose 

las subclonas p85P4B y p85P4A respectivamente. 

5.3.3 Secuenciacién de jas construcciones que contienen el elemento 
reiterado de la familia D en el pBG85. 

La secuenciacién de las subclonas p85P4-Cm, p85P4N-Cm, p85P4N, 
p85P4, p85P4B y p85P4A se ltevd a cabo de forma automatica a partir de los 
oligonuclestidos disefados para secuencia de los vectores, SKE y T7. Dado 
que el sitio interno de Sal | se locatizé a 200 pb. de uno de los extremos de 
Pst! de! inserto, no fue posible que jas secuencias obtenidas de los extremos 
se sobrelaparan, por !o que se disefiaron los oligonuclestidos 85P4.SKE.in y 
85P4.T7.in, que parten de las secuencias obtenidas de los extremos hacia el 
interior del inserto. Se adiciond ta secuencia de la clona pBG85L con el 
oligonuclestido T7, ya que al realizar los ensamblajes para obtener la 
secuencia del p85P4, se encontré que esta secuencia parte del sitio de Sal | 
hacia uno de los extremos de Pst | de la subctona. El pBG85L fue obtenido por 
delecién con Sal |, a partir de la clona pBG85-SK, la cual posee el mismo 
inserto que la pBG85, pero en el vector pSK+. 

5.3.4 Analisis de la secuencia del p85P4 que contiene ef elemento 
reiterado de la familia O de !a clona pBG85. 

La secuencia del p85P4 consta de 1 132 pb. y posee una 
composicién probable de 57.11% de GC y un 42.89% de AT, dado que se 
detectaron ambigiedades en el armado de la secuencia final (W, A o T, 
posicion 309; N, cualquiera de los 4 desoxinucleétidos, posicidn 337; S, C o 
G, posicién 347; Y, C 0 T, posicién 780; M, A o C, posicién 985). 
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Et andlisis por FASTA revelé una identidad del 55.9% en 742 pb. con la 
secuencia de insercién 1S427 de Agrobacterium tumefaciens, la cual posee 
en esta region tres MLA, el MLA1 (bases 514 a Ia 759), el MLA 3 (inicio en la 
base 293 sin codén de terminacién) y MLA4 (bases 397 a la 812, probable 
marco de una transposasa), los dos Ultimos en la cadena complementaria (de 
Mairsman, 1990) (Fig. 5). E! andlisis por BLASTN mostré identidades de 63% 
y 71% con dos fragmentos de 118 (bases 195 a 77) y 36 pb (bases 394 a 356) 
con una transposasa de un elemento de insercién de Micobacterium 
tuberculosis. Los resultados que se obtuvieron por medio de BLASTX 
mostraron identidad en varios fragmentos que comprenden desde la base 21 
hasta la 233 (58%, bases de la 40 a 80; 40%, bases de la 182 a 233: 45%, 
bases de la 103 a 139; 58%,bases de la 21 a 32; 66%, bases de la 155 a 166) 
con una probable transposasa de la secuencia de insercién 186501 de 
Brucella ovis (Fig. 8). 

Dado que los andlisis de la secuencia del p85P4 revelaron identidad 
con diferentes marcos de fectura de transposasas, se buscaron posibles MLA 
con el programa GeneWorks en los seis marcos posibles. Los resultados 
revelaron cinco MLA probables, en el marco 1 (bases 514 a 882), marco 2 
(bases 572 a 835 y 914 a 1021), marco -2 (bases 813 a 463) y marco -3 
(bases 416 a 147). El programa TESTCODE mostré alta probabilidad de 
codificacién en la misma zona (bases 300 a 600), sin embargo, la existencia 
de ambigledades en la secuencia evidencid la posibilidad de encontrar 
cambios de fase y, consecuentemente, posibles terminaciones. Para 
identificar el posible MLA alterado por fallas de secuencia, se realizé un 
alineamiento con las secuencias de mayor identidad reveladas por BLASTX 
(transposasas de la 186501, de un elemento de transposicién de 
Micobacterium tuberculosis, de la |S711 y Ja proteina hipotética 1 de 
Agrobacterium tumefaciens), con lo que se identificaron los aminodcidos 
conservados y se comprobé su presencia en alguno de los seis marcos 
posibles de la secuencia p85P4. Se encontré una regién conservada hacia el 
carboxilo terminal constituida por 39 aa para las secuencias alineadas, de 
los cuales, en ta traduccién de la secuencia de p85P4, se encontraron 26 aa 
discontinuos en tos tres marcos negativos, to cual constituye un 66.6% de 
los aa. comunes a estas secuencias y da evidencia del posible cambio de 
fase. 
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La secuencia del p85P4 fue analizada con el programa REPEAT y no se 

encontraron secuencias directas ni inversas repetidas significantes, asi 

mismo, se compar con la secuencia de !a banda BGO1, en la que previamente 

se habia reportado la existencia de un elemento de la familia D, sin 

encontrarse identidad con esta. 

5.4 Elementos reiterados de la familia E. 

Los elementos reiterados de la familia & se encuentran en la bandas 

BG21 (33.6 Kb.), BG79 (16.8 Kb.) y BG85 (12.9 Kb.) (Fig. 1, Cuadro1). Cabe 

destacar que en la banda BG79 previamente se localizé el origen de 

replicacién del pSim (Ramirez-Romero, 1997). Se utilizé el inserto de la 

clona pBG85 como sonda en transferencias de las digestiones del DNA de la 

clona pBG79. 

5.4.1 Localizaci6én dei fragmento de restriccién que contiene el 

elemento reiterado de la familia E en el pBG79. 

Los ensayos de hibridizacién en las transferencias de  digestiones 

sencillas del DNA de la clona pBG79 mostraron tres fragmentos, excepto en 

el carril de Xho |, ya que esta clona solo posee dos sitios de corte con esta 

enzima. Se identificé una banda de 1.36 Kb. en el carril de la endonucleasa 

Hind Ill, por fo que se procedié a descartar los fragmentos revelados por el 

vector mediante hibridizaciones en transferencias de digestiones dobles. 
Ademas de la banda de 1.36 Kb. localizada, fueron reveladas dos fragmentos 
de la digestién con Sal |, con tamafios de 3.2 y 1.83 Kb., con lo que se intuyd 

fa presencia de un sitio interno de corte de Sai | en el fragmento de 1.36 Kb 
de la digestién con Hind Ill (Fig. 2). 

