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" ... los gérmenes que bullen invisibles en la retorta del mundo orgánico, que en el ciclo de sus 
transformaciones incesantes hacen de toda existencia un medio en que efectuar sus evoluciones, 

que se emboscan en nuestra fauna, en nuestra flora, en la atmósfera en que estamos sumergidos, 
en la corriente de agua que se desliza por el suelo, en la corriente de sangre que circula por nuestras 

venas, y que conspiran con tanto acierto como si fueran seres conscientes, para descomponer toda 
vida y extraer de la muerte nuevas formas de vida." 

Justo Sierra (191 O) 
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Evolución Concertada entre Miembros de una Familia Multigénica en 

Rhizobium etli. 

RESUMEN 

La duplicación de genes es un proceso que da origen a familias multigénicas. Estas 

repeticiones de secuencias, sean genes o elementos transponibles, pueden representar de un 10% 

a un 75% del genoma de un organismo. En bacterias de la familia Rhizobiaceae la reiteración génica 

es común, un ejemplo interesante de esto es la reiteración de los genes estructurales de la (nifHDK) 

en Rhizobium etli. 

Una de las características de las familias multigénicas, ampliamente estudiada en 

eucariontes, es el alto grado de homogeneidad entre las secuencias de sus miembros. 

Frecuentemente las secuencias de los miembros de una familia multigénica son bastante similares 

en una especie, pero, al compararlas con las de los genes ortólogos en una especie relacionada 

encontramos mayor divergencia. Esto sugiere que los miembros de una familia no evolucionan 

independientemente, sino que sufren evolución concertada. 

Uno de los mecanismos. que han sido propuestos para explicar este fenómeno es la 

conversión génica. Esta se define como la transferencia no reciproca de información entre dos 

secuencias homólogas y es uno de los resultados de la recombinación. Este es un evento 

estocástico que puede atenuar la divergencia entre reiteraciones, ya que una mutación en una de las 
. ~ - - ~ 

copias puede ser eliminada por conversión génica con otra ~e la~ reiteraciones, o bien puede actuar 

a la inversa, expandiendo estas mutaciones al resto de; las copias. Para que este fenómeno sea 

eficiente, su tasa de formación ~ebe ser mayor que la d
5

~,rn,ÚtaC:ión. En el género Rhizobium, se ha 

sugerido que existe evolución concertada debido a la alta,id~ntidad de las reiteraciones del gen nifH 

en R. etli. 

Para estudiar el papel de la conversión génica en R. etli hemos obtenido, por PCR 

específicos, cad'a uri~ 'cie Jas copias de nifH de 11 cepas de R.etli y las secuenciamos. Las 

secuencias obterlld~sJu~ronalineadas y comparadas en busca de evolución concertada entre las 
¡ ·'-~ . '-

reiteraciones de cad~ cepa. A pesar de haber encontrado bajos niveles de divergencia entre las 

secuencias, ~Úe~t~o~'resultados revelan un patrón que sugiere la operación de un fenómeno de 

evolución concertada. 

- 2 -
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Evolución Concertada entre Miembros de una Familia Multigénica en 

Rhizobium etli. 

RESUMEN 

La duplicación de genes es un proceso que da origen a familias multigénicas. Estas 

repeticiones de secuencias, sean genes o elementos transponibles, pueden representar de un 10% 

a un 75% del genoma de un organismo. En bacterias de la familia Rhizobiaceae la reiteración génica 

es común, un ejemplo interesante de esto es la reiteración de los genes estructurales de la (nifHDK) 

en Rhizobium etli. 

Una de las características de las familias multigénicas, ampliamente estudiada en 

eucariontes, es el alto grado de homogeneidad entre las secuencias de sus miembros. 

Frecuentemente las secuencias de los miembros de una familia multigénica son bastante similares 

en una especie, pero, al compararlas con las de Jos genes ortólogos en una especie relacionada 

encontramos mayor divergencia. Esto sugiere que los miembros de una familia no evolucionan 

independientemente, sino que sufren evolución concertada. 

Uno de los mecanismos que han sido propuestos para explicar este fenómeno es la 

conversión génica. Esta se-~e~?e:·como la transferencia no reciproca de información entre dos 

secuencias homólogas 'Y: e~ Jná'de .. ;Jos resultados.· de la recombinación. Este es un evento 
. - :.· ¡ ~- ·, ;: _'ci~¡J?~;~. ·~.\;~~:._.!_ ';I\ '.•_.'::':,'.:.:·: . :.\-· ~" <~~-: ." ·:-~;:-~ .-:...:-: -'. .. -<~ :_ '. _,._ 

estocástico que puede at~nl.J~rla'.di./~rgenciaentre.reiteraciones, ya que una mutación en una de las 

copias puede ser eli~i_n~~~'egr;~~~t;·r~(~~:~.éq:iE~·con otra de las reiteraciones, o bien puede actuar 

a la inversa, expandiendo estas·:muta~iones .ª' resto de las copias. Para que este fenómeno sea 

eficiente, su tasa ele ~?rrr{~ctÓ~ g~b~·~$'~fm·~~or· que la de mutación. En el género Rhizobium, se ha 

sugerido que exi;t~t~'~b"1&6i6['~g~~~~~~da debido a la alta identidad de las reiteraciones del gen nifH 

en R. etli. "' >>; .;s·:~;i '., 
Para estÜdiM'. el p~pel' de la conversión génica en R. etli hemos obtenido, por PCR , ,·_,_ ,. "· 

específicos; cada un~· efe las copias de nifH de 11 cepas de R.etli y las secuenciamos. Las 

secuencias. obtenidás fue~on alineadas y comparadas en busca de evolución concertada entre las 

reiteraciones de cada cepa. A pesar de haber encontrado bajos niveles de divergencia entre las 

secuencias, nuestros resultados revelan un patrón que sugiere la operación de un fenómeno de 

evolución concertada. 
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ANTECEDENTES 

Teoría Neutral de la Evolución Molecular 

En 1968 Moteo Kimura postuló la teoría de la Teoría Neutral de la Evolución Molecular, en 

la que propone que la mayor parte de los cambios genéticos son invisibles a la selección natural, por 

no presentar un fenotipo. Esta neutralidad selectiva causa que sean la deriva génica y la mutación 

los que más influyen en la fijación o extinción del alelo originado. Por otro lado supone que los 

cambios genéticos no sinónimos están sujetos a selección, tanto negativa como positiva. 

De esto se desprenden 3 predicciones (Kimura y Ohta, 1974): 

1.~Las tas.as ele sustit~ci,ónsinónima deben ser mayores que las de mutación no sinónima, debido a 

que estasÚltimastienerí; mas probabilidades de ser eliminadas por selección . 
. '· . ~ - -- ' --~t-' . ~ ·. - . , . .., ' . . . ' 

2.- .Las región es génicas dÉnnayor importanCia funciorial deben evolucionar más lentamente que 
. 'j· . - "·" :· ·.·. ·, . .. . - .:.·. -.- . . - -.. ,; .. _. 

regiones menos irrÍportantes,J:mes mlltáciones,eri:~stas últimas tienen más posibilidades de ser 
neutrales: ... . . .. . .. ·: ' · :.::}( i:',',, .; .• ;; · ~~K 

3.- Las du.plib~~ioríes.génicas deberán •. e~oÍllc'i?na'raBisti.~tás .• ta;~~Jp~'es'i"a·;reiter~bión puede liberar 

;:;;;f~~~.~~;~Jii~[~~=~~~~f~~~~Íi~lf iil~~~:,st~~:f i 
tiempos de generación y tasas de rTlut~ciÓn si~l1~~et/c1iJ~ h'~b{~i, '6G~stio.n.ado la teoría neutral. Por 

ejemplo se esperaría mayor h~terocigbsi~ ~~:'lo~}~~áW~~~·q~~ ~·~· los elefantes, ya que los primeros 

tienen menor tiempo de genéración y Jort~nt~• a¿urríularlan mayor número de mutaciones neutrales 
r ,._,e;"- <- --·-·'-·-·"'-

en el mismo tiempo: Sin embargoJaJÍeterocigosis es similar debido a que, al ser deletéreas las 
~ • • - . - 1. - . - . . . - . .-- • . ; . 

mutaciones, la posibilidad de su fijación es menor debido a que el tamaño de la población de ratones 

es mue.he. mayor ~Ü~ I~ :~e ~l~f~rii~s. (Gillespie, 1998) 

Estas pr~cÍiccÍon~s ha~··sidó comprobadas por numerosos estudios (Doyle y Gaut, 2000) por 
- -.._· ·-·· • , .,. - • "'• > 

lo que la teorlaesütilizadá comóhipótesis nula en estudios de evolución molecular. 
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Reiteración Génica y Evolución Concertada 

La reiteración genética es un fenómeno que encontramos tanto en genomas eucariontes 

como procariontes (Romero et al, 1999; Rocha et al, 1999). Estas repeticiones pueden abarcar 

desde un 10% hasta un 75% de éste (Brown, 1999) y pueden estar constituidas por microsatélites, 

secuencias de inserción, transposones y genes. Por ejemplo, Ja reiteración de genes para RNAr se 

presenta en Ja mayoría de los procariOntes (Liao, 2000). Además existen reiteraciones de Jos genes 

de flagelina (f/a) en Campylobacter (Mei~ersmann y Hiett, 2000) y de Jos genes para factores de 

elongación traduccional (tuf) . e~ ;·Satmoh~lla typhi~urium (Lathe y Bork, 2001 ). Otro ejemplo Jo 
;· ,·,, ,•,•. ·::· ,· ..... .,.. __ ,, .... ' ' ... -... 

representa Ja duplicación del geri":Cie1fre¡:{u1adoÍ:trahsc~ipcional fixK en R. etli y en B. japonicum. 

(Girard et al. 2000) .·. ·. ·.~. •;'. :" i 

Al.obtenersela'~ecuencia>~olTlpletacÍ~)genomade Caenorhabditis elegans se encontró que 

el 40% de los ge~~s ~raA mi~mbroi d~ fa;nili~s multigénicas (Semple y Wolfe, 1999) 
',) .. -..... -··- " _.. ··:_:·.. ,. ' . . . . 

Una .. de '.1as;carad~'rlsticas que las.secuencias repetidas corifieren a los genomas es la 

posibilidadd~!g~heraciÓn ·de Í~versi~lles, deleciones o duplicé)cioDe~debido a la recombinación 

entre esibs: ;'(RoÍTiero '.~t al, 19s1) .. Este es un evento coillúrf{~~·i11~1uso se han identificado 
' .' . . J, ' . - - .- - :. - . '. '~-··· .':_':.~-"''. '"~,,.. 

enfermedades humanas relacionadas con los rearreglos ocási~'ñado:S,por repeticiones, como es el 

caso de ia enfermedad de Charcot-Marie~Tooth ocasid'n~d'~\·g:6r}Jna deleción debido a Ja 

recombinación entre dos repetici~nes directas• de 24 kb (~ Jrr~~. ioc)1)~h,affer y Lupski,. 2000). 

Sin embargo, evolutivame~te:habla~do;<'u~·~ d~· fa~tbai~~t~~Ísticas importantes de Jos 

mecanismos de reiteraé:ión génic~.e~el~cai6e11el~uédan lugar a familias múltigérlicas. ·.· 

Las duplicaciones ·de(~e:Q.~s§f~ci~f .~~n~ide~ad~s como un important~··ITlecanismo de 

amortiguamiento genético que·.'Pet#iit~~;l~<''e~tabilización de un fenotipo ·.esencial, así· como la 

diversificación evoluti~a por~:lib~r~8'ómrc1~;. presión de selección sobre una(s) d~ las copia(s) 
.::,·,,· --':~:,: ·i;~-·t·:·~ .. ~~~f 5~·~.',;:>·:_ '/'-'-~ - . > <: ' 

(Rutherford, 2000). En el .caso de amortiguamiento, este es ejemplificado por la reiteración génica de 
-'~~-~ ·<: .. ~· '.:. -._<:>:: :·: ·. ¡::i.:-c:-,- -~,--,.<;,·:: '.·:·:·_"·,:· 

Ja nitrogenasa reductasa en :,q_ ~ii;~úetpermite que aunque una copia sea incapacitada el fenotipo 
~::1: :/-;_~'f.;,:::_::/:/~'.'..~'> ;::h··:.-.-. ~-·): :,:_'.1'.l~.·> 

fijador de nitrógeno se ~ant~n·ga 'én .:Cierta proporción (Romero et al, 1988). El fenómeno de 

diversificación ha ,sido cÓmp~~6~cib;~·k'~1Caso de las hemoglobinas, ya que la beta, la alfa y la 

mioglobina provienen d~: la~diS&rsifi~a¿iól1 de duplicaciones de un gen ancestral (Gogarten y 

Olendzenski, 1999)·. La:\mi~~/sitJaciÓn;se considera para Jos genes Hox, en que la reiteración se 

debe tanto a duplicacione~ in8:i~iduáles del gen como a duplicaciones del genoma. (Meyer y Schartl, 

1999). 
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Una de las características más notables de las familias multigénicas es el alto grado de 

homogeneidad entre las secuencias de sus miembros. Frecuentemente las secuencias de los 

miembros de una familia multigénica, diversificados o no, en una especie son muy similares entre sí. 

Pero, al compararlas con las de los mismos genes en otra especie encontramos una mayor 

divergencia. Esto sugiere que los miembros de la misma familia no evolucionan independientemente 

sino que sufren una evolución concertada (Dover, 2000). Se han propuesto diversos mecanismos 

para explicar este fenómeno aunque todos están ligados a la recombinación (Futuyma, 1992): 

En el caso de las familias de pseudogenes y transposones, estos son capaces de formar 

nuevas copias por retrotranscripción a partir de la copia funcional mientras que las copias generadas 

previamente están sujetas a deleción. Si la tasa de deleción es mayor a la tasa de mutación 

entonces la familia será homogénea en secuencia, ya que la mayoría tendrá un origen reciente a 

partir de. un ancestro común, el gen funcional. Al ser objeto de selección neutral las copias tienden a 

acumular mutaciones pero esto solo se refleja. ¡:Íal'daírnente por esta relación entre las tasas de 

deleción y substitución . 

. Lai/a~Hi~s de genes_no,\ niÓvHes•.Pued'~n~:~ei~homogeneizadas por recombinación desigual 

o por conver~i6n ~é~ica~·:·L~·'ÍíJ;T;~~~riÍ~a-6i~-~si~';J;re6ombinación desigual sucede principalmente 

entre repetiCio~es en.tan'd~m alterarÍdél'e1 húfu~r6cle copias. La homogenización de reiteraciones 

dispersas en el geno;,,a :p~r entrecrÜza~i¿~to~-d~~iguales está menos favorecida debido al riesgo 

de deleción de genes no relacionados. 

