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“...los gérmenes que bullen invisibles en la retorta del mundo organico, 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 atmésfera 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 (1910)
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Evolucion Concertada entre Miembros de una Familia Multigénica en

Rhizobium etli.

RESUMEN

La duplicacion 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%
aun 75% del genoma de un organismo. En bacterias de la familia Rhizobiaceae la reiteracion génica
es comUn, un ejemplo interesante de esto es la reiteracion de los genes estructurales de la (nifHDK)
en Rhizobium etli.

Una de las caracteristicas 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
eny'"ukn‘a especie, pero, al compararlas con las de los genes ortdlogos en una especie relacionada
encontramos mayor divergencia. Esto sugiere que los miembros de una familia no evolucionan
indépehdientemente, sino que sufren evolucioén concertada.

- Uno de los mecanismos._que han. sido propuestos para explicar este fenémeno es la
- conversion génica. Esta se define: .como la transferencia no reciproca de informacion entre dos
secuencias homologas y es uno. de los resuitados .de . Ia recombmacuon Este es un evento

estocastico que puede atenuar Ia dwergencua entre renteracuones ya que una mutacnon en una de las

copias puede ser ehmlnada por conversnon génica con otra de Ias renteracnones o bien puede actuar
a la inversa, expandiendo estas mutaciones al resto d

eficiente, su tasa de formacxén debe ser mayor que lald

sugerido que exnste evolucnon concertada debido a Ia alta ldentldad de las reiteraciones del gen n/fH

en R. etli.

J eI papel de la conversnén gemca en R. etli hemos obtenido, por PCR
especufcos cad un de | as. coplas de nifH de 11 cepas de R.etli y las secuenciamos. Las

secuencnas obtenldas fueron alineadas y comparadas en busca de evolucion concertada entre las

reﬂeramones de cada cepa ‘A pesar de haber encontrado bajos niveles de divergencia entre las
secuenCIas nue os resultados revelan un patron que sugiere la operaciéon de un fendmeno de

evolucién concertada

coplas Para que este fenomeno sea :
utacnon En el género Rhizobium, se ha:
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gencia entre euteracnones -ya que una mutacion en una delas

mayo que la de mutacién. En el género Rh/zob/um se ha’




ANTECEDENTES

Teoria Neutral de la Evolucion Molecular

En 1968 Motoo Kimura postuld la teoria de la Teoria Neutral de la Evolucién Molecular, en
la que propone que la mayor parte de los cambios genéticos son invisibles a la seleccién natural, por
no presentar un fenotipo. Esta neutralidad selectiva causa que sean la deriva génica y la mutacion
los que mas influyen en la fijacion o extincién del alelo originado. Por otro lado supone que los
cambios généticos no sinénimos estéan sujetos a seleccion, tanto negativa como positiva.
De esto se desprenden 3 pred|CC|ones (Kimura y Ohta, 1974):

1. Las tasas"‘ e sustltucmn_smonlma deben ser mayores que las de mutacion no sindnima, debido a
que estas ultimas:tienen’ més probabllldades de ser ellmlnadas por seleccién.

ejemplo se esperarla may
tienen menor. tlempo de ge

lo que la teorla es ut zada como hlpote5|s nula en estudios de evolucion molecular.




Reiteracion Génica y Evolucion Concertada

La reiteracidén genética es un fenémeno 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 insercion, transposones y genes. Por ejemplo la reiteracion de genes para RNAr se
presenta en la mayoria de los procarlontes (Llao 2000) Ademas existen reiteraciones de los genes
'smann y Hlett 2000) y de los genes para factores de

de ﬂagehna (fla) en Campylobacter (MEI

epetncuones, como es el
-delecion debido a la

onsnderadas como un lmportante mecanlsmo de

»stablhzacwn de un fenotipo esenmal “as

dwersnt”camon evolutlvaibo presnon de 'seleccion sobre una(s) de las copla(s)
(Rutherford, 2000). E',T gl

la nitrogenasa reductéSa

ento’ este es ejemplifi cado por la retteracuon génica de
te que aunque una copla sea mcapacutada el fenotipo
: proporcnon (Romero et al, 1988). El fenébmeno de

Fjador de nltrogeno s

diversificacion - ha'/% dc ‘a'é'b de las hemoglobinas, ya que la beta, la alfa y Ia



Una de las caracteristicas mas 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 si.
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 evolucién concertada (Dover, 2000). Se han propuesto diversos mecanismos
para explicar este fendmeno aunque todos estan ligados a la recombinacion (Futuyma, 1992):

En el caso de las familias de pseudogenes y transposones, estos son capaces de formar
nuevas copias por retrotranscripcién a partir de la copia funcional mientras que las copias generadas
previanﬁente‘estén sujetas a delecidén. Si la tasa de delecion es mayor a la tasa de mutacion
entonces la familia sera homogénea en secuencia, ya que la mayoria tendra un origen reciente a
partir. de un ancestro comun, el gen funcional. Al ser objeto de seleccidn neutral las copias tienden a

acumular mutacnones pero esto solo se- reﬂeja

delemon Y substutucnon

'La famlllas de' enes no: moviles pueden’ser.homogeneizadas por recombinacién desugual
' combmamon desigual sucede pnnmpalmente
e copias. La homogenizacién de reiteraciones

dlspersas en el genoma por entrecruzamlentos'de5|guales esta menos favorecida debido al riesgo
de delecion de genes no relacionados.