5.4.2 Subclonacién del fragmento de restriccién que contiene el 
elemento reiterado de la familia £ en el pBG79. 

Los fragmentos seleccionados de las restricciones de las 

endonucteasas Hind Hl y Sal |, designados 79H4, 79S2 y 7954 

respectivamente se subclonaron en el vector pSK+. Se obtuvieron las 

subclonas p79H4, p79S2 y p79S4. El fragmento 79H4 también fue clonado en 

el pBC, tratando de tener el fragmento en sus dos orientaciones, pero esto no 
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fue posible, todos los ensayos realizados para subclonar este fragmento en 

la orientacién contraria a la presentada en el p79H4, partiendo de 

digestiones completas de DNA dei pBG79 y aisladas de gel de la misma 

digestion, dieron resultados negativos. A partir de la subclona p79H4 se 

obtuvo fa p79H4B, la cual posee una delecién a partir del sitio interno de Sal 

1 que posee, el cual se encontré a 600 nucledtidos del extremo T7 del 

inserto. La subclona p79H4AE, se obtuvo al deletar un fragmento de la 

subclona p79H4 a partir de un sitio Eco R!, evidenciado por la secuencia det 

extremo T7; el sitio Eco RI se encontrd a 310 nucledtidos del extremo T7 de 

p79H4B. 

5.4.3 Secuenciacién de las construcciones que contienen ei elemento 

reiterado de la familia E en el pBG79. 

Se obtuvieron la secuencias de los extremos de fas construcciones 

obtenidas (p79H4, p79S2, p79S4 y p79H4B) con los oligonuclestidos T7 y 

SKE; también se disefiaron los oligonucledtidos 79H4.T7.in y 79H4B.in para la 

obtencién de ia zona central de la secuencia, ya que no se logré la extension 

suficiente de los extremos para que se sobrelaparan. 

5.4.4 Analisis de la secuencia p79H4 que contienen el elemento 

reiterado de la familia E en el pBG79. 

La secuencia del p79H4 mostré una longitud de 1 358 pb. y una 

composici6n probable de 60.54 % de GC y 39.46 % de AT debido a 

ambigtiedades en la secuencia (S, C o G posiciones 625 y 1 138; V, A, C,o G 

posicién 432). 

E! andlisis tipo FASTA revelé una identidad del 76.1 % en 707 pb. con el 

MLAB de fa secuencia de insercién ISRm6 de A. meliloti (Fig 6), también 

mostré identidad con la 1$511 de Caulobacter crescentus (69.1% en 693 bp.) 

y con la regién intergénica entre syrM y Nod D3de Ahizobium meliloti 
(72.9% en 520 bp); esta ultima dos MLA’s similares a los encontrados en las 

secuencias de insercién de la familia de 1S3 (Barnett, 1996). Los resultados 

de los andlisis por BLASTN y BLASTX mostraron identidad con la misma 

region del MLAB, sin embargo, de acuerdo con !a organizacion de los MAL’s de 

la SRm6, no se encontré identidad en el resto de la secuencia del p79H4 con 
et MLAA. La secuencia del p79H4 se tradujo a los seis MLA’s posibles y se 
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buscaron las regiones de identidad mostradas por el analisis BLASTX de la 
proteina hipotética de 33.7 KDa, que probablemente codifica el MLAB: lo 
anterior evidencid cambios de fase de lectura, dados probablemente por 
errores de secuencia. Se encontré el motivo DDE que poseen tas transposasas 
de la familia 1S3 e integrasas de retrovirus (Zecri, 1996; Polard, 1995), 
aunque en distintos marcos de lectura (-1 y -2). La zona de identidad de la 
secuencia del p79H4 con el MLAB de la ISRm6 no abarca en su totalidad esta 
Ultima, si bien se extiende 720 pb hacia el extremo 5° (Fig. 9) y no hay sefal 
de término de traduccién en el extremo 3’, por lo que se asume que la zona de 
identidad se extiende hacia e! extremo 3’ fuera del p79H4 aproximadamente 
100 pb, to anterior con base en la secuencia de aa. del MLAB. Para constatar 
lo anterior, se disefid un oligonuctedtido a partir del extremo 3' del p79H4 
para obtener ta secuencia aledafia. Actualmente se encuentra en proceso de 
secuenciacién con DNA dei pBG79. 

5.4.5 Secuencia del elemento reiterado de la famitia E det pBG85. 

Se realiz6 un analisis tipo FASTA contra el banco de secuencias del 
pSim de CFN24 para encontrar los elementos restantes de ja familia E, que 
posiblemente estuvieran secuenciados. Se encontraron dos secuencias de dos 
subclonas del pBG85, pBG85L-h3SK y pBG85L-s4SK, con identidades de 77.4% 
en 385 pb. y 74.8% en 321 pb. respectivamente; estas dos secuencias abarcan 
690 pb. del p79H4 y son contiguas sin sobrelaparse. 

Se realizaron analisis tipo FASTA, BLASTN Y BLASTX de las secuencias 
PBG85L-h3SK y pBG85L-s4SK, los cuales coincidieron con la identidad 
mostrada con la secuencia del p79H4 a nivel de proteina y de DNA. Dado to 
anterior, el elemento reiterado de la famitia E de la BG85 corresponde en 
700 pb. a la secuencia del p79H4 (Fig. 9). 

5.5 Analisis estadistico del porcentaje de GC de las 
secuencias obtenidas. 

Los porcentajes de GC obtenidos de cada secuencia fueron comparados 
con el promedio catculado a partir de una muestra de 50 secuencias elegidas 
al azar de 300 pb. de otras regiones de! pSim (Tabla 1), lo anterior se realizd 
con la prueba de t de Student a un nivel del 95% de confianza (Campbell, 
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1989). Tomando una media muestral de 56.21% de GC y una desviacién 
estandard de 4.4698 de las secuencias del pSim, se obtuvieron diferencias 
significativas con las secuencias de los tres elementos de la familia 
reiterada BF y el elemento de la familia E, mientras que las secuencias de 
fos elementos de las familias D1 y C no fueron significativamente 
diferentes. 
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6. DISCUSION 