Conversión génica 

La conversión génica se define como la transferencia no recíproca de información entre dos 

secuencias homólogas (Rodríguez y Ro~er9, 1998). Este proceso es uno de los posibles resultados 

del fenómeno de recombinación genética, actualmente explicado por el modelo de ruptura en doble 

cadena y reparación. La conversión es flexible con respecto a los substratos participantes, pudiendo 

ocurrir por apareamiento entre moléculas. con una elevada identidad (como cromátidas hermanas o 

cromosomas homólogos) o por interacción entre reiteraciones localizadas dentro de una misma 

cromátida o aún entre cromosomas no homólogos (Futuyma, 1992). Este proceso se ha reportado 

en eucariontes (Drouin et al, 1999). 
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Recientemente en procariontes se ha reportado conversión génica entre reiteraciones de los 

genes f/a de Campy/obacter (Jordan et al, 2001 >~Así como en los tuf de S. typhirriurium (Abdulkarim 

y Hughes, 1996; Meinersmann y Hiett, 2000), entre los genes deporinas, hop, en H. py/ori (Jordan et 

al, 2001 ), y ~~t~eilos gen~s .16s' ribosornales de vária~;'arqÚ~bb~i::Íe·rias y bacterias (Liao, 2000) (Fig. 
,'\~' ·.··.· ,.-,;-,"; ~-,,__ '·->-- ~,·~.·.:.-: ·''.-::( '.''> ·:··-'·"'> 

1). . .. +e! ')1 

cLacoriversión.génica es·un.·proce.~o=·~~a~bsÓ"CjJ~-pÜ~de·llevar a retrasar la aparición de 

divergeñéi~ entre reiteraciones, ya que ~i ~~ ci;;~"ti'~~ ~~t~clÓh eh una de las copias esta puede ser · 
'¿.·.-·- •-"-.·- ,_. - ; -

eliminada al recombinar con otra de las reiteracionés:'f>élra que este proceso sea eficiente, su tasa 

de aparición debe ser superior a la de mutación. El tracto de conversión tiene un promedio de 500 pb 

y se ha detectado que existen sesgos en la homogenización de las secuencias pues casi siempre 

ocurre en la misma dirección, es decir un gen es el que predominantemente convierte a los otros 

miembros de la familia (Liao, 2000) 

Fig. 1- Evolución Concertada Entre las Copias de los Genes de RNAr 16s en Procariontes 
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-·-:::::::: ..... ,~ ·...,:..._., 
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~--ne- .. ~ ....,. ........ 
~--.. ~~ 
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."'!?°I~ 
:Hn-1.,,_. 
·..-.,~ ·..;.,....mo 00!») 

Mn-1~ 
-~1-.cml" 
,_ 
·-;_=:::!. -ea0.-0 ......... 

,-----¡·~== ocooo 

La secuencia de las copias de los organismos sombreados mantienen una alta identidad por evolución concertada. Aae: A. aeolicus, 

Afu: A. fulgidus, Bsu: B. subtilis, Bbu: B. burgdorferi, Ctr: C. trachomatis, Cpn: C. pneumon/ae, Eco: E. co/i, Hin: H. influenzae, Hpy: H. 

pylori 26695, Hpy.J99: H. py/ori J99, Mth: M. thermoautotrophicum, Mja: M. jannaschii, Mtu: M. tuberculosis, Mge: M. genita/ium, Mpn: 

M. pneumoniae, Pho: P. horikoshii, Rpr: R. prowazekii, Syn: Synechocystis PCC6803, Tpa: T. pallidum. (Tomado de Liao, 2000) 
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Recombinación Homóloga 

La recombinación homóloga es un proceso fundamental que rearregla genes dentro y entre 

replicones, y en eucariontes guía la segregación de cromosomas (Sharples et al, 1999) 

constituyéndose como una importante fuerza evolutiva que sirve tanto para generar diversidad 

genética como para conservar identidad. Además, juega un importante papel en la supervivencia 

celular ya que es parte del mecanismo que repara daños en el DNA, generados durante Ja 

replicación (rompimiento de Ja cadena líder, deslizamientos de Ja DNA polimerasa, etc .. ) o por 

agentes externos como las radiaciones y Jos rayos ultravioleta. (Michel, 2000) 

Fue en 1953, cuando Watson y Crick descifraron la estructura de doble hélice del DNA, 

haciendo posible desarrollar Jos primeros modelos para el .interéambio genético: En 1964: Robin 
- ' . . .. . ·-·· . '·, • ,_,_" .. . . . ,· ., ·-· ' -.,' ·'' -<". ' '· 

Holliday, por estudios en horigos,.ernitió Ja que se considera'Japropuesta germinal:~n''cuanfo 1al 
- - .- - ,._,, • '.- •• • " ' - •• • • • :.: • • • ,. • ' • • • • _,, •• -1 • - • -~ •• ,. '- •• -

mecanismo. de 'ª. recombinaci~n.; i=sta,13stabl~c~ qlÍ~ 13Jpriiner,,evento eh;'ª recpfobillasi6n' meiótica 

::"':d':';.~~'~:~:m~:·f f •J}~~(i~m1i~J~~:~·1lf.,:: tt:::f :.:l1~!~~1f~tt~: . 
resolviera podría darse'intercamb.io ci'~ 16~,~~r~~d~~e~ laterales o no. La caract~rí~ti~t~ri:~ci;al :de 

.,.,, '0)-'· .--.-- ·'. , . . . . . -

este modelo es su simetría absOluta, · DNA heteroduplex en una molécula es invariablemente 

acompañada por DNA heterodupl~x en I~ ot;a (Fig. 2). En este caso la conversión génica se daba 
',. '.; . 

por reparación enzimática de Jos ap~rearnientos erróneos causados por polimorfismos entre los 

heteroduplex en las dos molé~ul~s. Sin embargo estudios en levaduras, principalmente 

Saccharomyces cerevisiae, mostr~ro~ que era dificil encontrar indicios de simetría en las tétradas. 

(Alani et al, 1994). 

Posteriormente, en 1975, Matt Meselson y Charles Radding propusieron un modelo que 

inicia con un corte en cadena sencilla, en solamente uno de los duplex participantes. A partir de este 

ocurre una síntesis de DNA que desplaza a la cadena original. Esta cadena invade entonces una 
' . . ' ' 

molécula homóloga desplazando la cadena de la misma polaridad que posteriormente es degradada 

por la acción de una núcleasa formándose una estructura de fusión. Esta estructura es como la 

propuesta en el m~delo d~ Holliday, por Jo que se le conoce como intermediario de Holliday, y 

aunque es genéticamente asimétrica es estructuralmente simétrica. Posteriormente, se lleva a cabo 

un desplazamiento de esta estructura del punto de inicio de la recombinación y se resuelve. 

Nuevamente existe un fenómeno de conversión génica al momento en que se resuelven 

enzimáticamente los apareamientos erróneos por polimorfismos en el DNA heteroduplex (Fig.3). 
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Este modelo mostró incongruencia con estudios en Schizosaccharomyces pombe y Neurospora, ya 

que en éste se postulaba la transferencia de información únicamente de la cadena invasora y al 

estudiar sitios promotores de la recombinación en estos organismos se encontró que estos 

"absorbían" información de la cadena desplazada. (Stahl, 1994) 

En 1981 Orr-Weaver et al demostraron que el rompimiento en doble cadena de un fragmento 

de DNA de levadura c;ontenido en un plásmido estimulaba un evento recombinatorio que incorporaba 

el plásmido al cromosoma. (Stahl, 1994). Esto comprobaba experimentos de Resnick y Martin (1976) 

que con ensayos de rayos X hablan encontrado que la presencia de rompimientos en doble cadena 

estimulaban recombinación en levaduras. Así en 1983 Szostak et al publicaron el modelo de 
. . 

recombinación por rompímiénto en doble cadena y reparación. Este se ha convertido en el modelo 

clásico de recombinación y ~e han identificado en procariontes al menos 25 proteínas involucradas 

en el proceso (Kowalczykowskí, 2000). El proceso comienza con la generación de un corte en doble 
'~- . ~~. '·, -

cadena, este es reiconocídc{po'r;RecBCD, una helicasa con actividad de nucleasa, que degrada y 
''<, '-",' •\J•, ·t:Ho'' '' 

desenrolla amb~s cadenas. Este proceso continúa, hasta que la protelna entra en contacto con una 

secuencia 6hi •• 5.~GCTGG;í~~.~3· (Eggleston y West, 1997) lo que modifica la subunídad RecD 

(Dixon y Kowai6zyké6~~kí~f1~'~4)queresufta en la represión de la actividad de nucleasa en dirección 

3"7 5'y la p~te~'gia6'ión~dJ'ía rr;isrn~ a6tividad en dirección.s·7 3· (Anderson y Kowalczykowski, 

1997).•A 1~·;~~~~11~ ~~nciÚÍa:~n ·dir~~ción 5'. 7 3 • que se genera a partir de este proceso, y que 

mantiene eÍsfticí chí intacto, ~e Ünt=t entonces la proteína RecA. Catalizada su unión por RecBCD 

(Anderscín y K~w~lczyk6~skl> 199/b), ·R·ecA lleva a . cab.o. la búsqueda de secuencia homóloga y 
- - - ' ·. (. . . ' . -·: ·,-. ··-;;:;:< . i, '-'"'-- - - . '· - ·-

promueve Su invasión por lacadena:aila ~u.e está adherida. con el consecuente desplazamiento de 

la homÓloga ele és.ta, y su apa:éarn.Íe~tg: Ésto.'generaDNA de doble cadena. que es utilizado por 

una DNÁpolimerasa •.• para ;si~~~Íiz?hi~·ihfbr~ación que:había sido degradada, utilizando como 

templad; la informaci6n de I~ in61~~1ÜÍ~ 'iri·~~dida; lo que lleya ~ la formación de dos intermediarios de 
. . >:.:_. /:\·<-'!:..:_::-~:-,ry:f( ~~:- (· : -~·-;.,'. .-_:_.-:· .. : :_ ... '. .... ;·-·: '·,y 

Holliday. La estructura d_el_ ií]tem1ediario .de Holliday .es recpnocida por la proteína RuvAB que 

funciona como un mot<:lr qGe ~~tí~lld;,;e'i área de DNA invol~cracl~ én el evento recombinatorio hasta 

que la proteínaRu~q'recqnobéJna secuencia consenso ~·~(AfT)~T(~/C)-3.·(Sharples et al, 1999) y 

corta, de manera sirnétric~; dos el~ I~~ cuatro cadenas re~olvieriab';~1(j~termediario (Fig. 4). En este . ,., . ~.-; .- . ·' ' · .. · ' - . - . - "-•:- '· - . 

caso, al. haber,slntesis de DNA. se produce el fenómeno de conversión génica al resolverse los 

apareamientoserró'~eiÓ~ ~ fa~or de la cadena donadora. RecienteiTiente se ha sugerido que en este 

modelo el fenómenó de conversión génica puede ocurrir cuando, tras la invasión y síntesis de DNA, 
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el proceso se interrumpe y la molécula que sufrió los cortes en doble cadena se repara a partir de la 

información transferida a la cadena invasora por la molécula invadida. (Hunter y Kleckner, 2001). 

(Modificado de Stahl, 1994) 

Fig. 2. Modelo de recombinación de Holliday 
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:: 
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Fig. 3. Modelo de recombinación de Meselson y Radding 

(Modificado de Stahl, 1994) 
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Fig. 4. Modelo de recombinación por corte en doble cadena y reparación 
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Rhizobium etli y la fijación de Nitrógeno 

Las rhizobaceas fueron descritas por primera vez por Beijerinck en 1888 a partir de un 

cultivo de un nódulo de raíz de leguminosa y para 1929, basados en su habilidad y especificidad 

para nodular se habían descrito seis especies. Posteriormente se les. dividió en dos géneros por su 

velocidad de crecimiento, Rhizobium para los de crecimiento rápido y Bradhyrizobium para los de 

crecimiento lento (Wang et al, 2001 ). 

Actualmente la familia Rhizobaceae esta integrada por bacterias aeróbicas gram negativas 

que por secuencia de RNAr 16S se consideran en el grupo de las alfa proteobacterias .. Se 

caracterizan por su habilidad para entablar asociaciones simbióticas co11 Pl,anté)S leguminosas en 

cuyas raíces forman nódulos. En estos, las células bacterianas se diferenci~n .~.una nueva fbrma, 
. ":. ::·,-'} :{~;~· ... : ... {~i·i·>:-·~~~~I./'/;,,:_;:· .. ·:¡;_~:: ':_·':;:·:' 

conocida como bacteroide, y que es capaz de fijar nitrógeno molecular. Además són capaceSde vivir· 

como saprófitos en suelos y seles ha encontrado comoendófitos en disti~tas'.~1~gt~~\~&iiic>~1·~aso 
de R. et/i y el maíz. (Gutierrez-Zamora y Martinez-Romero, 2001.):.Se' ha~·,.e~t:~b·¡~6id6~~·¡~~té~eros 
dentro de esta familia (Allorhizobiuni, Azorhiz~bi~'m. Bradyrhizobiudi, M~sorhfz~IJ{1Jf;¡;'"s/h6i.f1i~o6ium 
y Rhizobium' Wang et al, 2001) ,~:(; :;¿j~it;·1?;}~J~;J{ .. n .·. ' .. N>.?;W :;!·,;:c;r . 

El género Rhizobium e1stá';'c~~pue~t~··p61°:b.~dios que miden 0.5-1.0 x 1.2-3.Ó ni'm;\Se 
mueven por medio de 6 ~ag~lo~''c1J~;'rfff~d~~~~r·,,~~riitrn~6s o subpolares. Forman colonia~; de' 6~1or 
blanco o beige, circular~s •• 66riv~~~~.:.;~:~'~i~Wir~;k~lt6i~~s ·~.opacas y mucilaginosas. Las cepas del 

· _ _ .. :/::- -:~--;-. ..-<-~:\-~:-_._:-'.~;ó~; ;::v~;·'-,f~>-·:-D!,;,;;<·~::\'.:.)·;~if-~~-~}:>."·. . 
género son del tipo deráp

1
idó:cre!cimieí1to y'qu.imi~~organotróficas utilizando gran variedad de ácidos 

orgánicos y ~arb~hi~~<Ü~·~,ggl116 b"-Rib8sa·::o::m~-knosa, O-galactosa, fructosa, suerosa, trehalosa, 

fumarato, citrato y·p¡;¿v~f~'.;~nt~e 6t~os\(EÍkan y Bunn, 2002). Algunas cepas requieren de biotina, 
·-:.._,,,, -,,.,_ - ·. '• ·_·, ' 

ácido nicotinic6, pántoieríato o tiamina como factores de crecimiento. 
__ __,_ __ .. '>--" 

Hay· nueve e~pecies definidas: R leguminosarum, R. etli, R. galegae, R. gal/icum, R. giardinii, 

R. hainanens~. R. hu~Útlense, R. mongolense y R. tropici que nodulan diferentes tipos de 

leguminosas en zonás tropicales y templadas. (Wang et al, 2001) 

La esp.ec_ie R. etli está descrita como bastones aeróbicos gram negativos no esporulantes 

de hasta 3. micrómetros con capacidad de nodular frijol (Phaseolus vulgaris). Son incapaces de 

crecer en meqío Curia y en medio PY sin calcio o con carbenicilina, espectinomicina, c1oranfenico1 o 

rifampin. Scmfapac~s de crecer en medio mínimo con malato como fuente de carbono pero no con 

arginina, hipox~nti~a o s~rbité:il. Su temperatura máxima de crecimiento es 35ºC, todas las cepas son 

resistentes al ácidCl nalidixico y son agrupadas también por resultados de hibridación DNA-DNA, 
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ensayos de multilocus y la secuencia de RNAr 168 (Segovia et al, 1993).Tar'nbién es característico 

de la especie la reiteración de los genes estructurales de la nitr9ge_11asa, la separación de los genes 
- -- - - - .. - . :.~:,- - --~ --~ _-· -. ,:_' --- . 

de nodulación en dos unidades estructurales (nodA y nodBC), la presencia del gen de inhibición de 

polisacáridos, psi (Segovia et al, 1993) y la capacidaddepr0,cj(J~[r!ielanina. (Wang et al, 2001) 

En Rhizobium etli la fijación de nitrógeno ocurr~'po'f 1{ir1ducción del complejo enzimático 

nitrogenasa. Esta enzima lleva a cabo la siguiente reabdió'n/:~f ·~; , 

. -N-; .¡.SH+:i. Be-+ 16Mg-AT~~~J?~FJ~':i-f~~'-1sMg-ADP + 16P1 
El amonio generado' es exportado hacia y asimilado pOr la planta durante la simbiosis y a cambio 

- ' . .. , . - . . . ~. ' --. ~- ' ~-- - "' ~-' . ' - . 