La presencia de secuencias de DNA reiterado se ha descrito 
ampliamente en bacterias (Kiss, 1977; Sapienza, 1982a; Young, 1984: Sonti, 
1989; Bar-Nir, 1994), confirmandose con las secuencias de genomas 
completos (Peterson, 1995; Bult, 1996; Himmelireich, 1996; Tomb, 1997; 
Blattner,1997; Smith, 1997; Kunst, 1997; Klenk, 1997; Fraser, 1997). En 
bacterias Rizobiaceas se ha considerado como una caracteristica distintiva 
de ésta familia (Flores, 1987; Martinez, 1990). En la conformacién de! mapa 
fisico del pSim de A. effi CFN42 (Girard, 1991) se describieron 11 familias 
de secuencias reiteradas de dos y tres elementos cada una, con una 
extensién minima de 200 pb. y 80% de identidad en su secuencia, excepto la 
familia A, lo anterior se dedujo por hibridizacién con la técnica de marcaje 
radioactivo utilizada (“nick translation"). La unica familia reiterada del 
pSim secuenciada, hasta antes del presente estudio, era la familia A (Davila, 
comunicacién personal) la cual se compone de los inicialmente descritos 
genes nifH (Quinto, 1982), asi como de fos genes nifD y nifK en Jos 
elementos de las bandas en orientacién directa 1 y 25 del mapa fisico; el 
elemento de la banda 13 solo contiene el gen nifH en orientacién inversa 
respecto a los otros dos elementos (Girard, 1991). La extensién de los dos 
operones nifHDK es de 8.7 kb. (Davila, comunicacion personal), que al igual 
que los 200 pb. calculados para el resto de las familias, se encuentra dentro 
del amplio rango de tamafios de secuencias reiteradas reportadas, desde los 
elementos RHS de E£. coli (hasta 9 kb.) (Blattner,1997) hasta las pequefias 
secuencias repetidas (30 pb.) en tandem que conforman los RS de 
Archaeoglobus fulgidus (Klenk, 1997). Las secuencias de los tres elementos 
de la familias B-F, evidenciados por comparacién de secuencias de otras del 
pSim (ver Resultados), y dos elementos de la familia E, demuestran que, al 
menos estas familias, poseen una extensién aproximada de 700 pb. con 
identidades de alrededor del 80%. Las clonas donde se locatizaron jos 
elementos de las familias C y D ya fueron secuenciadas y poseen longitudes 
de 874 y 1132 pb., sin embargo, no se tendran la longitudes exactas de tos 
elementos de estas familias hasta no poseer las secuencias de los otros 
elementos y efectuar su comparacién. 

Al obtenerse las secuencias que se presentan en este trabajo, no solo 
se evidencié que las reiteraciones del pSim pueden poseer tamafios cercanos 
a una kilobase, sino que también sugieren ja reordenacién de los elementos 
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de jas familias BF y D en el mapa fisico del pSim. Los elementos reiterados 

BF se encuentran justo en torno a los sitios Bam HI entre las bandas BGO2 y 

BGO3, BG27 y BG28, asi como entre BG80 y BG81. Al comparar la secuencia 

de la clona portadora del elemento reiterado D de la banda BG85 (p85P4), 

evidenciada por hibridizaci6n con la banda BG83, se comparé con la 

secuencia completa de la banda BGO1, en la que originalmente se habia 

descrito otro elemento de esta familia (Girard, 1991). No se encontré 

identidad entre la secuencia de Ja BGO1 y el p85P4, to cual sugiere que la 

familia D de tres elementos, en realidad esta compuesta por tres familias 

de dos elementos: D1, con elementos en las bandas BG83 y BG85; D2, con 

elementos en las bandas BG85 y BGO1; por Ultimo D3, con elementos en fas 

bandas BGO1 y BG83 (Fig. 10). El andlisis de la secuencia de la banda BGO1 

muestra MLA’s que comprenden los genes nodA (Girard 1991), un fragmento 

de nodB, el operén_nifHDK. (Quinto, 1982; Quinto 1985) y una regidn 

intergénica de 1.72 kb. (entre nodA y nifH) que tiene regiones de baja 

identidad con MLA’s de Caenorhabditis elegans y con elementos 
transponibles de Drosophila (Davila, comunicacién personal), por lo que fas 

familias D2 y D3, las cuales posee un elemento en esta banda, probablemente 

puedan estar constituidas por los genes, o fragmentos de ellos, nifD o nifK, 

dado que no se encontraron otras reiteraciones en estudios previos de 

hibridizacién con sondas para nodA y nifH (Quinto, 1982; Quinto 1985; 

Girard,1991); también podria encontrarse en la zona intergénica y no poseer 

identidad elevada con alguna secuencia reportada, como es el caso de la 

familia BF. Los siguientes estudios deberan encaminarse a la secuenciacién 

y andlisis de las familias D2 y D3 (Fig. 10, Cuadro 2). 

Las secuencias reiteradas en Rizobiceas se han descrito como operones 

completos (Quinto, 1982; Martinez, 1985; Quinto, 1985; Freiberg, 1997, 

Davila, comunicacién personal), genes (David, 1987; Renalier, 1987; Honma, 

1987; Appelbaum,1988; Barbour, 1985) secuencias regulatorias (Schofield, 

1986; Balleza, 1998), secuencias con funciédn desconocida (Masterson, 1986; 

Hahn, 1987 ) y secuencias de insercién, estas ultimas franqueando grupos de 

genes relacionados (Freiberg, 1997; Mergaert, 1997) 0 como inserciones 

sencillas del propio elemento (ver introduccién). Las secuencia de !a familia 

C de la BG83, el elemento de fa BG85 de ta familia D1 y los dos elementos de 

la familia E de las bandas BG79 y BG85 muestran identidades con secuencias 
de insercién a nivel de nucledtidos y aminodcidos de proteinas hipotéticas 

relacionadas .con transposasas. Considerando jas identidades enconiradas 
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entre fos miembros de tas familias con dos o mas elementos secuenciados, 
los datos de hibridizacién realizados en el establecimiento de cada familia, 

asi como en este trabajo, para delimitar cada elemento secuenciado, se 
puede asumir una identidad similar entre los elementos de cada familia con 
las secuencias encontradas por comparacién con bancos de datos. De acuerdo 
a lo anterior, las familias C, D1, y E muestran identidades con ta IS407 de 

Pseudomonas cepacia (1 236 pb.) (Wood, 1991), 1S427 de Agrobacterium 
tumefaciens (1 271 pb.) (Meirsman, 1989; Meirsman, 1990) e IS6501 de 
Brucella ovis (836 pb.) (Ouahrani, 1993), e ISRM6 de Rhizobium meliloti (1 
269 pb.) (Zecri, 1996) respectivamente (Cuadro 2). Los resultados obtenidos 
por comparacion de secuencias no aportan datos suficientes para establecer 
el origen de estas reiteraciones y su participacién en la formacién de la 
estructura del pSim, a pesar de poseer una identidad significativa con 
secuencias de insercién a nivel de nucledtidos y aminodcidos, ademas de 
evidenciar en estas mismas regiones alta probabilidad de codificacién, 
ademas del motivo DDE encontrado en fa traducciédn de la secuencia del 
p79H4, propio de las transposasas de fa familia iS3 y de integrasas de 
retrovirus (Zecri, 1996; Polard, 1995). Las secuencias de las clonas 
obtenidas no poseen las caracteristicas estructurales basicas de secuencias 
de insercién (IS) (Galas, 1989), en ninguna de estas se encontraron 
secuencias inversas repetidas significativas en los extremos de MLA’s, 
secuencias de duplicacién ni MLA‘s continuos, esto ultimo comparado con la 
secuencia de aminoacidos de las proteinas con las que se encontré identidad, 
lo anterior podria deberse a 1) por fallas puntuales en la secuencia obtenida, 
lo cual daria como resultado el cambio de fase del MLA o su interrupcion por 
la generacion de una sefial de alto, o 2) por mutaciones que realmente hayan 
originado estos cambios. Lo anterior solo quedara esclarecido cuando se 
tenga la secuencia en doble cadena de los elementos de cada familia. Por 
otra parte, posiblemente las clonas secuenciadas en este trabajo no abarcan 
comptetamente la secuencia de los elementos, lo cual explicaria 1a ausencia 
de inversas repetidas en la secuencia analizada asi como los sitios de 
duplicacién. De acuerdo a lo anterior, es necesario extender las secuencias 
de los elementos descritos para poseer evidencias claras que apoyen el 
posible origen de estas por transposicién. 

Los datos de porcentajés de GC de los elementos secuenciados de tas 
familias reiteradas obtenidos ofrecen también evidencia acerca del posible 
origen de tas familias reiteradas por transposicién como IS’s. Se obtuvieron 
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50 secuencias a! azar con una longitud de 300 pb. del banco de secuencias 
dei pSim, éstas no incluyen las secuencias aqui descritas, se calcularon la 

media y desviacién estandard muestrales del porcentaje de GC (Tabla 1) y se 

compararon con los porcentajes de cada una de las secuencias de los 

elementos secuenciados por medio del método de t de Student (Campbell, 

1989). Los porcentajes de GC de los elementos de las familias reiteradas BF, 

y E mostraron ser significativamente diferentes a un nivel de 95% de 

certeza, mientras que los porcentajes de la secuencias de los elementos de 

las familias C y Di, no fueron diferentes; lo anterior, aunado a las 

identidades encontradas y lo analisis de probabilidad de codificacién de las 

secuencias, apoya la propuesta de que estas secuencias reiteradas fueron 

IS‘s funcionales y fueron adquiridas por transposicidn. 

Si realmente se trata de secuencias derivadas de IS con cambios 

provocados por mutaciones espontaneas, la dispersion de estas en el pSim 

aportan datos acerca de posibles eventos de transposicién sencilla, ya que, 

considerando el concepto de ista simbidtica propuesta por Mergaert (1997) 

basado en las caracteristicas de las islas de patogenicidad (Carniel, 1996; 
Hacker, 1997), y dado que se ha demostrado que la secuencia de! pSim de R 

etli CFN42 esta representada en otros pSim’s de la misma especie por 

experimentos de hibridizacién (Rodriguez, O. 1992; Rodriguez, C., 1992), se 

puede especular que la regién de nodulacién y fijacidn de nitrégeno del pSim 

de CFN42 (bandas 1 a la 25 del mapa fisico, 120 kb.) podria tratarse de un 

transposén complejo; la razén de no llamar isla simbidtica a esta regidn es 

que, a diferencia de las islas de patogenicidad (Carniel, 1996; Hacker, 1997) 

y las probables islas simbidticas del pNGR234a (Mergaert, 1997), no posee 

todos los determinantes para nodulacién y fijacién de nitré6geno, dado que se 

necesitan otros replicones ademas del pSim para lograr el fenotipo silvestre 

(Brom, 1992). La interpretaci6n de que esta zona sea producto de la 

inserci6n de un transposén complejo tiene un inconveniente, dado que las 

unicas reiteraciones que rodean la regién de nodulacidn-fijacién de 

nitrégeno son las de la familia BF (BF80-81 y BF 27-28) y curiosamente 

estos elementos no poseen la mayor conservacién entre los elementos de 

esta familia (87.4% en 788 pb.); sin embargo, queda la posibilidad de que 

pudiera haber sido la regiédn comprendida entre los elementos BF02-03 y 

BF80-81, ios cuales poseen una conservacién de 94.4% en 891 pb. Los 

elementos de la familia BF BFO2-03 y BF80-81 mostraron identidad con el 

MLA Y4wP del pNGR234, el cual codifica potencialmente para una proteina de 
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funci6n desconocida no relacionada con IS (Freiberg, 1997); sin embargo, 
probablemente se trate de una IS no reportada y no se tenga su secuencia 
completa, como se explicé anteriormente (Fig. 3 y 7). Las orientaciones de 
los elementos de la familia BF permiten llevar a cabo amoplificaciones y 
delesiones (amplicén tipo IV, elementos BF80-81 y BF27-28) (Romero, 
1995) e inversiones (elemento BF02-03 con el BF27-28 0 con el BF80-81). 

Otro dato que podria apoyar la propuesta de que Jas familias BF, C, D y 
E de elementos reiterados pudieron haber sido !S‘s funcionales es el andlisis 
de las secuencias aledafas, las cuales debieron ser interrumpidas por el 
evento de transposicién. Hasta el momento, solamente se cuenta con ta 
secuencia 5° del elemento BFO2-03, la cual posee un MLA que una tiene 
identidad del 78% a nivel de aminodcidos (88% positivos) con una 
ferrodoxina IH potencial del pNGR234a. Este MLA se encuentra completo 
respecto al del pNGR234 y se localiza a 340 pb. del extremo 5° del elemento 
BF02-03, por lo que no se encontré evidencia de interrupcién de secuencias 
codificantes. Se propone, una vez secuenciados completamente todos los 
elementos de las familias BF, C, D y &, extender la secuencia desde los 
extremos de los elementos reiterados con oligonucledtidos para obtener 
evidencia de 1) la posible interrupcién de secuencias codificantes por 
transposicién (Galas, 1989), 2) preferencia por sitios especificos para 
transposicién, como es el caso de ISRm3 en nodG (Ogawa, 1991), ISRm2 en 
el gene fixX (Dusha, 1987) e [SRm1 en la regién nif (Ruvkun, 1982) y 3) la 
orientacién de los elementos con respecto al resto a otros de su familia. 

Las implicaciones que se tendrian bajo la consideracién de que las 
secuencias reiteradas analizadas tuvieron un origen por transposicién, son 
las mismas que se han estudiado ampliamente en IS de enterobacterias. Los 
efectos causados por IS‘s de E. coli son principalmente el incremento en la 
frecuencia de mutacién, ya sea creando mutaciones polares, cambios en el 
producto de! gen, cambios en ta regulacién de genes por efecto directo en el 
Promotor, como probablemente ocurrié en la regién que se encuentra entre 
syrM y nodD3 (regién promotora) del pSim de A. meliloti donde existe un 
regién con identidad significativa con IS’s de la familia 1S3 (Barnett,1996), 
asi como duplicaciones en el sitio de insercién (Galas, 1989). En la 
secuencia que se tiene hasta el momento det pSim de A. et!i CFN42 no se ha 
encontrado, proporcionalmente, una cantidad tan grande de segmentos o IS 
completas como en el pNGR234a (Freiberg, 1997) y posee una organizacién 
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diferente (Davila, comunicacién personal). Cabe destacar que el hecho de que 

el gran numero de IS’s del pNGR234a se encuentra en zonas delimitadas del 

plasmido y en los extremos de regiones que poseen genes relacionados; lo 

anterior se ha atribuido a un efecto de seleccién, donde solo los plasmidos 

que conservan las secuencias de los genes importantes en los procesos de 

nodulacion y fijacidén de nitré6geno son seleccionados, por lo que los eventos 

de transposicién que afectan dichos genes excluyen este fenotipo de la 

poblacién (Freiberg, 1997). Aunado a lo anterior se encuentra el concepto de 

isla simbiética mencionado (Mergaert, 1997). 