ésta provee a las' bacte~i~~ de fuentes'dé b~rbbnót ·> ' 
.• Lanitrog~n~~;~;~:s~étorrna~a pdr ci6s ~fot;í~'a's: La proteina Fe- Me, con un peso molecular 

aproximadci d~'24~ p'.Óo'd~1.kins/e~ üJ't~trém~;o ~;!32 de efes subunidades codificadas por los genes 

nifD y' nifK; A~:¡ éci'ii,ó~pJf I~ protein~: FJ,' un di:,';~~~~d~db~ suburiidades idénticas codificadas por el 

gen nifH y,~ú~ti~rjé-'Ll~'~~s¿'molec~larápfoxi~~áoc1~'60 ooo daltons.(Rees et al, 1993) 
-: . :.>:;:'··---''>e:'·-<::-:·:-~· .. ·. '·, --~.:-~, .<·~~- · '"-: ·;: __ --. ; -.' _· -':.,:':·._ -~'".-::_:._.~-;:ce~:-:º:'"''. '. '·.- _':•· · ~- - .. --

. En la:·m~yoria d~ .Ías ~species • d~, Rhiz~biu~ estos 3 ge~es se encuentran estructurados 

como un :opTrón~~ni~()\§i~'~~§ai~f ;ri,n :.ihi~~e{~~n~~tt?c;F,N42 se encuentran dos c°cpi~s de éste, 
además de unaregión;·conteniendoc¡solamente'.;el gen:desnifH (Quinto et al, 1985); todás en el 

: , ·', ~ .::: -~· "-/ ·.~.\·'.. !: ·:··_.:·. · ::·;:::;.:>f~;.r/ :-~:./~; .. i:~:~~5\: .. rf~ii-:\·'.'1,;J;:;f: .·~;:~~:- -::::(.:. ··/· ':. _,( .. :. -.<<>·:- :.,..'.:. :,,:.:.~·,_ ... : =< :·:,·.:_:_: \ '.:.-~; ,r<~'··· ... --- !_ :_' • , 

plásmido simbiótico; como puede apreciarse en.la figura 5. En·/J,zoihizobium caulinodans~ORS571 y 
.. - ·:. · · :- .-: .;: .~: -.~~~~;,_;·:- ::~_:_:·~:-'.-,.:;-:.1~ .-(?.~~\::_:·~¿~:.:_ ~ .. ~·~:?~!~: .:riK-~, :X~:--_'. :~/·;~':?_1.~~f~.'.<:J.!>;~;·.7-><'.><· ~·: .. :·:·.· ~ .'·~~-. ·>·:Z;::,t-;~_ ,.:¡.~·:,_ ·~:'.:l~:;: .. -:-'·.::;._: .. _·--:?,·::· - _. 

en Rhizobium NGR234 el operó11íestátarnbién(düplicado~(Badenoc,h"Jonesiet;al;\1989;:Norel y 

~:=:~:~ ::~; .. :~.::~~::,J!~z~~~il~~~tii~f ~S~~i;~i;~r&:~~~!(~jff ::":.;dª~ 
1988). Hallazgos similare~ han sido re~Órt~ác;~"e~ A. c'a~Íin6i:Í~ris (Norel y ElrTle~ic~; 1987). . :.::_:·'" '.' ·:-· . : ... '"'· .- .. . - -

Fig. 5. Triplicación de nifH en R. etli 

nlfHc 

Las reiteraciones a y b se encuentran en un operón que codifica para la nitrogenasa completa; la copia c solo codifica para la 
subunldad H. 
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Hipótesis 

En el caso del género Rhizobium se ha señalado previamente la posibilidad de que 

ocurriera evolución concertada debido a la" alta identidad (100%, Quinto et al, 1985) entre las 

reiteraciones nifH de R. etli ; Esta alta similit~d témbi~n se observa en el caso de las reiteraciones de 

nifH en A. caulinodans ORS571 (99%, Norel yElrii'~rich, 1987) y de Rhizoblum NGR234 (100%, 
. ' ; '' . '.·. -

Badenoch-Jones et al, 1989). Esta suposición esrefor.Z~da porque al comparar las secuencias de 

las reiteraciones entre estos organismos su similitud és:híiinor (Fig. 6): Además la conversión génica 

ha sido demostrada experimentalmente entre los g~ne~ nifH de R. etli con una construcción que 

demostraba este fenómeno cuando una inserción'erinifH, que generaba un codón de término, era 

removida por conversión génica con una copia sin esta inserción, generando un fenotipo de 

resistencia a Kanamicina (Figura 7); (Rodriguez y Romero, 1998). 

Fig. 6. Filograma de las reiteraciones nifH de diferentes rhizobaceas 

ORS571H2 

o 115 

ORS:>71Hl 

0.066 

ctliHb 

0061 •lliH• 

NGR234H2 
o 047 

nar234Ht 

Las secuencias de nifH fueron obtenidas de GeneBank; R. etli CFN42 nifHa (M10587.1) nifHb (M15941.1) y nifHc (M15942.1): A. 
cau/inodans ORS571 nifH1 (M16709.1) y nifH2 (M16710.1); y Rhizobium NGR234 nifH1 (AE000101.1) y nifH2 (AE000105.1). El 
filograma fue generado con MEGA2 por Neighbor-Joining, a partir de un alineamiento de las secuencias nueclotldicas generado por 
CLUSTALX. La barra de escala indica 0.02 substituciones nucleotldicas por sitio. (E. Sepúlveda, datos no publicados) 

No obstante que las observaciones anteriores sugieren la operación de evolución 

concertada, una hipótesis alternativa podria ser que la duplicación de las secuencias haya ocurrido 

en un lapso evolutivamente corto posterior a la especiación y por lo tanto que su similitud 

intraespecie se deba a una falta de tiempo para divergir y no por el fenómeno de evolución 

concertada por conversión génica. 
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Fig. 7. Construcción para demostrar la existencia de conversión génica en R. etli 

A Ph•notype 

KmipSp 

.sz Km' Spr 

nHH nifD ____ .,.._ 

e 
o 1 o3 o4 --- ~-

• 2 
~ , Km/pSp 

• 1 r. ,SZ Km•Sp' 

.. --,.IH .·.:' ::¡\,ft;;:, 

Cuando 8 era convertido a A la cepa recuperaba e_n f~noÍipo'Ka·~aml~ina re~istente (Tomado de Rodriguez y Romero, 1998) 
C./.:·-.:~;:::~,:-.; ;;~· ~-L.\·"·-_- - ¿-:.::· 

:::::::E 1: 1~~~f~~~íil~~ji~~?~~;~~f.~~.::::=::I. d:u:~:: 
Al comparar fas secuencias,de fas reiteraciones de fas cepas de R. et/i podriamos encontrar distintos 

escenarios (Fig. 8). Unci~s qu~ f~s secuencias fuesen iguales entre repeticiones y entre cepas, en 

cuyo caso fa explicación más factible sería fa de fa duplicación reciente. Otro es que fa identidad 

entre los miembros de una cepa fuera mayor que con los correspondientes en fas otras cepas, en 

cuyo caso fa hipótesis de conversión génica sería reforzada. 

Estrategia experimental 

Pfaneabamos emplear, en fa medida de fo posible, genes paráfogos. Dos genes ortófogos son 

aquellos que se encuentran en diferentes organismos que compartieron un ancestro común y dos 

genes parálogos son aquellos que se encuentran en. el mismo orgánismo. El uso de genes parálogos 
' , .... ;•_-..... -,,~.··-'·~~ ·'· .. _,- ~'~---'' -~---. ,·-· ... -

de diferentes cepas de una misma esr:J.ecie'ya·ha sidÓ repo~ado (M~inersmann y Hiett, 2000) y se 

justifica por el hecho de que estos proc~d~n d~l'ri;i~~¿/~~~nto de duplicación que dio origen a la 
'· .. ·\;:-¡ .:~ ±·-;>:_(:i,~,i4J~::·(f;\! <'·" .'.»·-

familia en fa especie. ' ·--~- - -

Para obtener los genes parálogos necesarios s¡bbtG.vi~r8ílJa~~ecuencias de las tres copias de 

nifH presentes en 11 cepas de R. etli. Para esto's~;~bt~~o'~1 DNAgenómico total de cada cepa y se 
:~;_~. ?e~~--
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Fig. 8. Posibles escenarios tras la comparación de secuencias 

Caso l 

a b e 
X 

Evento de = = Q Duplicación y 

= = Reciente 

z 
Caso2 

X a b e 

.. . - .. ' 

Y· ____ ·;.~ ··-;·,-

Conversión 

i.'·--: .. -"-,_,:f_f__ -, E=J ~~/Xc ... 
z ,,_·.~·;· ,:;: .. ·'· \:;~:· . . ;~::~.-·Zblzc· -. 

....... -, ---[:-;::_·--,"'-> -.-!.'--" -. --~<-,;, ;-~ ·.',' ;·.'. 

Identidad entre las secuencias de las repeticiones a, b:· e deÚn 'gen entre l~s ~pa~ X, Y; Z y su posible explicación. 
=Alta Identidad; - Mediana Identidad;• Baja Identidad.·- · :}; ·-~ ;;,.,~ ~> ·i: · · 
amplificó cada región nif mediante PCR utilizandó'oligon'Ucl~~uc:lo~ específicos, correspondientes a 

.. ' -, ·~ - --:- . ,, , ¡-. ,:, ~ ,,: )~, . ·- -"\ ._' ! - ' 

los extremos de cada una de las regiones nir de la'cepa '.CFN425 Estos oligonucleótidos fueron 

diseñados por el Dr. Rafael Palaciosy h<m sid~_éfici~~tés: p'~rn.'amplificar cada región nif en 

diferentes cepas de R. et!i (Flores .et. 81. 2obo)'.E1 'DN;.\/a~Í ~~pllÍicado se secuenció utilizando 
• - - ' ... ' ,- •• ·.~-:- .... ' ••• , ' • ,- - -- • ,··: -~ • ·""•' 1 

oligonucleótidos complementarios· ai gen nit/-1 de R:· eili, CFN42(FigJ,9). -Las secuencias codifican tes 

obtenidas se analizaron computacional~ente. Se tia re~ortado uria heterocigosis del 0.67 en R. etli, 

para genes que codifican, tan solo en cepas correspondientes a territorio mexicano (Piñero et al, 

1988) por lo que se esperaba encontrar un cierto grado de variabilidad en las secuencias que 

permitieran realizar el análisis 

Figura 9. Amplificación específica y secuenciación de cada región nifH en diferentes cepas. 
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--t 1 ,.__ 

n:z'.fK JU0.fD JU'.fA' \ 
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~ 
ru'fK\ 
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--r=-=1-­

JUJK '\ 

~--. 

~ 
JU'.fK \ 

región B 

:~ o=· 
m.fH \ 

SECUENCIAClóN DE CADA COPIA DE tifH 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

TÉCNICAS MICROBIOLÓGICAS BÁSICAS 

Cepas 

Las cepas de Rhizobium etli fueron obtenidas del cepario del Programa de Genética 

Molecular de Plásmidos Bacterianos del CIFN y se resumen en la Tabla 1. 

Tabla 1. Cepas de Rhizobium etli Utilizadas en el Estudio 

'.: 1 CFN421 

~.~ 1 BRASIL 51 
(. 

,......,T=-A""'L--.,1""'"82"'1,--

~ 

CIAT 8941 

CIAT 8951 

VIKING 11 

KIM52 

COC81 

~ ..--~C~F-N-1~1 -

i .._,...,C"=F=N..,...2.,,.85..,..',.,.­

! NITRAGIN1 

~ l IE48103 

~ ¡..---..,,1 E""'4""8"'"04"'3-

i I IE10Q43 

Zona Geográfica j Planta Hospedera 

Guanajuato, México j P. vu/garis 

Brasil j P. vu/garis 

Hawaii 1 P. vulgaris 

Colombia r P. vu/garis 

Colombia 1 P. vulgaris 

Belice j P. vulgaris 

ldaho, EUA 1 P. vulgaris 

Morelos, México 1 P. coccineus 

Guanajuato, México 1 .. P. vu/garis 

Morelos, México 1 P. vulgaris 

EUA j P. vulgaris 

México 1 P. vulgaris 

México j P. vu/garis 

México 1 P. vulgaris 

Referencias: 1.- (Piñero et al., 1988); 2.- (Josephson y Pepper, 1984); 3-(Silva et al, 2002) 

Medios de Cultivo 

El medio de cultivo usado para crecimiento de R. etli fue PY, el cual contiene peptona ( 0.5% 

p/v) y extracto de levadura ( 0.3% p/v). Posteriormente a la esterilización se añadió CaCl2 a una 

concentración final de 1 OmM. Para la preparación de medio sólido se empleó agar bacteriológico a 

una concentración del 1.5%. Cuando fue necesario, se añadió a los medios ácido nalidixico a una 

concentración final 20 ug/ml. 
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Almacenamiento de las Cepas 

Las cepas fueron sembradas en PY-Agar Naf 20, se incubaron a30.;C durante tres oías Yse 

almacenaron a 4 ºC, resembrándose cada mes. . . . 

Para fa conservación a largo plazo se incubó una azada de.cada cepa en 5'rJ,1 de f'y liquidó 

durante 24 hrs. Posteriormente se transfirieron 0.5 mi del cultivo a 0.5 mi de glice~Ól:prei~iamente 
esterilizado y se almacenaron a -70ºC 

ANÁLISIS MOLECULARES 

Perfil de Plásmidos 

Se incubó cada cepa en 5 mi de PY líquido durante .. 24 horas y se trató según Eckhardt 

(Eckhardt, 1978). Se realizó una electroforesis vertical en uh gel deagarosa en Tris-Boratos al 0.7% 

durante 1 hora, a 8 mA corriente constante y posteriormente 4 horas a 40rnA. vóftajeconstante. 

Extracción de DNA 

Se cada cepa en 3 mi de PY líquido durante 24 hrs., se centrifugó y fa pastilla celular fue 

lavada en TE 50/20. Se fisaron fas células utilizando fisozima, pronasa y SOS y se precipitaron fas 

proteínas con Acetato de Amonio saturado. Se centrifugó nuevamente y se precipitó el DNA del 

sobrenadante con fsopropanof. Se limpió con etanol al 70% y después de evaporar se resuspendió 

en Te 1/10 con RNAsa: Para verificar fa calidad del DNA extraído, se hizo una electroforesis de una . . 

muestra de 3 Uf del extracto; 2 uf de agua y 1 uf de azul de bromofenof en un gel de agarosa en Tris-

Acetatos al 1 % durante una hora a 75 volts. 