Et poseer un numero importante de secuencias repetidas con alta 

identidad provee la capacidad para llevar a cabo rearregios a distintas 

frecuencias, estos incluyen inversiones, delesiones y amplificaciones 

dependiendo de las direcciones relativas de los elementos involucrados. 

Fenémenos de este tipo han sido observados en £. coli (Hill, 1981), 

Salmonella typhimurium (Lehner, 1980; Anderson, 1981) y Halobacterium 

halobium (Sapienza, 1982b). La frecuencia de eventos de rearreglos 

genémicos esta determinada por la longitud de las secuencias repetidas 

flanqueantes, su orientaci6n, el grado de conservacién entre ellas y la 

distancia que las separa (Anderson, 1977). En especies del género Rhizobium 

se han realizado estudios acerca de efecto de los rearregios en su genoma en 

general, no encontrandose diferencias significativas en el tamano de los 

fragmentos generados por enzimas con baja frecuencia de corte, 

visualizados por electroforesis de campos pulsantes, tanto en simbiosis 

como in vitro (Sobral, 1991). Con respecto al componente plasmidico de este 

género, se han hecho amplios estudios respecto a su inestabilidad (Brom, 

1991) y en especial del pSim (Soberén-Chavez, 1986 Flores, 1988; Flores, 
1993; Romero, 1993; Romero, 1995). Hasta el momento se han descrito 4 
tipos de amplicones en el pSim de CFN42, el tipo 1 corresponde al 

comprendido entre los operones nifHDK que bordean una regién de 120 kb., fa 

cual se considera que posee la mayor parte de genes involucrados en los 

Procesos de nodulacién y fijacién de nitrégeno (Girard, 1991; Romero, 1993): 

el tipo Il lo constituye una regién de 141.2 kb. bordeada por los elementos 

reiterados de la familia C de las bandas BG83 y BG24; et amplicén tipo tl 

comprende una regién de 80 kb. y es el unico caso donde no se encuentran 

elementos reiterados descritos bordeando, por lo que se propone que se trata 

de reiteraciones de menor tamafio no reveladas con las técnicas utilizadas; 

por ultimo, el amplicon tipo IV abarca una zona de 172.5 kb. y posee a los 
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elementos, definidos en ese entonces, de la familia B (Romero, 1995). 
Balleza (1998) describe, con base en un andlisis computacional, posibles 

amplicones en la regién de nodulacién de Rhizobium meliloti, en un rango que 
abarca secuencias repetidas de 110 pb. con 55.5% de identidad que 
comprende una region de 2.35 kb. hasta secuencias de 1 106 pb. con 82% de 
identidad y con un regi6n de 75.5 kb. entre éstas (amplicones VI G-2 
fixB/nifA y nodDt/nodD2 respectivamente); sin embargo, con ia definicién 
del tamafio de los elementos de la familia BF, el amplicén con las secuencias 
repetidas mas pequefias que se ha descrito es el amplicdn tipo IV del pSim 
de CFN42, bordeado por los elementos BF80-81 y BF27-28 (87.4% en 788 

pb.); posiblemente el amplicon tipo Il también posea secuencias repetidas 
cercanas a una kilobase, de acuerdo al tamaiio de la S407 de P. cepacia con 
la que posee identidad. La consideracién de la existencia de otros amplicones 
potenciales en el pSim de CFN42, asi como posibles inversiones (Van de 
Putte, 1992), esta limitada por el desconocimiento de las longitudes, 
niveles de identidad, orientaciones y caracteristicas generales de fas 
secuencias reiteradas de este plasmido, por lo que se deben esclarecer los 

puntos anteriores para poseer una visién integral sobre fos eventos 
dinamicos de este replicon y sus posibles implicaciones en el proceso de 
simbiosis e impacto en la generacién de nuevas variedades de cepas. 

Se ha descrito que existen alrededor de 200 familias de secuencias 
reiteradas en especies pertenecientes a la familia Rhizobiceae (Flores, 
1987); sin embargo, las que se encuentran en el pSim de A. etli CFN42 no 
estén representadas en el cromosoma, asi mismo, tampoco se comparten los 
elementos repetidos del cromosoma en este plasmido. Considerando Ja 
posibilidad que las familias analizadas fueron IS’s funcionales, se esperaria 
que, en caso de que este plasmido hubiera sido originado en esta especie, se 
encontraran también en el cromosoma, como es el caso de !os elementos 
NGRIS de A. sp. NGR234 que posee una copia en el pNGR234a y otras dos en el 
cromosoma (Perret, 1997). Lo anterior sugiere que probablemente el pSim de 
la cepa CFN42 fue transferido desde otra bacteria nodulante y fijadora por 
transferencia horizontal. Se han descrito evidencias de este fenomeno en 
Haemophilus influenzae (Martin, 1998); en E. coli, Salmonella typhymurium y 
Shigella dysenteriae con base en las copias de la IS1 (Ohtsubo, 1984; Galas, 
1989) e I83,(Bisercic, 1993a, Bisercic, 1993b); en Streptococcus 
thermophilus y Lactococcus lactis por analisis de las secuencias de fas 
IS1191 e iso-IS981 (Guédon, 1995); en bacterias metilotréficas con los 
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genes de la via de utilizacién de diclorometano (Schmid-Appert, 1997). En 
particular, los estudios filogenéticos de genes nif, nod y RNA 16S de 
Rhizobiaceas revelan relaciones diferentes entre las especies bacterianas 
estudiadas, dependiendo del gen utilizado, por lo que se sugiere eventos de 
transferencia horizontal (Schofield, 1987; Mergaert, 1997); de forma 
similar, estudios hechos con base en la secuencia de los genes nifk, 
incluyendo la secuencia de Frankia cepa HFPCcI3, no muestra arboles 
congruentes con los obtenidos con las secuencias de los genes de RNA16S 
(Hirsch, 1995); asi mismo, se propone que el gen nodD de Azorhizobium 
caulinodans, el cual esta flanqueado por secuencias con identidad a IS’s (€1, 
51) y se encuentra en el cromosoma, fue transferido en algun momento de su 
evolucién (Geelen, 1995). Otros datos que apoyan esta propuesta son 
mostrados por Schofield y cols. (1987), en los que se evalua la transferencia 
de pSim’s de A. leguminosarum bv. trifolii en poblaciones aisladas del suelo, 
con marcadores plasmidicos y un marcador cromosomal, asi como por 
inmunoensayo con las cepas analizadas; estos resultados sugieren la 
transferencia de plasmidos simbidticos entre cepas del sueto. Las 
secuencias de insercidn 18426, iS1312 e 1S1313 del pTiBo542, encontrado 
en las cepas BoS42 y A281 de Agrobacterium tumefaciens poseen alta 
identidad con las IS‘s iSRm1 e ISRm2 de A. meliloti, lo cual tambien sugiere 
un evento de transferencia entre estas dos especies (Deng, 1995). 