Amplificación (PCR) de las Regiones nifHDK 

Se utilizaron los pares de ofigonucleótidos E201-E202, E215-E216 y E237-E238, especificos 

para cada región nifHDK (Flores, comunicación personal) ,82U, 82L, U198, L 198, U171 y L 171. Las 

reacciones se hicieron con el kit GeneAmp XL (Applied Biosystems) según las instrucciones del 

fabricante para reacciones de 25 uf y con el programa de temperaturas propuesto para los 

oligonucleótidos E (Flores et al, 2000), empleando un aparato Mastercycler 5330 (Eppendorf): 

94 ºC 1 minuto 

37 ciclos de : 
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94ºC 15 segundos 

68ºC 1 minuto 

72ºC 7 minutos. 

Para amplificar con Jos oligonucleótidos 82L, U198, L198, U171 y L 171 se diseñó el siguiente 

programa de temperaturas: 

94 ºC 1 minuto 

20 ciclos de: 

94 ºC 30 segundos 

60ºC 1 minuto 

68ºC 5 minutos 

17 ciclos de:•··. 

· 94ºC 30segundos 
~ . . ":. : ' - ':;-·;"' f ~. ·-

60ºC;1 minu!os ·•·· . 
. 72~c:s rTÍifiutbs .· 

72°c 10 rñinütasii< 
Pérá ~E:!rificar. Ja obtención del producto deseado se hizo una electroforesis de una muestra 

de 3 ul de ést~. 2 ul de agua y 1 ul de azul de bromofenol en un gel de agarosa en Tris-Acetatos al 

1% durante una hora a 95 volts. 

Tabla 2. Combinaciones de Oligonucleótidos Usadas para Amplificar las Regiones nif 

fT~;;;;·-~¡ -~~:~;:¡-~;;;~~- -(~amaño Esperado 

;, 1 E201 1 E202 · I nifHDKa 

~ j E215 j E216 ,¡ nifHDc 

$1 E237 1 E238 1 ·rHDKb 

6618 pb 

4668 pb 

~ 1 B2U 1 E202 ~:fHDKa 
~ 1 82U 1 E238 nifHDKb 

~ 1 82U 1 B2L nifHDKb 

7240 pb 

5360 pb 

5655 pb 

7191 pb 

1 E237 1 B2L nifHDKb 8179 pb 

1 U171 J L 171 nifHDc 7844 pb 

1 U198 1 L198 nifHDc 7353 pb 

- 18 -

'1 

1 

1 



Tabla 3. Oligonucleótidos Usados para Amplificar las Regiones nif 
r___..-."';.._...,_.,..., ....... ,... ... ··· .. :~ ........ , ........ ~ ······" , .· .. ~ ··' '.~ .. ~- . .. . . ... ~ . ..,., .. 

~ !__~!'~~- .. 1 
Complementación r Secuencia 

~~I Upper 
1 

s·cGGACGCCTTCCATTCCAAAGTAATGTTCA 3· 

~ 1 E2021 · 1 Lower 
1 

s·cGTCTCTCCTGCAATGGTCTTGATTCTAGC 3· 

~ 1 E215
1 

1 Upper 1 5. GGCAAGGACAAA TAATTGGGGTCCGAACAC 3· 

iifE216'1 Lower 
1 

S'GACAAAGCCGAACTTAGGAGATTGCTGTTC 3· 
<:;: " •• 

~ L E2371 :1 Upper 1 5· GTCTCAGAGCCCGA TTCAAAAGTTCA TTCG 3· 

l 1 E2381 1 Lower .15'CGTTCCTGGTTGATATCGAGCCAAGGTGTC 3· 

~ L ~2~2 1 .. Upper : 15· TGTGGTGGTTCGGAGTAACTTTCTG 3· 
... 

ií82L21 Lower 15'GGGAGGAATCAAGCGATCCAGGACAC 3· 

; 1 u19a2 1 Upper 1 5· GAGTAATCCGCACAACAACAGTCT 
···---3-.-

í 1 LÚiá2 1 Lower 1 5· CTTGACAAAGCCGAACTTAGGAGAT 3· 

1rum21 
Upper 1 5· GGCGTGCGTTTTGCTAAGAT 3· 

~ fl17121 
Lower 1 5· TTCTGGCGTATTTGAATGTTACTGA 3· 

Referencras: 1.- (Flores et al., 2000); 2.- (Este traba¡o) 

Purificación de las Regiones nifHDK 

El resto del producto de cada una de las regiones amplificadas se separó por electroforesis 

en un gel de agarosa al 1 % en Tris-acetatos a 95 volts por una hora y la banda correspondiente fue 

eluida por medio del kit GeneClean 111 de 810101. Para retirar cualquier traza de la matriz utilizada 

en la elución (celite), que pudiera interferir con otros experimentos, se trató cada muestra con las 

columnas de limpieza CENTRISEP (Princeton Separations) y se verificó el producto en un gel de 

agarosa al 1 % en Tris-acetatos a 95 volts por una hora. 

Amplificación (PCR) del gen nifH de cada región nif 

Se utilizaron los oligonucleótidos HindU, BamU, Bcll y Xbal (Santoyo, 2000) diluidos en 

TEN. Las reacciones de PCR se establecieron empleando el kit Taq DNA Polymerases (Life 

Tecnologies), utilizando las siguientes cantidades para una reacción de 50ul: 

H20.-25.5 ul 

Buffer 1 OX. - 5 ul 

2 mM MgCl2. - 2 ul 
. ·' . ·. 

dNTP'S (dATP,dGTP, dTTP, dCTP, 2.5mM c/u).- 8 ul 
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DMS0.-3 ul. 

Oligo 1 (5uM).- 2.5 ul 

Oligo 2 (SuMf~ 2:5 ul 

DNA.-1 ul 

Taq poi.- 0.5ul 

Las reacciones se realizaron con el siguiente patrón de temperaturas: 

.· 30 cielos: ;.~ ··e 

9s 0 c'} ~;nuto 
5éc{.~ lllinuto 
i2;.c·1 rrii~ú16 · 

72°c 16 ~r~úiod/ 
Para verificar ios:: productos se hizo una electroforesis de una muestra de 3ul de cada uno. 2 ul de 

agua y 1 ul de azul de bromofenol en un gel de agarosa en Tris-Acetatos al 1 % durante una hora a 

75 volts. 

Tabla 4. Oligonucleótidos Usados para Amplificar el gen nifH 

n-··~~;~·~· .... Complementaclón Secuencia 

': 1 HindU1 Upper nifH base 12 1 5'AGGAAGCTTATATGTCAGATTTGC 3' 

:· 1 BamU1 Upper nifH base 135 1 5· GGATCCGACCCGAAAGCC 3· 

.1 BclL1 Lower nifH base 831 1 5· CTTGATCATGCCGAAGTCGAG 3· 

'' 1 XbaL 1 Lower nifH base 911 1 5. TCCTCTAGACAGCGGCAGTTA T 3 · 

Referencias: 1.- (Santoyo, 2000) 

Tabla 5. Combinaciones de Oligonucleótidos Usadas para Amplificar nifH 

1 
Upper 

1 
Lower 1 Reglón 1 Tamaño 

1 
HindU 

1 
BclL ~-1819Pil" 

¡¡ HindU 1 XbaL 
1 

nifH 1 900 pb 

1 
BamU 

1 
BclL 1 

nifH 1 696 pb 

1.8 ª111u. ¡ _xbaL 1 
nifH 

1 
776 pb 
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Secuenciación 

Los productos de PCRde nifWde cada cepa fueron tratados 'nuevamente con columnas · 

CENTRISEP para eliminarimpu~~zas. s.e utilizaron los oligonucleótidos KasL,·Bamu;BclL,ApalU 

(Santoyo, 2000), Hl388 y H~[~5Jeste trabajo), én una mezcla qú,e ií)~luf~ 109 hÓ #~:.o~A~y 5,pmol 

de O ligo llevados a 12 ul ~~:~~Uá., por reacción. Las reacciones fu~ro~· s~~~ell'ci~da~ ~~ ~I P'rogiama 

De Evolución .Mol~cUlar~del CIFN utilizando el kit DYEnamic ET Oye Terminator (Amersham 
,., . '·"·' ,, o· • 

Biosciences), d~n·d~ ~~ completaron y analizaron en un secuenciador MEGABACE 1000 de 

Amersham Biosciences. 

Tabla 6. Oligonucleótidos Usados para Secuenciar el Gen nifH 

~T"·~;f~~ 1 Compfementacfón 

·: 1 ApalU 1 1 Upper 

1 Hu7651 1 Lower 

1 KasL' 1 Upper 

1 HL3881 1 Lower 

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 

Banco de Secuencias 

Secuencia 

1 5' GTGCACATGACGATGTCCACT 3-:-·-­

I 5· GACCATTCCGACCCCGATTAC 3' 

¡s7GC<3ccc"GffACAGAT-cAG-- -··· :i:-· 

1 5· AAAGCCACCGCACACCACATC 3· 

Las secuencias que se utilizaron en este trabajo y que ya se encontraban depositadas en el 

Genebank son las siguientes, (el número de acceso está entre paréntesis): 

R. et/i CFN42 nifHa (M10587.1) nifHb (M15941.1) y nifHc (M15942.1); A. cau/inoc1ans ORS571 nifH1 

(M16709.1) y nifH2 (M16710.1); y Rhizobium NGR234 nifH1 (AE000101.1) y nifH2 (AE000105.1).R. 

gal/icum bv. Gallicum FL27 nifH (M55226) 

Ensamble de las Secuencias 

Las secuencias fueron anotadas utilizando el programa Phred · (Ewing et al, 1998) y 
. .· 

depuradas manualmente, editándolos con CONSED (Gordon et al, 1998). Cada secuencia fue 

depurada independientemente, sin tener acceso a las otras secuencias de manera que no se 

afectara la objetividad de la depuración. Los archivos de secuencia depurada fueron convertidos en 

archivos de secuencia de LaserGene (agrupados por región y por cepa) y ensamblados utilizando el 
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LaserGene Genomic Project Manager con las variables preestablecidas en éste. En Jos sitios 

traslapantes de las secuencias en que se presentaban polimorfismos se resolvió por calidad de la 

anotación y por Ja base anotada en la mayoría de Ja secuencias. En los polimorfismos en que no se 

podía aplicar objetivamente este criterio se volvió a secuenciar la región hasta que se pudiera 

discernir a que bases correspondían. Los genes ensamblados fueron guardados como archivos de 

secuencia de LaserGene y como archivos de texto en formato FASTA 

Traducción de las Secuencias 

Las secuencias nucleotidicas fueron traducidas en Íos 3 marcos de lectura en la cadena 
,,·:·-,· . -

codificante. con BioEdit (Hall, 1999), usando la tabla de co_dones estándar. Se consideró al ORF mas 

largo como el codificante y se guardaron como archivos d~t~~to.en f~rmatoFASTA. · 

Alineamiento de las Secuencias 

Las secuencias, tanto nucleotídicas como de amin8ácidos, fueron alineadas con cl..i.JSTALX 

(Thompson et al, 1997) utilizando Jos parámetros preestablecidos. Todos Jos polimorfismos 

detectados en los alineamientos fueron revisados nuevamente con CONSED, y en caso de persistir 

la duda se resecuenció Ja región. 

Filogramas, Cómputo de Distancias y Pruebas de Neutralidad 

Los filogramas fueron generados en MEGA 2.1 (Kumar et al, 2001) por el méto.do de 

Neighbor-Joining usando el modelo de dos parámetros de Kimura y aplicando un bootslrap.de 1000 

repeticiones sembrado a partir del 24054. 

Las distancias entre grupos y dentro de los grupos fueron calculadas Utiiiz~nd6.MEGA2 po_ r 
.. " - ·-· \• --·-- ,·"'.' ', .. 

número total de diferencias y por el modelo de dos parámetros de •Kil11ura~}cá·;)(. ?'f ;~;> 
Los números de substituciones sinónimas. y no sinóniíl1as:f~~r~'n¡·~~1cifS1aci8~~éonMEGA2 

usando el m_étodo niodificado;de Nei-Gojobori y agrupando las'sec~~il~i~s p~r~fo~J~ (nifHa, nifHc y 
nifHb), Ja tas~ dN/dS fJ~ ~~¡6¿'i~c:iamanualmente a partir de··~s~~d~t~~- . < .··.. .. . · . . -. 
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Análisis de dominios 

Los sitios polimórficos que permanecieron tras la segunda vuel~a de de~uración-fueron analizados 

con PsiPred, utilizando las variables preestablecidas, (Janes, 1999) para revisar si afectaban el 

dominio de estructura secundaria del que forman parte. Además se hizo un BLAST, también con las 

variables preestablecidas, a partir del cual se hizo una búsqueda de la base de datos de dominios 

conservados (Marchler et al, 2002) para revisar la incidencia de estas en genes parálogos. 
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RESULTADOS 

Perfil de Plásmidos 

El perfil de pfásmidos es un método utilizado ampliamente en fa subdivisión de especies 

(Vandamme et al, 1996) y fue realizado para asegurar que fas cepas utilizadas eran fas que se 

querían utilizar y que no hubiesen sufrido una alteración que podría alterar el modelo. El perfil de 

pfásmidos coincidió con fo reportado previamente en fas cepas CFN 42, BRASIL 5, TAL 182, CIAT 

894, CIAT 895, VIKl~.G 1, Óoc;<a/qFN·1, NITRAGIN 8251 (Rodriguez, 1992); KIM 5.(Vinuesa etal, 

1999) IE4B1 O, IE4804 ~'·¡·E~:f!o¡f(sÍl~a et al, 2002). En el caso de fa cepa CFN. 285 se encontraron 

a1teracian~s en e{p~:ifori~·;;d~~ :~~ ~·~b1a reportado que 1os pfásmida~Fb y c migraban juntos mientras 

que en>eit~ 1 6b~;~Íó:g,•u~~ '~~ ~flos migró a fa altura del pf~s;;,ido d. Sin embargo esta cepa es 
'.. . _-\;· \. ,. ,.- ) ,_ .--... . . ~-· 

conocida por el! alto• indice de rearregfos que presenta y se le utilizó con reserva en caso de 

encontÍ~rGn resJltacÍo fuera de fo común en análisis posteriores (Figs. 10, 11 y 12). 

Figura 1 O. Perfil de Plásmidos de Cepas de R. etli 

1-CFN 42(d), 2-CFN285, 3-CFN1, 4-TAL182, 5-NITRAGIN8251, 6-BRASIL5(c), 7-CIAT894 (e), 8 CIAT895(b) 
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Figura 11. Peñil de Plásmidos de Cepas de R. etli 

1-COC8(b), 2-CFN42, 3-KIM5, 4-VIKING1 

Figura 12. Peñil de Plásmidos de Cepas de R. etli 

1-IE4810, 2-IE4804, 3-IE1004, 4-CFN42 

Amplificación de las regiones nifHDK 

A partir de una dilución 1: 1 O de DNA total de cada cepa, utilizando los pares de 

oligonucleótidos E201-E202, E215-E216 y E237-E238 se intentó amplificar las regiones nifHDKa, 

nifHDc y nifHDKb de cada una. En la figura 13 carriles 1, 3 y 4 podemos apreciar el tamaño dé los 

productos de cada una de estas reacciones en la cepa CFN42. 

Con los oligonucleótidos indicados, fue posible amplificar solamente las regiones a, b y e de 

tres de catorce cepas (CFN42, TAL1.82 Y • .Clf>."f8~4) .. Con esta combinación fue mas frecuente (6 de 

14 cepas) obtener prodúcto de las regiorieis'~~yc, p'ero no de la b (BRA5, CIAT895, VIKING1, KIM5, 
'.\ ··.·e<-: e:!:'.: .-·· ,. . --.,>. :\):}"--ti~?:.::·.,·.::,-'. .(' .:. 

coca e IE1004). En 2'de los casos (IE48.10 el,E2804) solo se pudo amplificar la región a, mientras 

que en tres cep~s (CFN1/CFÑ2S5 y N1fif;8IM·.f1~ fue posible amplificar ninguna de las regiones 
~· -<· . 

(Tabla 7). 
. . 

Estos, ~esultados sugieren la existencia ·de polimorfismos en secuencia en sectores 

aledaños a i~s r~giones nif, particularmente la··región b. En ese sentido, revisando la secuencia 

liberada del plásmido simbiótico de R. et/i CFNA2 (http://www.cifn.unam.mx/retlidb/), además se 

- 25 - l 



detectó que el aligo E237 es complementario a una región identificada como una probable IS que 

puede estar expuesta a inserciones y delecionesque afectarían esta complementariedad. Así mismo 

se encontró que el aligo E215 es cómplementario a una región no codificante, la cual pudiera térier 
' '·' - . " .. ·--' -' .... -. '. 

una mayor tolerancia a mlitacione~; Por es fo,. se diseñaron nuevos oligonucleótidos para' amplificar 

las regiones nifHDKb y nifHD;;é:.·E~ el 'ijrim~r caso se diseñaron B2U, que es complehle~t~rió'·c'8n I~ 
región regulatoria de nifrlb y:nifHa:~: s2L;que es complementario a nifN. También 'sé~·diseñaA>rFdos 
nuevos pares para a%pllftl::~';¡~<~~~iÓ~':hifHOKc: U 198-L 198 en los que el prime~o ~s66m~z1-~füerit~rig . 

, ••- .- • .. ,· .• _ . .. . ,·.·- ;o ·.,.· .••·\/;-''.e'' 

a nolO y el segundo·arÚfQ y U171-L 171 complementarios también, en diférente lúgar¡ a' rib16.'y' nifQ 
• . . ;~". • . - ;-- . - ' . ' - ' .. - -- - ·- .--.. _.,._ ,¡--~- ·-- :~·.c_-.c. ··-· '· ._. - ·-

respectivamente (Fig 14). Utilizando diferentes combinaciones de estás Óligos (Tabla~S) s~·.i6gró 
. : . ,'"·'"···'"2.,_-·::··-·:: .. , _, 

amplificar la región b de la mayoría (9 de 11) de las cepas en las que ésta. no sé• había 'podido 

obtener, la región c de dos cepas (IE1804 y NITRÁGIN) y la a de dos cepas mé~:1CCFN2á5 y 

NITRAGIN). 

En resumen se amplificaron 35 copias diferentes de las regiones nif, estas corresponden a 

las tres copias (a, by c) de 10 cepas (CFN42, BRASIL5, TAL182, CIAT894, CIAT895, VIKING, 

KIM5, IE1004, IE4804 y COC8) y a las copias a y b de las cepas IE4810 y NITRAGIN. La cepa 

CFN285, de la que solo se obtuvo la región a, y la cepa CFN1, de la que no se pudo amplificar 

ninguna copia, fueron desechadas ante la imposibilidad de obtener genes parálogos para realizar el 

estudio. 

Figura 13. Amplificación de las regiones nifHDK 
de R. et/i CFN42 

1-nifHDKa E-201/E-202, 2-nifHDKa B2U/E-202, 3-nifHDKc E-215/E-216 4-nifHDKb E-237/E-238, 5-nifHDKb 82U/E-238, 6.-nifHDºc 
U178/L178, 7- nifHD·c U198/L198. Gel Vertical de agarosa en TA al 1% teñido con Bromuro de etidio. Todos los productos fueron 
limpiados con el kit de GenClean, con excepción del carril 2 para ejemplificar el producto en bruto, y se añadieron 4 ul de muestra por 
carril 
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Tabla 7. Amplificación de las Regiones nifcon Ollgos E 

Cepa nifHDKa ¡¡ nifHDc nifHDKb I: 
CFN42 ... 

1 
... + 

" 
BRASIL5 ... 

1 
+ X 

1 
TAL 182 + 

1 
+ + 

1 
CIAT 894 + 

1 
+ + 

1: 
CÍAT S95 + 1 + X 1 
VIKING 1 r + 1 + X ¡, 

.KIM5 
1 

··- ¡, + + X 

coca 
1 

+ + X 
1 

ci'N 1 
1 

X X X 
1 

CFN 285 
1 

X X X 
1 

NITRAGIN 
1 

X X X 
1 

IE4810 
1 

+ X X 1 
IE4804 

1 
+ 

1 
X X I; 

1Efoci4 ·¡ .. , .. -· ·n + + X 

+se obtuvo; X no se obtuvo. Ollgos: nifHDKa E-201/E202, nifHDKc E-215/E-216, nifHDKb E-237/E-238 

Tabla 8. Amplificación de las Regiones nif 
--

cepa 
- --- ' 

· nirHDKa--j lñifHD·c--] • "ñifHDKb l i 
i BRASIL5 ... 

11 
+ 

1 
B2UfE238 

1 ,. 
CIAT895 + ¡1 + 

1 
B2ÜfE238 1: ··- ··-·- . -··-- -T- ··----

·02ü1E238 
1 

VIKING 1 + + 

KIM5 ... 
1 

+ B2UfE238 

coca + T + B2UiE238 

CFN 1 X I' X X 

CFN285 B2UfE202 ¡· X X 

NITRAGIN B2U/E202 1: X B2U/E238 

IE4810 ... 
11 

X B2U/B2L 1 
IE4804 + 1 U198/198 E237/B2L 

1 
IE1004 ... ¡; + E237/B2L 

1 
-

X no se obtuvo; + previamente obtenido 
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.... 
E20J 

Figura 14. Anotación de las regiones HDK 

••• .. ll~••al~IBMl ••"1&1111•11•111&11&"11"ill"~-"""""""""""111jJJPi>-•1111111111111111111111111uu~ ....... ~ 
ISRmlO ISRmlO nifHa niIDn nin<.n nifEps Hipo Hipo 

.... 
E237 

no JO 

.... 
B2U 

IS1031 Transposase nifflb nifDb 

Eits 

nifl-IDKa 
(6869 pb) 

Hipo hcrnN2 

nifl-ID*c 
( 10663 pb) 

nifKb 

nifl-IDKb 
(9357 pb) 

Li1J8 ~16 1:i-11 

niffi•c nifl-lc nifQ 

-E238 

~ = 
nifE nifN 

Las flechas indican la dirección de los oligonucleótidos señalados. Anotación realizada en GeneConstruction Kit con información 

obtenida de RETLIDB (RETLIDB, 2002) 
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Amplificación de nifH 
Los productos obtenidos fueron separados por eJectroJóresis en un gel de agarosa al 1 % y 

eluidos por medio del Kit GeneClean 111 de 810101 y se pasaron por una columna de Sephadex. De 

esta forma se eliminó el DNA genómico que podría dar uríJals~ positivo y los residuos de la limpieza 

que podrían interferir las siguientes reacciones dePcR,.'.E~;·~~;_fig~ra 15 carril 2 se puede apreciar el 

producto antes de la limpieza y en los demás_carrij~~ª()rn~ q~~ª'~n los productos después de esta .. 

A partir de las regiones purific~das s~_hiii'e;~'Af[1~t~io~~s-de PCR con los eliges HindÚ-y 

Xbal (Figs~ 15 y 16) para amplificar el gen ~h1rf.i''d~·-~~da región, sin embargo no todas. las 

reacciones dieron· prod~cto.· Solo ~e Obt~~ieron las tre~ co~Ías de nifH de cuatro cepas·. (CFN42, 

BRASIL5, TAL182 yVIKINGÚ-; la:·~opia de la cepa CIAT894 (Tabla 9). Esto sugiere la e~i~te~cia de 

polimofismos' en las zonas'i~1ed~ñ~~ a nifH, por lo que, para tratar de amplificar las copias de nifH 
"''-,» .. -. · ..... ,. ,·, . ' . - .. ' < •• 

que no se pudieron obténer'y d.iy~s-regiones estaban disponibles, seprÓbaron'l~scombinaciones 

HinU-BclL y BamHU-XbaL (Fig~ras 15 y 16), logrando amplificar las tre's c6pias de 9 .ce~as (CFN42, 

BRASIL5, TAL182, VIKING'1;;CIAT894, CIAT895, KIM5, IE1004 y COC8) y las copias~ y b de dos 
. ... 

cepas (IE4810 y NITRAGIN). La cepa IE4804 fue desechada al no poder obtener al menos dos 

genes parálogos para el estudio. 

Tabla 9. Amplificación de nifH 

1 
Ce ea - ¡ níffiá l ñitHC: I ñ;tHt:i I 2 
CFN42 1 :....::_j ~ _.=__:__] 
Brasil 5 I~~ -=-------J 
TAL 182 1-=-------J ~ -=-------J 
CIAT 894 1-=-------J ¿__J ¿___J 
CIAT 895 1 ¿___J ¿__J ¿___J 
VIKING1 "1-=-------J ~ ~ 
KIM5 1 ¿___J ¿__J~ 
coca 1 ¿___J ¿__J ¿___J 
CFN _1 _ _J _o __ I _Q__j --.L_j 
CFN 285 1 ¿___J _Q__j _Q___j 
NITRAGIN l¿___J-2__J~ 
IE4810 l¿___J~~ 
IE4804 1 ¿___J ¿__J ¿___J 

Ce ea nifHa 1 nifHc 1 nifHb 1 
CIÁT 894 . 1~-==----l 
CIAT 895 - l__:::_J-==----J 
KIM5 - l__:::_J-==----J 
coca - 1 __:::_J -==----l 
CFN 1 o 1 __Q___j _Q___j 
CFN 285 - 1 __Q___j ___Q___j 
NITRAGIN - 1 __Q___j -==----l 
IE4810 - 1 __Q___j __::::__J 
IE4804 - l_L_J¿___J 
IE1004 - 1 __:::_J -==----l 

_ IE1 OQL_j ¿___j ¿__j --.L_j 

( 1) HindU y Xbal; (2) HinU-BclL y BamHU-XbaL; +se obtuvo; X no se obtuvo; o No disponible; • Ya obtenido; En (2) - Obtenido con 

las dos combinaciones 
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Figura 15. Amplificación de nifH 

1 2 

(1) HlndU/ Xbal A·nifHa; 8-nifHc; C-nifHb CFN42. (2) 1- HindU/BclL nifHa CFN42; 2 BamHU/XbaL nifHa CFN42. Gel de agarosa en 

TA al 1 % teñido con bromuro de etidio. 

Secuenciación 
Los productos obtenidos, de las cepas de las que se había podido amplificar por lo menos 

dos reiteraciones de nifH, fueron secuenciados en ambas cadenas utilizando los oligonucleótidos 

HL388, HU765, Kasl, BamU, BclL y ApalU (Fig. 16) en 3 ocasiones. 

Figura 16. Oligonucleótidos Complementarios a nifH y Estrategia de Secuenciación 

HindU 

1 

BamU 

1 

AvrU 

1 

ApalU HL388 

1 1 I 
KasL 

1 

MluL HU765 BclL XbaL 

1 1 1 1 
12 135 232 364 388 567 703 765 831 911 

( Modificado de Santoyo y Romero) 

Una vez dep~[¡adasy ensambladas las secuencias se obtuvieron 31 ORFs de 895 pb. Las 

copias disponibles de los genes en las cepas CFN42, CIAT894, CIAT895, NITRAGIN2851, 
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BRASIL5, TAL 182 resultaron ser idénticas. En la cepa Viking 1 se encontró un polimorfismo en nifHc. 

En la cepa KIM5·se encontraron cuatro cáinbios-én C:ada copia, aunqÚe nlfHcno compartía dos de 

ellos con. las .ºtrª5: copias. Enla_~epa C?~B se enco11traron cuatroC(3f11bios en Ja copia nifHa y cinco 

en nifHb y ambas·~¿pias compa~ian4'cá~bior~()~ ~ifH~;'f nffHb d~:KIM5;.de manera interesante, la 

copia nifH~ re'sultóiÚéntl~a ~ l~s-;cÓpia~ B~~'CFN42i; L~ ~epa-IE4a%{i~n~ ci~co cambios compartidos 
/: ,. ·> .. ,. ~::.,,_ ... >: ·.: · :· ·-~ ··:>- /.;·/:. ·.r<~, >/ ... : :.;:,:t?~:.~. ~t\··,.,:'._. :.-,._;·.··: .. ~.r"··· ::_':·~~·r:-~;:t):·:: .. :.<::_>:-i_\~:;~ .::;-..-,::-:-_::~-~~< : :~_-.:·~- ,..._·... " _ 

·. en•ambas .copias·disponibles•y 2 rnás.~~PifHb.;~~d~~~sto"fc;()~lllriartid.os~fº~-Jas cepas COCS, KIM5 y 

:~:~:.";;:9~1:~~,·~h• r~"ce$ª[~19~;t•:1~í§.'PJ,f ~~~~:~n)(''!d1~tlc~S entre sl wesent•ndo 8 

La secúencia codifica páraÚrí p¡3pti~o de 2.97'amiri'oilcidcls§6n :18'sitios va.ria bles casi todos .. 

::~::~;:~~:~::~i~~~~*~tlt~~~f ;~~ti~[~~~~iil~t '~~~#:~11tao 
aminoácidos no polares. El cambio enla-báse 1B5.deCOC8.nffH'Ó'provoca Liria.subsÜtudónen Ja . 

posición 62 de una leucina, un aminoáciCÍ~ no ~ciar, por u~a ~;girrlniih~r~;,,~~b~~id~con c~rga 
. - -·~. . .,': :_ , ·~~·'.:·.. ';. ~ . ·~·: :..:; .. ;:.· <:'.~~~~~ ;-\.?·,_, ·/~J:> ;f)»i~,--:;'.;J/._·;~/::;:,c; :: ·'.~:·} ... -· .,~( ,·. 

positiva. En la cepa JE4810 en Ja base 119hay un cambio queprovpc~· una substitución de un ácido 

aspártico por el aminoácido polar serina, e~ ~n\bas éopi~~'.'oe'e~t'~;d~~~}if ~ 'J~pl~nifHa presenta 
.. · : . ... ._- :: .·--'..·_ >·~>:· .<-:n:1'.·~, ~.":-~-\/:_~~:"~.<--:,.;~::> ,_ \""_ 

dos cambios no neutrales más. Uno en Ja base 309 queprovoca·urfcambio de una isoleucina por 

una valina, ambos aminoácidos no polares, en la posición 105 y otro en Ja base 386 que provoca el 

cambio de una glicina, un aminoácido no polar, por un ácido aspártico en la posición 129 (Fig.18). 

Un análisis de predicción de estructura secundaria mostró que estas mutaciones no alteran los 

dominios de Hélice de Jos que forman parte (datos no mostrados). 