Es claro que existe una basta informacién que evidencia posibles 
fendmenos de transferencia horizontal en bacterias en general y en 
Rhizobiaceas en particular, pero ta interrogante principal es si realmente 
ocurren estos fendmenos: ,Qué mecanismos estan involucrados y que 
consecuencias pueden tener en la biologia del organismo que adquiere esta 
nueva informacién? Se ha encontrado que existe transferencia del p42a de R 
etli CFN42 a A. tumefaciens a una frecuencia de 10-2, por fo que se sugiere 
que este plasmido posee genes involucrados en conjugacién que le permiten 
su transferencia y la de otros pldsmidos, como el pSim (p42d), que se 
transfiere a frecuencias de 10-68 junto con el p42a y 10-8 solo el pSim; 
posiblemente exista transferencia del resto de ios plasmidos pero no se han 
observado, por fo que se propone que ocurren a frecuencias menores (Brom, 
comunicacién personal). Una posible explicacién de la transferencia conjunta 
de los plasmidos pSim y p42a es que, dada la existencia de 19 fragmentos de 
la genoteca de Bam HI del pSim que hibridizan con el p42a (Girard, 1991), 
existan regiones conservadas entre los dos plasmidos que les permiten 
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cointegrarse y ser transferidos, sin embargo, las cointegraciones 
observadas corresponden a los p42b y pSim (p42d) (Brom, 1991), por lo que 
se sugiere que e! cointegrado se separa inmediatamente después de ser 
transferido. 

La capacidad de transferencia de fragmentos o plasmidos compiletos ha 
sido considerada como una posibilidad aplicable para dotar a poblaciones 
bacterianas nuevas caracteristicas, tal es et caso del pJP4 que posee los 
genes necesarios para la degradacién del acido 2,4 dictorofenoxiacético (2,4 
D) de Alcaligenes eutrophus JPM134, que fue evaiuado en su capacidad de 
transferencia a Varioborax paradoxus. Dado lo anterior, es posible pensar en 
transferencia de plasmidos simbidticos manipulados con caracteristicas 
mejoradas en laboratorio a cepas naturales del suelo; otra posibitidad es 
disefiar construcciones que, una vez transferidos, puedan integrarse al 
cromosoma o bien a plasmidos, tal es el caso del pSM18, ef cual fue 
integrado al cromosoma de A. leguminosarum bv. viciae pSim- y evaluado por 
los genes reporteros de! plasmido (Selbitschka, 1995). 

Las implicaciones evolutivas respecto a fa presencia de un numero 
elevado de secuencias reiteradas en el genoma bacteriano repercute, en 
primera instancia, en su estructura y su dindmica. Tradicionalmente se ha 
considerado al genoma una estructura constante no sometida a cambios 
significativos en cuanto a tamafio y contenido, sin embargo, esta visién ha 
cambiado en tos ultimos afos tras describirse fendmenos complejos de 
plasticidad gendmica (Romero, 1997) y el papel de elementos transponibies 
como mediadores de transferencia de nueva informacion, como entidades 
mutagénicas y como substrato para recombinacion, cointegracién delecién y 
escisién (Galas, 1989). 

Dado que en el pSim de A. etfi CFN42 los elementos de las familias BFE y 
E poseen una extensién conservada, son susceptibles a generar rearreglos, 
ademas de que el resto de las familias tienen identidad con IS‘s, es factible 
el considerar un posible transposén complejo que comprende la regién de 
nodulacién y fijacién de nitrégeno, situada entre tas bandas BGO1 y BG25, o 
una parte de esta, entre los elementos BFO2-03 y BF80-81. Aunado a lo 
anterior, la transferencia del pSim mediada probablemente por el p42a, 
ademas de la ausencia de correspondencia entre las reiteraciones del 
cromosoma y el pSim, sugieren un posible evento de transferencia horizontal 
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por conjugaci6n. Tanto la capacidad de generacién de rearreglos, los cambios 
potencialmente provocados por posibles {S’s (ahora representadas por los 
elementos de las familias BF, C, D1 y &) adquiridas por eventos probables de 
transferencia horizontal, ponen en juego un gran numero de posibilidades de 
arreglos gendmicos y de expresién genética que pueden ser seleccionadas 
bajo determinadas condiciones, permitiendo la evolucién de un replicon 
plasmidico por medio de médulos, como es el caso de pTi de A. tumefaciens 
(Otten, 1992). Si bien es dificil evatuar el impacto de cada uno de estos 
fendmenos en la proliferacién de una poblacién bacteriana, su permanencia 
en el ambiente y, consecuentemente, en su evolucién, la interaccién de estos 
ofrece un escenario aun mas complejo, sin embargo, el estudio especifico de 
cada uno de estos, como es el caso de los elementos reiterados del pSim, 
brindaran los elementos indispensables para proponer explicaciones a cerca 
de la estructura, dindmica y evolucién de los genomas bacterianos y su 
posible manipulacién para su uso practico, como en particular se ha 
planteado para los miembros de Ia familia Rhizobiaceae en la agricultura. 

El trabajo presentado sugiere los siguientes estudios para continuar la 
investigacién en torno a la evolucién de! pSim de A. etli CFN42 desde el 
contexto de las familias de DNA reiterado: 

a) Completar la secuencia en doble cadena de las clonas obtenidas para 
anular las ambigledades en las secuencias presentadas. 

b) Secuenciar en doble cadena los elementos restantes de las familias 
C, D1, D2, y&. 

c) Secuenciar fos elementos del resto de familia reiteradas (G,H, I Jy 
K). 

d) Secuenciar los extremos externos a las secuencias de los elementos 
de cada familia. 

e) Hibridizar DNA total digerido de otras cepas de A. etli y de otras 
especies de la familia Rhizobiaceae utilizando como sonda la region 
conservada de cada familia. 
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7. CONCLUSIONES 

1.- La familia reiterada originalmente definida como B se redefinid 
como BF, dado que el sitio interno de Bam HI de sus elementos provocé que 
se interpretaran como dos familias separadas: B y F. Los elementos de ésta 
familia se renombraron BF02-03, BF27-28 y BF80-81, de acuerdo con el 
mapa fisico del pSim. 

2.- Los elementos de la familia reiterada BF comparten una regidén 
conservada de 714 pb. con una identidad mayor al 80%. 

3.-Los elementos de la familia BF poseen de alrededor del 60% con el 
MLA Y4wP de funcidn desconocida del PNGR234 de Ahizobium. sp. NGR234. 

4.- La secuencia del elemento de la familia reiterada C de fa BG83 
tiene identidad de 59.8% a nivel de DNA con Ia {S407 de Pseudomonas 
cepacia. 

5.- La familia reiterada D originalmente descrita (Girard, 1991), esta 
integrada por tres familias de elementos reiterados: la familias Dt (con 
elementos en Jas bandas BG83 y BG85), D2 (con elementos en las bandas 
BG85 y BG01) y D3 (con elementos en tas bandas BG01 y BG83). 

6.- La secuencia del elemento reiterado de la BG85 de la familia D1 
tiene una identidad de! 55.9% con la secuencia de insercién 1S427 de 
Agrobacterium tumefaciens a nivel de DNA y de alrededor del 65% con una 
probable transposasa de la IS6501 de Brucella ovis. 

7.- Los elementos de la familia reiterada E de las bandas BG79 y BG85 
tienen alta identidad, a nivel de proteina y DNA, con el MLAB de la ISAm6 de 
Rhizobium meliloti. 
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pSymCFN 42 

  

Figura 1. Mapa de restriccién con Bam HI del 

plasmido simbistico (pSim) de Rhizobium etli cepa 

CFN42 . Las flechas internas denotan la presencia 

de los elementos reiterados de las 11 familias 

reportadas (letras mayusculas). Las flechas 

externas indican las bandas del plasmido que 

hibridizan con los. plasmidos p42A (a), p42b (b) y 

p42f (f). La linea superior representa una regién de 

135 kb. (de la banda 85 a la 25) donde se encuentran 

los genes nifH (1), nifA (Il), nodA (IN), nedB (IV), 

nodC (V), nodD (VI) y las cajas nod (“nodbox”) (Vil). 

Las flechas debajo de bandas 1 y 25 indican la 
orientacién directa de los operones nifHDK y la 

flecha bajo la banda13 indica la orientacién inversa 

de! gen nifH (tomado de Girard, 1991) 
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{ oY 
REITERACION BANDA PESO 

(Kb) 

2 1.6 

B 28 67 

81 3.8 

24 5.19 

c 82 3.4 

83 7.2 

1 9.4 
D 83 7.2 

85 12.9 

21 33.6 
E 79 16.8 

85 12.9 
X /       

Cuadro 1.- Elementos de las familias de 
secuencias reiteradas B, C, D y E del plasmido 
simbidtico (pSim) de A. etli CFN42. Los numeros 
de bandas corresponden a la designacién de las 
clonas de la genoteca de Bam HI del pSim que 
contienen los elementos de cada familia. Aunado, se 
muestra el peso molecular de los insertos de cada 
clona, de acuerdo con Girard (1991). 
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A M 12 3 4 S§ 6 7 8 9 10 11 12 M 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los 
productos de digestidn con enzimas de restriccién de las 
clonas de las bandas de Bam HI utilizadas para aisiar los 
etementos reiterados de las familias C, D y E. Las bandas 
marcadas con asteriscos mostraron hibridizaci6n con las 
sondas utilizadas (familia reiterada C, BG82; familia D, 

BG83; familia E, BG85). A, DNA del fago 4 digerido con 

Hind Ill; M, marcador de peso molecular 100; 

carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 digeridos con Hind Ill, Sal 

I, Xho |, Pst | y Sal { respectivamente; carriles 2, 4, 
6, 8, 10 y 12 digeridos con las mismas enzimas mas 

Bam HI. Carriles 1, 2, 3 y 4, DNA de la BG79; 5, 6, 7 
y 8 DNA de la BG83; 9, 10, 11 y 12 DNA de la BG85. 
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BF .02-03.seq GGTGCARAGA AGGCACTGCA ATTGCACGCA ATGTCTCGCG CRAGCTGACC SO 
BF .27-28. seq   

        

  

  

  

  

  

  

  

    
    

  

  

    

                                

     

  

   

BF.80-81.seq 9 ----=+-~-- --~ TCCTTTA TTGGCCCCCA RAG---CGGG ARGGTTGTCC 34 

Consensus GGTGCARAGA AGGYMCTKYA NTKGCNCSCA RWGTCTCGSG MARGYTGHCC So 

BF .02-03.seq —-C CAG 92 
BF .27-28.seq TTT Te ve 
BF .80-81. seq GAC 79 
Consensus KWY 100 

BF .02-03.seq G RCCB y T TTCCAC! CRGGE---- 13? 
BF . 27-28. seq Gi CTCL TGATTTT! GGGGRNAC! 96 
BF .80-81.seq “GA Pach HGAP- --AGT--- corner 116 

Consensus Gi me TKMBWYY! SRAGHNACI 150 

8F .02-03.seq ACAD C ErcAGcecch rare WAA 182 
BF .27-28.seq biG BAACA iG EE TOGCECGA TF GITA-GAC 145 
BF 80-81. seq CAG BCAG C CTTGGCSCGR [ITT GTC 163 

Consensus G_GNAG $ EYKAGCGCGR UHLGHeIrOWN 200 

BF .02-03.seq 232 
BF .27-28.seq 195 
BF .80-81.seq 213 

Consensus 250 

BF .02-03.seq 281 
BF .2?-28. seq 245 
BF .80-81.seq 262 

Consensus 300 

BF .02-03.seq 1 331 
BF .27-28.seq TACRCATCAR: CCTGCCCTCA 295 
BF .80-81.seq TACACATCRI CCTGCCCTCA 312 

Consensus c 350 

BF .02-03.seq AGT 381 
GF .27-28.seq rT Cc) S p GGCATGGTGT 345 
BF .80-81.seq C i “GGCATGGTGT 362 
Consensus [AGi 400 

  

Figura 3. Alineamiento de las secuencias de 
los elementos de la familia reiterada BF. Las zonas 
sombreadas muestran las regiones conservadas. 
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BF .02-03.seq 
BF .27-28.seq 

BF .80-81.seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 
BF .27-28 .seq 

BF .80-81.seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 
BF .2?-28 .seq 
BF .80-81.seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 
BF .2?-28.seq 
8F .80-81.seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 
BF .27-28.seq 
BF .80-81. seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 

BF .2?7-28.seq 
BF .80-81.seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 
BF .27-28.seq 
BF .80-81. seq 

Consensus 

BF .02-03.seq 
BF . 27-28 .seq 
BF .80-8 1.seq 

Consensus 

        

  

CGTITCTRCCAI 
ATCGGAT: ~--TCTACCA 
ATCGGAT CGT/TCTACCAY 

CGTIICTACE:     
  