Figura 17. Alineamiento de las Secuencias obtenidas de nifH 

Al ser idénticas en sus 3 copias las cepas CFN42, CIAT894, CIAT895, NITRAGIN2851, BRASIL5, TAL 182 se resumen con la copia 
nifHa de CFN42, las tres copias de la cepa IE1004 se resumen con la nifHA y la copia nifHo de Viklng con la nifHa 

CFN42Ha 
rE4810Ha 
rE4810Hb 
rE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
KIMHa 
KrMHc 
VI:KHc 

10 20 30 40 50 50 70 
ATGTCAGATT TGCGTCAAAT CGCATTTTAC GGCAAAGGGG GGATCGGCAA GTCCACCACC TCCCAAAATA 
····· ................................................................... . 
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CFN42Ha 
:IE4810Ha 
:IE4810Hb 
:IE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
KIMHa 
KIMHc 
VIKHc 

CFN42Ha 
:IE4810Ha 
:CE4810Hb 
:CE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
KIMHa 
KIMHc 
VXK.Hc 

CFN42Ha 
:CE4810Ha 
:CE4810Hb 
:CE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
K:IMHa 
K:CMHc 
VXKHc 

CFN42Ha 
:CE4810Ha 
:IE4810Hb 
:IE1004Ha­
C0CHa 
COCHb­
COCHc 
KZM!la 
K:IMHc 
V:CKHc 

CFN42Ha 
:IE4810Ha 
:IE4810Hb 
IE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
K:IMHa 
KXMHc 
V:IKHc 

80 90 100 110 120 130 140 
CGCTCGCAGC GCTTGTCGAC CTCGGGCAGA AGATCCTGAT CGTCGGATGC GACCCGAAAG CCGACTCCAC 
............. _._ .. _ .... _ ... _ .. ·-· ............. ~-.... -.. c:.c;- ................... . 
.............................................. ; .c .................... . 

................ ····· ........... : - ; ...... · . -~,:~ .. '--: 
··- ., 

O O ':;L~ O O 0 O 0 O• . . . . . .... 
•. • ... • .:.T 

. - - ' . . ····· ...... . .... _._._.,, .. _. 
; • • :.-•• • -- ••• -; , -•• · ~,:~-. -~~-.-« 

..................... . . - ' .... ~ ..... , .. -...... ···-- -
. ~ · .. ' ..... 

' - ' -.. _ ...... -.. . 
... . ... ,_ .... ........... ... -...... . 

150 _- _:-- 160': , _:-:,:e _:l-11ci : ,_ - -180 190 -.- 200 210 
CCGGCTGATC CTGAACGCCA _,:AAGCACAGGA- CACGGTTCTG CATCTGGCAG CGCAGGAAGG TTCGGTGGAA 
. . . . . . . . . . . . . . . . ~ ... ~ ' ... ; . . . ·, . . . : ... ·. 
..... -..... · ..................... . ••••••••• T •••••••• G. 

• • -•••.••• T •••• G •.• G. 

;.· ..... · .... 

........... · .. ·-··· .............................. · ......................... . 
. . . . .... . T ... ;-;,.;G. 
•••••••••••••••••• G. 

220 230 240 250 ·-- 260 270 280 
GACCTTGAGC TCGAGGACGT GCTCAAGGCC GGCTACAAAG GCATCAAGTG CGTG_GAGTCC GGCGGTCCGG 

290: 300 
AACCGGGCGT - CGGCTGCGCC. GG;Gc:G(:GGCG '.'.rC.A.T'CllCC:T(: :;'.GATCAA,TT'TC:-· CT_T'GJ\AC>A(:>A·''._A,cc;G~rG(:A'TA 

.... · ..... . 

360 370 
TGACGATGTC GACTACGTCT 

....... c .. 
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CFN42Ha 
:CE4810Ha 
:CE4810Hb 
:CE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
K:CMHa 
K:IMHc 
V:CKHc 

CFN42HA 
:CE4810HA 
:CE4810HB 
:CE1004HA 

COCHA 
COCHB 
COCHC 
K:CMHA 
K:CMHC 
V:CKHC 

CFN42Ha 
IE4810Ha 
:CE4810Hb 
:CE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
KIMHa 
K:IMHc 
V:IKHc 

CFN42Ha 
:CE4810Ha 
:CE4810Hb 
:CE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHO 
K:CMHa 
K:CMHc 
V:CKHc 

CFN42Ha 
:CE4810Ha 
:CE4810Hb 
:CE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
K:IMHa 
KIMHc 
VIKHc 

430 440 450 460 470 480 490 
CGTGAGAACA AGGCCCAGGA GATCTACATC GTGATGTCCG GCGAGATGAT GGCGCTCTAT GCCGCCAACA 

••• A •••••• 

500 510 520/::,: .:( :'530·'· •:, ,. 540. . .. 550 560 
ACATCGCCAA GGGCATCCTG AAATATGCcc. ATTC.CGGCGG ·.cGTGCGGCTC GGCGGCCTGA TCTGTAACGA 

: : : : : : : : : : : >::: :-~: :<' .. :.~-~: ·:-.·.~~.~;·.·.·,~-t'._~ .. :;.• .. ~;:~,.~~·:f.·:~~>~-.'.t·:':~.~::.: . :.·::~·:::-~:: :·' . •.•. ···: ... , ......... . 
. - . ' .. ' ..... '• .; . . ......... . 

o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o Jo o o ·-;'- ::·~~ o .::-.·o o o o o o • o o o o o • o o o.o o o o, ' o o o o o • o • • • ............................ 
.......... ···-· ................. . 

0 0 o.• 0 O 0 0 •;,'•.'',- 0 ··~~--• ~-c.'.•·•\7,~~' '-;·:~-• ~\i.' ;_'·.' 0 0 • 

... · .. : ;, :.· -~·; ::"· -~- •:· ::.• _; ·:-·:·~ .-.. •' ..... . 
• •:. ..• -- .•.. ,. -~-·-·":'··~ .. -... :.r. ':-~';:~ • ~·"~·.: .. • . . . . . . . . . . • . • ..•... •. . ...... . 

• • • • • • • • • • '. < . •' - ' ·- /" "' '" .. -· • • .• - '~ ;:; / •• · ." ••• ; .... 
.. ·_;.·,. ""-~._:-. >.<· ·-~~ú .. ~--~: ··· ... -,,,. -:'.\·~· 

... ,_,:··: ;;:·: 

570: <.> ::·:r<sao>::;:;:.:> sgo 600 610 6~o' 630 
GCGCCAGACG :·GÁCCGCGAGc:áéci'Ácc.TCTC CGAGGCGCTG GCTGCCAGGC TCAATTCCAA GCTCATCCAC ........... ':.'. ·:.·-; -; ~~': ... o. ~·;";··>·:·º.f;:·.;-; ) ¡<; -.·:~-,'~ ........... . . " ._ ... _ .......... . . -.¡;.·>.-<->.:·. 

... :~-_. ;· _-:; :·; ••• - ... ~- •• i.~ - ·• 

~- ;-:: .. ~ .. ~ . ·~· ; . . .. . ..... _,·::~:. ; :.'_''. -:;·.'· ......... . 
. ·.''; .. ~ : . ... . .,; .· ...... . . · ...... - ... ~ ~..: . . -.. .. ~---~ .. ~-..... ; .. 

-. _:\ •. ~'.:z·. ;-:~~ < <<.~. ~.: ... . 
·,: ': '.:·~-:: :: .::·~: :·':,:-::· :-·· ....... . 
.: . :. .. .. .· . ~ .. : ·~- . . . . . ........ . .......... 

640 650 660 670 ' ·>:¡;~~ /. <; ~~º . 700 
TTTGTGCCGC GTGACAACAT CGTCCAGCAC GCCGAGCTCA ··GGAAGATGAC'.GGTGATCCAG TACGCGCCGG 

~ ·; . ·.. ·- .. ' .. ...... -.. -.. 

......... . . . ... .. . .... . .. . . .-..... ~-; ... 
. . . .. . . . . . . -_.-; .-... •. -·~-·-.. ·.- - '-~- ...... · .. . .................................................. ··-. •,•• ......... -.. •.• .... . 

••.T.••• •• 

710 720 730 740 ·. 750 .760 .770 
ACTCCAAGCA GGCCGGGGAA TATCGGGCGC TAGCCGAGAA GATCCATGCC AATTCGGGCC AAGGGACCAT ·.·. ,, . .. ,·, -

........ º.".'.·· "'."-._ .• ,.-.·._. ~:~~_. __ .,· •• ........... 
. ·~ ~ . : "~ ·. ;.'·. 

: ~\ ··~ '.-~. ~-. ·: _ ... :-~ 

..................... ..................... 
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780 790 800 810 820 830 840 
CFN42Ha 
rE48l.OHa 
rE48l.OHb 
rE1004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
K:tMHa 
KI:MHc 
VI:KHc 

TCCGACCCCG ATTACCATGG AAGAGCTCGA AGACATGCTG CTCGACTTCG GCATCATGAA GAGCGACGAG 

CFN42Ha 
rE4Bl.0Ha 
rE48J.0Hb 
rEJ.004Ha 
COCHa 
COCHb 
COCHc 
K:tMHa. 
KIMHc 
V:IKHc 

.......... --- .......... ' '• -~-- .- ~ -,; . - ... ; . 

...... _._ .. ,. 

e50 860 870 seo e90 
CAGATGCTGG CCGAACTACA GGCCAAGGAG TCAGCGGTGG TTGCGGCTCA ATAA 
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Alineamiento generado con CLUSTALX usando los parámetros por default. Tamaño total del alineamiento 894 pb. 

Figura 18. Alineamiento de las Secuencias de Aminoácidos de las copias de nifH 
Al ser idénticas en sus 3 copias las cepas CFN42, CIAT894, CIAT895, NITRAGIN2851, BRASIL5, TAL182 se resumen con la copia 

nifHa de CFN42, las tres coplas de la cepa IE1004 se resumen con la nifHA y la copia nifHb de Viking con la nifHa 
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A partir de· los alineamient6s ;~~ gené;fó Jnfilograma en que se puede apreciar mejor la 

relación de secuencia é~tre la~ relt~~~6ióh~s''ci'e 1-~sb'epas. Para poder dar polaridad el filograma fue 

enraizado utilizando.la secuen6ia~lJ¡~g·gnÍ~I~ ~i, ~~n~Bank de Rhizobium gal/icum FL27, una especie 

aislada en Francia del género;~;fi~&~~~~'¡~~~-p~rt~h~¿~é R etli, y se realizó un bootstrap para 

comprobar 1a torta1eza cié -é~te:-P~i~ i;~-i1it~~-~¡ arréli~is de 165 datos e1 rnograma fue dividido en 4 

grupos (Fig. 19).__ - ·}<''~: ,.,,,,, ,,, :• : . .> ' :} __ .· __ ,_· __ , ___ ... :_ ;e_-_"_-_-_-.·_;_• ·~ .~: 
.: - _ .. .;._::~'.:. -;~~~.-:~ .'. -;~_::? :, .. . . '--~"{,'''; ·_:-- , ·_-:· -- .L-';·. .. . ' • 

De lo que se. puede,dp~esiar':e'n>'é1 ~íb()1 'lláma)a éltelición:1a' poc~ diverg~néi~l''qüe"h~Y- e:ntre_ los 

grupos, a. lo ~~fo6.'..~ ~~r{~-.ci~'.b~.~~s,•.·_lo .• qu-~ __ pare~~ irldic.~f:.%·'9[if~~.,ri.~i,~:á!j:,1}~;•:t~ .. :.t~!~H~·ªción·. de 
nifH. En el caso: de las'. cepas IE481 o, KIM5 y coca se puede observaf:dértádivergenCia en alguna 

'.::>: ~.:,f->,': .... :.:0:·;~,·,:_~~~'i,.\;-t.t,:1~~:~:.<f0~:·~,~ ~-'L": ·:"-__::· ·\ .. ·;_· . . ".-->. :,~,._:_·~;_y:~>·~~~;:._:-~-:-~~;t{/i~~'i<-,,f~Sib:· .·: f:;1(L:t_r:::-.\':-'.:-J<: · -- · 
de lascopia_s: E¡;to'.po:ctria;,interpretarse como que las copias;de e_l>tas;ce·p~s;:ciü~ri? estárí bajo el 

mismo ti~6 ~~·~s1-~~~-~GlY _f §r,iotánto que no ~voiuciona~--~~.:f?,~2~~i%~c.~z~~]·!~~~~-:de~cartar esta 
posibilidad ,seobtuyo · I~ ta~a,de. substituciones no· sinónimas :sobré, sinóni.m'~s.'.,de manera que se 

obse~ó 9~e.~~,la~{)i~~J.~~R~¿~,·:~e nifH se encuentran• bai0,'.-~JI~f~is.1/~~f~~5~~~~~ (Tabla 1 O). Esta 
conclusión i:s reforzada si cons,ideramos la alta similitu?."que\existe•'a nivel de secuencia 

aminoácidos entr~ I~~ ~epi~~ de diferentes cepas, e incluso I~ qÜ~ ·~~j~-f~ ¿~n rispecto a otras 
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Figura 19. Filograma de las Reiteraciones de nifH en 11 Cepas de R. etli 
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Filograma generado con MEGA 2.1 usando el métodoNeighbor- Joining.Las primeras 3 letras indican Nit:NITRAGIN8251, 
ags:CIAT895, Tal:TAL182, 894:CIAT894, Bra:BRASIL5, 42:CFN42, Coc:COC8, Vik:VIKING1, Kim:KIM5, IE1004:1E1004, 
IE4810:1E4810, Gal: Rhizobium galficum FL27. Las últlmas dos letras indican Ha:nifHa, Hc:nifHc, Hb:nifHb excepto en R. gallicum en 
que solo una copia se encuentra disponible (M55226). El bootstrap se realizó con 1000 reiteraciones. Los números indican los grupos 
en que se dividió el filograma para su discusión. 
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rhizobaceas (Fig. 20). Sin embargo, si estas 3 cepas se analizan de forma independiente, Jos 

resultado§ muestrari que los genes de la cepa IE4a 1 O se encuentran bajo s~lección dillerslfic-adora 

(Tabla 10). 

Es ta selección .. purificadora.· a nivefde la:~pr()téina'.,.tambié?.\p~dria,-~st~r'.~~cty~n'cfo a. niveí de 

secuencia· rÍUcleotidi~a. s~gún el:rnddel~~d~: n~~i~f,~nt6~ri;~~rÍk. E~t~c~dd~l~:a~~~ki~ue mievos 

genes son creacjos ·por duplicación génica repetida~y Cjue:.~rg(fnoS'de éstos son· mánteílid,os~en .el- · 

ge~~m~ ~o~ un largo periodo de tiempo, mientra~ cÍuef~í¡6~ ;s~n 'deletados o .se .vu~l~e~ n~ 
funcionales. En este caso y en ausencia de conversión génlca . las diferencias en secue~cia s.e 

obseniarfan principalmente en Jos sitios sinónimos, siendo estos tan numerosos' entre.Ja$ 

reiteraciones de una especie como entre las reiteraciones de diferentes especies. En el caso:.~~ qu~ 
existiese evolución concertada en presencia de selección purificadora, se esperaría que el·húmero 

de diferencias sinónimas fuese menor entre las copias dentro de una especie que entre las~·~6~ias 
de dif~rentes especies (Piontkivska et al, 2002). Para discernir entre estas posibilidades reall~ahios 

. ..~- ·.' 

comparaciones del número de substituciones sinónimas que hay entre todas las,copi-~sde 
Rhizoblum etli(Tabla 11) y con respecto a las de otras rhizobapeas (Tabla 12). LoJ.;~e~~lt~·d.od de 

estas muestran que, con excepción de la cepa coca deRhizobium etli, a nivel de.substituciones 
; · ... ' . ' . ·~ . ·._ .- ;. •. . .:·, . -~· . . . . ._· ... : . . . . ' ' '_, ,. .. '.· .. ' : .. 

sinó~imas haymerÍorvariabilidad entre las copias deuna'cf pa._q'ue'.sicornpaFélmos· ias diferencias 

que hay entre J~s ~ecU'encia~· de diferentes cepas. Co·lll~ se il,¡;/i{6ib'n;Ó ~:ie~i~riieni~ la copia c de Ja 
- .. ·· .. \>.:· }: 0

':· .::;<:::.'" :.:~~·-~·.)i·.·.··-. ,.·._. -~- . : .·" . .. :·:: -~>:_:·:·\·\,.\·J*f~·~·:·:'.·:-.):· .. ,:·t~-'~:,:-·>- . :: .. 
cepa coca se.localizó en''.elgrui:>ó .1, mientras que las copias'aYb'se 1()calizari en el grupo 2; esto 

, . '. -, ' . '·-; . , . . - ' ' - . . - - - - - -. .- _,.~._ . " -

constituye uná situ~cióll'partiC:~Jarc'que se analizará hacia el firi~r el~ la discusión. 