GGGTCAATCC: CGATGTCACA 
SGGTCAATCC CGATGTCACA 
GGGTCAATCC. CGATGTCACA 

STCAATSR CGATGTCAC     
  

RACTCARAG AGRAGGAARA TGCAATGACC RARATTTCCG 
RACTCAAAG AGRAGGAAAA TGCAATGACC RADATTTCCG 

PPACTCAARG AGRAGGAAAA TGCAATGACC AADATTTCCG 
  

  

          

  

    ACTCARAR ARRARRAREA TEraaTearr AaRaTTiccel   
  

  

  
AGGTGACAl 
AGGTGACA 
AGGTGACAl 

IEGTGACAl       

RAGCGACACA 
RAGCGACRCA 

  

  

PCT CCGATCOyC AC A RARCORC. AAN[ICTATTC GGCAACGAAT TOTGGTGGAAl 
[ECT CCGATCC:AEGARALGAC. +f TCTATTC GGCARCGAAT TGTGGTGGAA| 

TCTATTC GGCRACGART -TGTGGTGGAR 

  

    

  
  

            rerarte SGCRACGAAT Rirkecicarest: 
  

Figura 3. Continuacién. 
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Figura 4. Alineamiento de tas secuencias del 

elemento reiterado de la familia C de la BG83 
(RC.BG83.seq) con la de la IS407 de Pseudomonas 

cepacia (IS427.Pseudcepa).Las regiones sombreadas 

denotan los nucledétidos comunes. 
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias de ta 
clona p84P4 (REVIS85P4), la cual contiene a un 
elemento de ia familia reiterada D, y la 1S427 de 
Agrobacterium tumefaciens. Las regiones 
sombreadas muestran los nucleétidos comunes. 
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias de la 
clona p79H4 (79H4.C.com.seq), la cual contiene un 
elemento reiterado de la familia E, y ia ISAM6 de R 
meliloti (\SRm6). Las regiones sombradas muestran 
los nucledtidos comunes. 
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1358 
1269 

1S18



BFO2-03 BGO2 B BGO3 
  

  

  

(1019 pb) 

BLASTX S9%/14aa _44%/77aa._ 
: Y4wP 

FASTA 61.48%/296 pb. sp NGR23a4 

BF27-28 BG28 BG27 
(874 pb) <———__3? _— _ 

BF80-81 BG80 F881 
(1024 pb} 

FASTA 59.81%/316 pb. 
Y4wP 
R. sp NGR234 

BLASTX 50%/14 aa. _37%4/98 aa, 

1 1 1 i 

1 500 1000 1200 pb. 

Figura 7. Representacién esquematica de los 

elementos de la familia reiterada BF alineados de 
acuerdo a sus sitios internos de Bam H! (B). Las 
IIneas gruesas indican ta orientacidn de cada 
elemento, sobre ellas se muestran los extremos de 
las bandas de Bam HI en los cuales se encuentra el 
elemento y debajo se denotan los resultados de los 

analisis tipo FASTA y BLASTX representados por las 
linas delgadas, con los porcentajes de identidad 
encontrados con el MLA Y4wP de A. sp. NGR234. EI 

rectangulo del elemento BF80-81 representa un 
MLA sin sefial de término. 
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RC83 2 
(894 pb) 

Hi
 

FASTA 59.8%/443 pb 
1S407 Pseudomonas cepacia 

  

BLASTX ——50%/136aa,_— ORF 1 

RD85P4P _ s P 

(1132 pb) 
1$427 

FASTA ———5:9%/742 pb. Agrobacterium tumefaciens 
66%/12 aa. 58%/12 aa, ORF 1,34 

BLASTX 40%/S2 aa. _ 45%/37 aa 58%/41 aa. 
  186501 Brucella ovis 

OPF 1 

= 500 1000 4200 pb. 

Figura 8. Esquema de tas secuencias que 
contienen los elementos reiterados de las familias 
C y D1 de las bandas BG83 (RC83) y BG8S (RD85P4) 
de la genoteca de Bam HI de! pSim de FR. etli CFN42, 
debajo se muestran los porcentajes de identidad 
obtenidos por los andlisis FASTA y BLASTX ademas 
del nombre de las secuencias. Sitios de corte: P, 
Pstl; S, Sal I. 
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RE79H4 

  

    

  

  

(1358 pb.} 

Hl $ i 

FASTA 76%/707 pb. 

68%/47 aa. tSRm6 Rhizobium meliloti 
BLASTX 60%/51 aa. 69%/53 aa. ORF B 

93%/15 aa. 54%/35 aa. 

68%/22 aa. 

77.4%/385 pb. x 

FASTA 74.8%/321 pb peceewns BG85.seq ae PBGBSL-s4 

1 500 1000 1400 pb. 

Figura 9. Esquema de la secuencia de la clona 

p79H4 que contiene un elemento de la familia 

reiterada E, asi mismo se presentan los resultados 

obtenidos por ios programas FASTA y SLASTX y las 

secuencias de las clonas de la BG85 que mostraron 

alta identidad con esta secuencia. Sitios de corte: 

H, Hind il; S, Sal I. 
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53.33 61.50 58.67 61.33 $7.50 

60.67 61.83 55.67 52.50 59.67 

53.00 54.83 59.33 58.83 ° 64.00 

58.00 60.00 56.00 52.00 51.50 

56.00 59.00 50.17 58.83 56.17 

54.83 62.83 57.44 59.00 59.67 

59.33 44.33 58.02 60.85 60.00 

52.83 60.37 48.17 53.67 54.83 

50.33 50.83 51.67 48.67 52.67 

52.33 62.00 63.67 $7.33 53.33 

Tabla 1. Porcentajes de GC obtenidos de 50 

secuencias de 300 pb. del pSim de A. etii CFN42 

utilizadas para realizar calcular la media muestral 

de contenido de GC para su comparacién con tas 

secuencias de fos elementos de las familias BF, C, 

D1 y E secuenciados. o = 4.4698, X = 56.2166. 
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pSymCFN 42 

  

Figura 10. Localizacién de los elementos de 

las familias reiteradas BF, C, D1, D2, D3 y E en el 

mapa de restriccién con Bam HI dei pSim de A. etl 

CFN42. El resto de los elementos reiterados fueron 

omitidos. 
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( FAMILIA 
~ 

  

  

TAMANO REITERADA BANDA (pb) IDENTIDAD 

02-03 1019 Y4wP 
B-F 27-28 874 pNGR234a 

80-81 1024 

24 5190 1S407 
c 82 3400 Pseudomonas 

83 874 cepacia 

D1 83 7200 1$427 

85 1132 A. tumefaciens 

D2 85 12900 2? 

ot 9400 

D3 01 9400 ? 

83 7200 

21 33600 ISRm6 
E 79 1358 R. meliloti 

85 700 

Cuadro 2. Elementos reiterados de las familias BF, 
C, D1, D2, D3 y E del pSim de A. etli CFN42. En nimeros 
cursivos se muestran el tamafio de los elementos 
secuenciados hasta el momento. 
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