Tabla 10. Tasa de Substituciones No Sinónimas y Sinónimas 

Dn 1 ds dN/dS 

nifHa 0.54545 1 3.45455 0.157893 

nifHb 0.22222 1 2.72222 0.081632 

nifHc o.36364 1 3.27273 0.111112 

IE4810 2 1 1 2 

coca 0.66667 1 3.33333 0.200001 

i<ims 0.66667 1 0.66667 
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Figura 20. Filograma de la Secuencia de Aminoacidos de las Reiteraciones de nifH en 11 
Cepas de R. etli 
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Filograma generado con MEGA 2.1 usando el métodoNeighbor- Joining.Las primeras 3 letras indican Nit:NITRAGIN8251, 
895:CIAT895, Tal:TAL182, 894:CIAT894, Bra:BRASILS, 42:CFN42, Coc:COCS, Vik:VIKING1, Kim:KIMS, IE1004:1E1004, 
IE4810:1E4810, Gal: Rhizobium gallicum FL27, ORS571: A. caulinodans ORS571, NGR234: Rhizobium sp. NGR234 Las últimas dos 
letras indican Ha:nifHa, Hc:nifHc, Hb:nifHb excepto en R. gallicum en que solo una copia se encuentra disponible (M55226). El 
bootstrap se realizó con 1000 reiteraciones. Los números indican los grupos en que se dividió el filograma para su discusión. 
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Tabla 11. Nú mero de diferencias Sinónimas ps (x100) entre los miembros de la familia 
énica nifH en diferentes cepas y especies de rhizobaceas multig 

Rhizobacea l_R!.._J Err. Std. 

R. etli IE1004 1--º'ººº.J 0.000 

R. etliCOCB J 1.30Q_J. 0.600 

R. el/iKim5 1--º.lQQJ 0.200 

R. et/iCFN42 1--º'ººº.J 0.000 

R. et/ilE4810 I~ 0.400 

Rhizobium sp. NGR234 1--º'ººº.J 0.000 

A. caulinodans ORS571 J 2.000 J.--º.:..~ 
El error standard se calculó en base a un bootstrap con 1000 reiteraciones. 

Tabla 12. Nú 
multigé 

1 

IE1004 1 

coca 1 

KIM5 1 

CFN42 1 

IE4810 1 
NGR234 1 
ORS571 1 

ps (x100) y entre paréntesi 

mero de diferencias Sinónimas ps (x100) en los miembros de la familia 
nica nifH entre diferentes cepas y especies de rhizobaceas 

IE1004 coca KIM5 CFN42 

2.8(0.9) l=~a 
2.6(0.9) 1 0.7(0.3) 1rm 
3.1 (1.0) 1 1.3 (0.5) 1 1.8 (0.8) 1 

2.5 ~_J 1.5 (0.6)_J~_@:§Lj ___ ~_@.?lJ 

31.2 (~_J 31.1 (2.1LJ 31.5 <2.1)j_J2.Q_-ª'-ªLL-ª-!J!._(2.12J 

41.9 (2.8) 1 42.7 (2.8) 1 42.6 (2.8) 1 42.7 (2.8) 1 42.5 (2.8) 1 34.8 (2.7) 1 

sel error standard calculado en base a un bootstrap con 1000 reiteraciones. Las cinco primeras filas 
ti cepas IE1004. COCB, KIM5, CFN42 e IE4810; La sexta y séptima fila representan Rhizobium sp. representan Rhizobium et 

NGR234 y A. caulinodans ORS571 
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DISCUSIÓN 

Según los postulados básicos de la teoría de la evolución neutral, la reiteración de un gen 

implicaría la liberación de la presión selectiva de al menos una de las copias, lo que permitiría que se 

genere divergenciaa nivél• de secuencia entre éstas, al no haber selección negativa de mutaciones 

espontáneas~ p~ro1 iric1u~~ si}secmantuviese una presión de selección en toda!flaScopias: éstas 
•, •, ,. > ,':,.,, - •:._:_ •' ,.,_,.: -:..A.,;_•o._ ••·-=-' .. "'---- -'- , , _- -' ' - O• ' ,· •, • ' 

presentarla~;ci~rta·g~~C:í'ocie:divefrgencia por la aparición al azar de mutaciones:.sinÓnimas,aunque 

manteniendó;1a·Ílli~ma'tas~ ci~'.mutaóión.·· Ladivergencia entre las . cepas deR?eUise· refleja. tanto 

por los ~~;¡~d~I{ ~~;t;B~~~t d~; ~~~~ici6~ • bb~~~ados como ·. por;la; di~cuit~~ }pai~ . amplificar lás 

regionesniHDKT~'~irH,:sLlg·¡¡¡endo la exist~ncia•d~.-polimorfis~o~·~·~¡~~¡:dJse~uenéia. Es así que 

tratándose ·d~ 'J~afa~ma reiterada se esperaría enC:~ntrar'~~·t¡~biliha~·~~ta,~bién)en. cuanto a la 

secuenci~ d~ ;ifH. Sin embargo, la variación es inexistent~ t;~~t6i~:n\ít6ep~'c6ntrol(CFNi2)'.como ·· 

en 6 cep~s de origen geográfico distinto (Grupo 1 ). Las reite~a~i~~~s·;~~Í~'°d~·~a 1·É}oo4'¡)aºrec~l1 ser 

mas ceréanas en secuencia al ancestro común del gen nifH de F{g~ÚiclJm '/ R;:-~tJ!\{partir,de ~hi 
se dan nuevos fenómenos de divergencia de los cuales se distingÚ~n-165 grupos-.1:2{4/E·~~(~~sÍ~ 

- . . - . . . '· - ,. --~ ,. .. - ·- ' .. - -~ ~ - . " ' ' ' 

de las cepas se encontraron solo unos cuantos cambios, algunos de ellos compartidos> y casi té)dos 
.- '~:·-. . ' .·, 

en la región correspondiente a los primeros 500 pb del gen. 

Existen tres posibles explicaciones para interpretar nuestros resultados: 

1) La triplicación de los genes nifH es un evento reciente.- La absoluta idéntidad que existe entre las 

copias de la cepa IE1004 y entre las copias del grupo uno nos permiten descartar la explicaéión del 

origen reciente de las reiteraciones pues implicaría que esta se dió en dos ocasiones, sin embargo 

si podemos asumir que la divergencia entre Jos grupos es un evento evolutivamente reciente. 

2) Las tres copias de nifH se encuentran bajo una intensa selección purificadora.- Nuestros análisis 

de la secuencia de los genes dem~straron que, efectivamente, estos se encuentran bajo selección 

purificadora, (con excepció~;d~'1a·8~~~ IE4B10 que parece estar diversificando). Esto lo podemos 
- - - ---· .-; -> - _._ .,~.- ' ::--. -. ' - -

comprobar al observar que, a pesar de la variación en secuencia nucleotídica. la secuencia de la 

proteína es practicamente i~u~Í en lasde los 4 grupos. 

A pesar de que nuestras comparaciones de substituciones sinónimas descartan la ocurrencia de 

selección bajo el modelo de nacimiento-muerte no podemos concluir fehacientemente la ausencia de 
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selección inclusive en sitios sinónimos. Este fenómeno se podría explicar en. el caso en que la 

secuencia codificase para un RN,t\ antisentido (situación no descrita para nifH) o si existiera un fuerte 
---- -- - --·- ------·- ----- -- - ----

sesgo en el Uso de codones. En general, la selección sobre sitios sinónimos no se ha podido 

establecer claramente en bacterias, pero si ha sido identificada en genes de mamíferos y au_nq~e no 

se le ha considerado con la misma intensidad que la selección sobre sitios no sinónimos (Jor~an et 

al, 2002 y Hurst y Pál, 2001) no tenemos evidencia que nos permita descartar esta P.o~ibilidad. 
También se podría especular una selección ligada al sistema agrícola al 'q~~\S:~;-~~?'ug'~tr;n 
asociadas las cepas epidémicas del grupo 1 y las variantes de los grupos 2, ,3 Y,4.~sin~~·rnba~go 
podemos descartar esta posibilidad ya que sabemos que, aunque las· c~p~;: 1I~'5;1;~Jcu~l1tran 
asociadas a un sistema en especifico, una gran mayoría d.e las c.epa~,;~~¡;la~~s:i;~n'f~s·t~"··~I~te~a 
resultaron poseer una secuencia idéntica a la'delas cepas,del,grupo'1ii(c:tsilv,~:·;¿~~·~nic~ciÓn 
personal y Silva et al, 2002) y que la cepa CO~B iü'.~ ~is lada a partit ~~;sÚ:elo d~e·J~'.'sisY~rria :~imilar 

al q"e se asocian las cepas d~I g~po 1 .• lf. MaJ1nez-R::~'~·¡J~~ti~i!'.f ;~ri~e~i~:)~) .i 
3) La . evol.ución concertada . juega· un papel f~ndamellt~ls\para;' ~~n~~rvar ·la;identidad 

entre los·mi~íTl~rÓs de ·esta familia multigéni.ca:-;:9.?~~~--s?.t~~·~~i;~lf:;i'.1~'.~.v~!:~~\~r~~é~~rt~.~ª .. ~uede 
ser explicada por fenómenos de transposición; recombinación desi~j1lal'y céihversión !géhica: En R. 

: --·.: -. - . _ . . :.~ ·:~. ~~:Y~, .. --.. _,,~;.'·: __ ~i~):¡'.-. ,;~.~::~->~:J:~:~--\]}4:_;;:.dt:'·~.i,.~,~r~.~~---.~)~i-\.foÍ~1.'.~;; '.f.J~~/t:_>;,'.:_/.~~:::-': ·- -. -·.~>:· · 
etli solo existen .tres copias de nifH, ninguna contenida e11.·un;:transposón óJ!anqúeada·porJS's .. La 

, . , '.·. : ,. . ~~/ : ;t:·. :·. ·:·;i.~ .· ~- ;;~<r · '.: :.:{ ;_: t:tJ~t:.:-.1~Y~~~;':·.~;j~:: .·~ ~1:1~::~:: ;_~;~:~~~;;:::.-.~~~f:\. ~}!'.i.ü: ·~1~:\;·-(1:·?: ._ · :·~, ·.:'..~, · :( ;=,. ;·. _· 

recombinación desigual ocurre preferencialme'nte.'entre'i¡,1eries';ieri\tandem; .écinJalto~•.iiúmero .••.de 
• . . . ·: ,~:_ . . -. . . . -,, _ . . ?~ -_; ~-~~:.·_, r::-~~i> \-1{_t (:;:;;l~- ~¿:!~~-;~- --!:·~~,~~: ::tY±>!;;~.·Jp?;'.t~\~~%J;¿¡'.·:-~trqr-~?:?d · __ :;1~-~:/:-Mr-:·1~j;f :l;· ·;::.-~ / ::·:' .:_::.:,. ::_ . , 

copias, y además no se detectaron los r~arreglos c:aracterl~tic~sA~ ~s_te,;ferifimeno·e11 los perfiles de· · 
: , _ <. _ :·.. ·_: .-< -'" --. __ - _ .. - .I·. -:~"'~.... ::·~-/ _ ,/.,_._ -~;:;:~- -:'-'i·--~~ ~~_;?" __ :~,_., -~D·k5~::_;:.:\5'-~~;·,:_1~ti'f~.:._.1;~;.:t~;-:Ji~.l~--~~{'f·,.:.¿:--_.'.~;:~r~-~-~~~:~:.)ti:f ::.:.~.--.~~r_¿:-:<_ :,-:; .. -. _ 

plásmidos de nuestras cepas .. La. hipótesis de· conversióri'génié:a';es·· refórzadá,1 por.' la '.distribución 'de · . 
. ·,· ~·~ :'· ;:,;-.,.,-. · -. --~. ·:: -;_: <·;' . :_::~_:_: '.·.· -:- ·-·~ ,._,¡-. --~· · .. :c.. , ~-~ _..,_ -'._.',:.'!;:: /.' '.~{-···:~~~:¿1:·~:,;_:~;:·{;-'.,·":i~;1~~\·f?!.t;~:--~:ii5r~,~~~·~>::'Y~,i\'. -:;,,~:'-::~':·'i~-<·'. ;'."¡°¡~·:;:~. -. : . 

los polimorfismos, preferentemente entre las bases 199 y 420;·t;Jo:'que,pa(eceseir, unáregionalización 
<: :. · .:>· · . :, ·:·'.: ·:·':.: ·. ·<::·_ :_ :::>. · ·:.· .. -- J . - - ·. .. - · - .. ,~ ·:;~~'5:::~--~-;~--~;:,,_,_~~i-::.·\.~--of~::'1!.:i:.t::>:~~~:~-.'~= C;:;:~: )~.11':f '·-";:::~:'c,':~-::.:·T:'_· , .. ~'-·::_-:· .-·. ·. 

de los cambiosdemane~a que se forma un ·tracto, ·además;de1;que se\é:úeintáccfrli~l)íl1pórtante 

antecedente d·~····ia co~·prbb.aciÓn experimental de conversiÓ~~g;é#fuif:n'tf~;~~fo~;~~~~~{tR~drfg.ue~ y 

Romero, 1998) .• Adiciónalme~te, resultados obtenidos·r.eci~ni~fTi~~\e~~~'.'~u·~~~[6:1~6~ratori()~(G~stavo 
Santoyo) pa~ec~n concorda; en el hecho de que hay una;~ie~~~~~i6kc1~1~ ~~h;~J~.ctiende a sufrir de 

conversión gé~ica en las zona de los primeros 500 pb dé ~¡(1-{?J J'"./P:.'~ ''.;f : , . •. · • 
En realidad resulta difícil poder distinguir si la id~nfi?~.~'-~'.h '.\~s ~e~líendas de nifH se debe a una 

intensa selección purificadora o a un fenóni'en?<9~,;~9~v~rsíÓn gén'ica pues la poca divergencia de 

nuestra familia le resta· resolución a nuestros'',ciatós. Los resultados del análisis de nuestras 

seCuencias . en.· conjunto· con la .evklénci~ 'ex~~eri~e~tal que nuestro grupo ha generado parecen 
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inclinar la balanza hacia está última. Sin embargo no podemos dejar de considerar que la selección 

. purificadora. juega. un papel. p~eponderante en la. conservación de la secuencia: y. que. para poder .. 

llegar a distinguir cual es I~ principal fuerza responsable del fenómeno ~s nec~sario que se a~plíe el 
' - . . . ·.,. -·' . . . ._,,,. . .'.\ . -_; - ~ -._, . "-. ·._ - ·_,. . ~ 

conocimiento; sobre iel qmpácto:·que esta· pueda ··llegar a tener ·sobre los !)iHos·;.'.~ifl,ónin1os'de ·1a 

secuencia nucleotidica: Ademá~ •• t~dibién se debe conocer mas sobr~.1~'hist~;~i~é\fó1ut¡~a/9e~()lógica 
de las cepas yJa esp~ci~-d~·l11'án~ra que puedan identificarse ot~as·~~·~ic·~-l~~¡d~d~~-~bbr~s-~stas y 

- - - -- >- º ~--- _ --~:-'" _.:/,_~: ·:t:·-~:-: :~:~·:_:-~x-~~~-<t:~~:~?~~t~j:':~~~Zf"·L~~-~ =-: __ 
sobre los génes. >:, ': , > .: ..• _.·.·· , . ••_·· .. ·.· .. ·· .• ; 2 ·< ;•, ,, :•>••'{ •/ , _.· 
Si bien la recon:;biri'ación'~s 'u'n pr~ceso genético bien estudiado (Ko~~1ck:yko~~ki,:26oó)~Dn que'dan 

'. :. _:: .··'::::· : _ .. -.'' .:--:· .· : ,:: ;. . _. . : ·. -.. -_:_-:::.--·'':~~~.::-·'·:~~,.~-~'.<.·:::0~..-··. • ... -~:---:· ·:'~--~'.- ._ ·. ,._ . . 
por entender'.los'~~ecal'lismos que derivan en la evolución concertada;.C~n·re~t~ t~~tia]?;~e.mos 
estUdiado. el "!)6¿ibÍe'.{~)ap:el ~ue este fenómeno ha jugado en la historia ev611Jtit~.a~' Uri~''.'ia~Hia: 

- ·-. ..::;. -~---:-~-,- --~ti:~- \·:f:;~t .:.·::.:·· . _.','::. ·-::: ·~ -. i:··.':·.··::;Y.'f·l·i·~·:·-: .. ,':., ~ 
multigénica:·de'Jrés copias en una misma unidad replicativa. ¿Pero que pasa<en·Ja,inilias .con 

diferente, ~ú~krq?ff~ ¿opias? ·Probablemente con dos copias habría un efecto similar~on ~i'~~ue s.e . · 

encont~óci;~ tf~s~:¿¿¡~r~s; aunque en nuestro laboratorio se ha demostrado que la tasa de c~Jt~r~ión' · · . 
.": :.:_·(, :>-::,-~ '<}r;r-:';.:;;y·_ i~,: r .. ,,-- '-~ . : '>'.·;,·./_'».->.'.''1/.''.\ .--.. < . 

de nifH desciende'.con'.eLnúmero de copias (Rodriguez y Romero, 1998). A mayor número· de co~ias 

deberfa.se:;;,.};~~-l}1dfb1e q~e algunas copias se escapen del fenómeno y tiendan•. ~·dive~~\r::En · 
< ·/;. >>r·P·:~ :¿·; .. ,. ·, .;~:•·- .'"·-. '· · ; f' '· : ;-,,.. .: '). ··: , .. , , · / 

cuanto ·,testa Últirria' suposición, se sabe que los genes de RNA ribosomal 16S que'estiin reitérados 
: ' . - " ·' .·, ,,,_,.,. - '·:, ' ' ;« . - . ' -- ... · ' .. -.-_·, - ·. 

hasta 8 .ve~k~mli~st~an ~oca o nula de divergencia en diferentes bacterias. (Liaoi20()bf Pero es 

neces~~io aCl~t~r<:qu~ s~:trata de genes que se encuentran en la mism.aunidad fepli~~uta, ,el. 

cromosomabacterí~n.~o:~·~to:da.pie a una segunda pregunta: ¿Cómo se alterarían los patr~ll~s.de 
evolución concértadaporc()rlver~ión génica en familias multigénicas cuyos miembros se enclientren 

en diferente~ unid.ad~~ f"~~u6~u~;s? La respuesta a esta preg~nta debería de tomar en cuenta el 
·- " - .. -.- j,,,:, t ••• 

tamaño de. , las :.moléculcis~/inyolucradas y el porcentaje ·de homología entre ellas, ambas 

característiCas ~éc~s~ri~~'$'~r~'.~i ~pareamien!o · d~ {~cJéncias. homólogas. En nuestro lab~ratorio 
\:, _.;-,': -.1::.;·7'.' (!'.,':."{!.ii~~·~-'-'.f~·~--._ .. :y,:;.:.'-:-:·':' .. -=-,·. ·.·.::: ··-:;~ _.;;.,··.;.'.·'.:·?' .:,;·-".° 

Cesar Rodrigue~ encontró que la .. tasa de conversión en su modelo (descrito en la introducción de 

estas tesis):nc;";·caÍTibÍ~b~ 1;si~;ni~datÍ~~~~·n·t~'.,~(:1~i~;c~pias se encontraban en difererit~s unidades 
;_.";.: ~ :::·;.: .. '.~~:,:;:.~:~~~:~. '!<~'/' " .. t : . .':: j~}2 ·:.:.1

•
7)%c.'.>. i~~:t·::~,;~):~ ·.'~f:.~"-'' .,::'. -~. . : .. ·, : .· 

replicativas (Rodri~uez,yRorpero; 199~).' pcirotro lado, Gustavo Santoyo encontró que con 1% de 

divergeÍJcia,;,1a''i~i}3' cÍJi r~~df1;'bI~~~i~h '.~oríjugativa entre secuencias de aproximadamente 1 kb se 

reduce ·1ao'{vi~~ef~:¡y~:f~~b~j6:·'~¡~jlar al de esta tesis podría ampliar el conocimiento sobre la 

conversión' ;cie' reitEiiri:IC:i;n~s<kn diferentes unidades replicativas, Para llevar esto a cabo' propongo 
• ; •," ·'·~ .· •;'···"· e•< •. ·.•. • 

dos familias n1µ1ug~l)Ícas para ser estudiadas: La de los genes fixNOQP que se encuentran el 
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plásmido simbiótico, p42d, y el plásmido p42f de R. etli y Ja de el gen fnrN que se encuentra en el 

cromosoma y el plásmido simbiótico, p42d, también de R. etli (López et al, 2001 )e 

Las reiteraciones de ambas familias son más divergentes que Jos de nifH, poseen una 

identidad del80%: lo que nos permitiría aplicar una prueba estadística. El método de Sawyer estudia 
"• ···¡···- ,.,.._,_ - ' . - -

para una {amÍlla ele genes parálogos Ja longitud de regiones similares de sitios polimórfiéos 

silenciosos delf~~~dos entre regiones no similares de éstos, esperando que en el caso que haya 

con~~-r~r~X~'é~ib~.~nti~ Jos miembros, las regiones similares sean de mayor tamaño que las que se 

encoritra,ría'rl'pd?a~~r'.(Sawyer, 1989; Sawyer, 1999). Para que el análisis funcione, se necesita que 
; :.- . '~· .. - ; - . ' . ' . -

se pueda d~Hriiitar;,zdnas similares entre zonas variables, por Jo que realizar el análisis con 
- ,.···,-··1.: -.. '-.. -,:;-;.:.- :,, 

secuencias; idéntic'ás, ccmio en el caso de las copias de nifH daría un resultado positivo pero poco 

convinc~~t~It ''. :.'. ' 'J.: .. './i , •: : ·. 
,.:~ :~:,.: . _:_::_ - - -- -_ - ,_~,,.~-': "> ~ .. 

En ei casC>' de fixNóól? solO Ja reiteración del plásmido simbiótico es esencial para Ja fijación 
' . · .. '·: '} .:·; . ·_'o<:·'>: '-~~ ;,.,, : . ··:--"-:·:-~ -· -~:;:;··~,- ~- '~"-~··::· ''• ~--~- _-.;. '"'.:;~:- .. -_: ·, ~~_.. __ , .. " . '~. --_.· ---. -_. 

de nitróg:~n6!~Wf~irb,biÓ,~isi(?¡f~rd;:~(~J.§qÓ9) por lo que se podría asumir una perdida de presión 

selectiv~~n'.1-~ Ót~a '66¡)f~::·::r ?:•·.·. ¡·&~)Y//:~L'·,· .· · · 
Al·¿~~J~r~~-1~'t~~61Jgi~Yde~-,o~(árboles construidos con Ja de los,q~e aquí presentamos 

podríamo; í,d~n-ti#c~'ri~~;cii{~r~~cí~~~%f~c~ctivídad de conversión génica:y-,s~''reflejo en los patrones 

de evolu~iók·~Jri~e·~~J~ d~ g~·ge~··c;gte~Ídos en la misma unidad replic~Íi~a' (nif/-1), en dos distintas 

con gran clif~r~~~i~;de-farri~ñ~\r~/~ ~''etcí()~ distintas de tamafÍo sirnl~~i(~xiJo8P). En el caso que 
, · ·<.- •·3_ .. ·.:·:·.· _\·. ·- --·,.._. /··: .. ·:. ':;;:>· ·/º:.:· .. · ~ .:: ,,~-- ·.~ ·,··-.- ~-~e-_ ·.'::-.>~':·{~~}_,·.;~-~~:~,·t-~·~\~:C~r~:<:.i"-:,~- ·, 

estos no fueran claros contariamos con una metodología est~dis~i5ia'_q_ü~ nos permitirla detectar Ja 
--:._: ,. ,~f~ ... ~ ---·.,~-.¿-.-,~,- -~· 

:::::~:~::::;~:.:x~s;:;0::¡:::.~~~Ji~~i~1i~~ºÍ~~~1tif ~~~ian ser utilizadas 
A continuación quisiera referirme al caso de, Ja-ce~a COCá cJya~','é'ápia~' d~':jj{(H se ubicaron en 

distintos grupos dentro del filograma. Estaparticul,aridad se viÓ,~eflaj~~~:~fü~i,'J6;-~~-;compararon las 
• - ' - •. j•''. 

distancias de substituciones sinónimas ínter e intracepa, pues estas son similar~s Jo que parecería 

indicar la existencia de selección bajo el modelo de nacimiento-muerte. Sin embargo esto implicaría 

que a partir de mutaciones al azar una de las copias haya llegado por convergencia a una secuencia 

idéntica a Ja de las cepas del grupo uno, por Jo que mas bien parecería un fenómeno de 

polimorfismos ancestrales. Una explicaC:ión alternativa para este hallazgo podría ser Ja transferencia 
.!', , .. _ 

horizontal. Este fenómeno es respdnsable de Ja propagación de características genéticas entre un 
. ' - '--"'-" _, 

amplio espectro de especies bacterianas y a partir de análisis de genomas completos ha sido 
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Tabla 13.Genes reiterados con alta identidad en Rhizobiaceae 

CEPAS 1 GENES 1 IDENTIDAD 1 BASES CARACTERISTICAS _J 
Sinorhizobium meliloti 

1 
f/aAy 

,, 
85% 

1 

1191 2 copias en Tandem 
1021 f/aB 

Sinorhizobium meliloti f/aAy I' 93% 
1 

1185 2 copias en Tandem 
RU10406 f/aB 

Sinorhizobium meliloti 
1 

fixK 

1 

100% 
1 

636 2 copias en el plásmido Sim. 
2011 

Sinorhizobium meliloti 
1 

gro EL ,, . 97o/o l 1638 2 copias en el plásmido Sim. 
1021 

Rhizobium tropici CFN299 
1 

csA w- --96%_._ 

T 1213 Una copia en cromosoma y otra en 
~Sim. 

Rhizobium. teguininosarum 

.ir~~--
- . , ·Una copia en el plásmido c y otra 

bv. viceae VF39 fixN 94% 1623 en el lásmido d. 
Modificada de Rodriguez, Ül9B 

reconocido como importante fuerza generadora de diversidad bacteriana (Eisen, 2000 y Garcia­

Vallvé et al, 2000). Sin embargo tariibié~ s~,é:gnsi,der~ que éiertos genes no son factibles d~ ser 

transferidos, por ejemplo se cree que ·g~~e~-~6~ hciriió1ÓgÓs funcionales en un organismo tendrian 
·'e :·::.··_<·~~--;:<~·:::·u_/:;'.~_~:;:></,,;.:~;:·:<:~:~~:~_·:;·~'.:.': ,•(:;;:~~·- >.'· -.. :\ . :- ·_·.. . .· ·. -· , 

poco éxito permaneciendo de11trode ésté(lawrené:e;;1_999}. '¿Pero·que pasaría si,entre,éstos·.dos 
-:'..:1.··-;:_:_·:·._:-·1/:<- ·:;~-~-·/-o'-~':'< \'._~\.o':V<·.,.Fi~/;_.· ~W<.:'-:•,;;'.~J-~< !>:< .- __ ; ', - " .. "_, : '_-·~<--· ':;> 

genes se diera un evento de recombinación/ Eri.'ríí.iesfro"forupo de trabajO, .. Gustavo Sahtoyo ha 
- ; ,. " ·.-., ,;., __ .: _,.·:.'.':"'-~;--·; ~f,~-- _-,.~~·.:; ·-:..:~- . :,-:·· -·." .. · .' - . ;_ :-.: '.•_-., . .'"•::.:··: ·-:_. ·;: 

realizado cruzas. de E.· coli. (conteniendo: una copié! de. hifH con mutaciones. qué.generan' ün. sitio de 
' . . -- . ' - "'e; ~;,, .· ' . . . ' : - .·• '-· . . . • ;_, .• ,;_ • .:;_ :>-

corte para enzima de restricción cada 100 p~ én. la 'primera mitad del geñ) c~n\Jná'cepa de R. etli 

con un plásmido con una sola copia de nifH (cori mutaclbnes d~lr;,is~6 ~~.rn~··e~ '1a última mitad del 

gen). Como resultado se ha detectad~x q:Je ha}/recombin-ación;· é~tr~\'.estas? d¿s regiones. de 

homo1ogia de 1os plásmidos (a una trecllen~ia cie 1x10·1).:s~6~s&-,;1r'qJ~':JKu~ado: un:e~ento éie 
.'.· ,:_ • f -. -·. '• • ,, -· .... .., ."/_-_.~_,__:/. '.-·. -. ' -_'.:,_ ··~· .--, - -'· •• ' - ''·. • : - ' ._,. 

conversión génica (98% de los casos) en el que invélriablementefacopia delplásmido ~xternoaR. 

etli transfiere información a la copia endÓgen~.·Asl entond~s·~'{1p~t~ón:~~~ervado.en•la cepa coca 

sea por transformación o por conjugación. Si tomarnos ~e~' ~~~n'ta que, como se. ~eric,ionó 
previamente, esta cepa .p~rece'•compartir localiiació~ geoª~áflc~ con las cepas d~I ~rJpo 1 

., •.. • ' ' <"' • ' -~.'· ·----·;;~~"':.'- ·_¡~ ·-.. • . . • . . ' - ":';'>:. - . - . . - -
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grupo del Dr. Juan Sanjuan (Granada, España), con el cual nuestro grupo mantiene una 

colaboración ha encontrado evidencia de que el p42d es automovilizable. Evidentemente al ser 
--=-- -- --- ----

idéntica la copia de nifHc con las del grupo J debemos suponer que es un evento evolutivamente 

reciente y pmbablemente.en: L!~núm~~? de ge.n.e~aciones .la copia c será convertida nuevamente a 

de la éep~ IE4a1o e•>1E¡ao4: q~~ pbr sG ~~ri~cióh ekseb'üe~ci~;-(Sil~~ et ~l. 2002 y este trabajo) con 
• •• ,.- ' • • ,". < ,'.- • • '.'. ' " • •• - ,' "• -

respecto a las . demás' cepas. conti~nen valiosa infcmr1ádón • que podría apuntalar nuestras 

conclusiones. 
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