Conversién génica

La conversién génica se def ine. como Ia transferenCIa no reciproca de informacién entre dos
secuencias homélogas (Rodnguez y Romero 1998) Este proceso es uno de los posibles resultados
del fenomeno de recombmacuon genetlca actualmente explicado por el modelo de ruptura en doble
cadena'y reparamon La conver5|on es ﬂexxble con respecto a los substratos participantes, pudiendo
ocurrir por apareamlento entre moleculas con una elevada identidad {como cromatidas hermanas o
cromosomas homélogos) o por interaccion entre reiteraciones localizadas dentro de una misma
cromatida o aun entre cromosomas no homoélogos (Futuyma, 1992). Este proceso se ha reportado
en eucariontes (Droum et aI 1999).

mente por esta relacion entre. las tasas de -




Recnentemente en procanontes se ha reportado conversnén génica entre relteraCIones de los -
genes f/a de Campy/obacter (Jordan et al 2001) Asn como en Ios tuf de S typh/mur/um (Abdulkarlm '

ﬂLa COHVGI’SIOD genlca es- un- pfOCG

dlvergenma entre reiteraciones, ya que Sl se da una
ehmlnada al recombinar con ofra de las relteracmne ‘
de apancmn debe ser superior a la de mutacion. El tracto de conversion tiene un promedio de 500 pb
y ‘'se ha detectado que existen sesgos en la homogenizacién de las secuencias pues casi siempre
ocurre en la misma direccién, es decir un gen es el que predominantemente convierte a los otros

miembros de la familia (Liao, 2000)
Fig. 1- Evolucion Concertada Entre las Copias de los Genes de RNAr 16s en Procariontes
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La secuencia de las copias de los organismos sombreados mantienen una alta identidad por evolucién concertada. Aae: A. aeolicus,
Afu: A. fulgidus, Bsu: B. subltilis, Bbu: B. burgdorferi, Ctr: C. trachomatis, Cpn: C. pneumoniae, Eco: E. coli, Hin: H. influenzas, Hpy: H.
pylori 26685, Hpy-J99: H. pylori J98, Mth: M. thermoautotrophicum, Mja: M. jannaschii, Miu: M. tuberculosis, Mge: M. genitalium, Mpn:
M. pneumoniae, Pho: P. horikoshii, Rpr: R. prowazekii, Syn: Synechocystis PCC6803, Tpa: T. pallidum. (Tomado de Liao, 2000)
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ion'en una 2 de las copias esta puede ser
Para que este proceso sea eficiente, su tasa -
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Recombinacion Homéloga

La recombinacién homologa es un proceso fundamental que rearregla genes dentro y entre -
replicones, y en eucariontes guia la segregacién de cromosomas (Sharples et al, 1999)
constituyéndose como una importante fuerza evolutiva que sirve tanto para generar diversidad
genética como para conservar identidad. Ademas, juega un importante papel en la supervivencia
celular ya que es parte del mecanismo que repara dafios en el DNA, generados durante la
replicacion V(rompimiento de la cadena lider, deslizamientos de la DNA polimerasa, etc..) -0 por

agentes externos como las radlamones y los rayos ultravioleta. (Mlchel 2000)
Fue en 1953, cuando Watson y Crick descifraron la’ estructura .de doble hehce del DNA

resolviera podrla darse mtercamblo de Ios marcadores Iaterales o no. La caracterlstlca prmc:pal de- :

este modelo es 'su. sumetria absoluta DNA heteroduplex en una molécula es mvanablemente
tra (Flg 2) En este caso la conversion génica se daba

acompariada por DNA heterodupl X € n
por reparacion enznmatlca ‘de lo _apareamlentos erroneos causados por polimorfismos entre los
heteroduplex en las dos moleculas i Sln embargo estudios en levaduras, principalmente
Saccharomyces cereV/S/ae mostraron que era dificil encontrar indicios de simetria 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 sencﬂla en solamente uno de los duplex participantes. A partir de este

ocurre una sintesis de DNA que desplaza a la cadena original. Esta cadena invade entonces una
molécula homologa desplazando la cadena de la misma polaridad que posteriormente es degradada
sa formandose una estructura de fusion. Esta estructura es como la

por la accnon de una nucl
propuesta en el modelo de Holhday, por lo que se le conoce como intermediario de Holliday, y

' aunque es genetlcamente asnmetnca es estructuralmente simétrica. Posteriormente, se lieva a cabo
.un desplazamiento de esta estructura del punto de inicio de la recombinacién y se resuelve.
Nuevamente existe un fenémeno de conversién génica al momento en que se resuelven
enzimaticamente los apareamientos erroneos por polimorfismos en el DNA heteroduplex (Fig.3).




Este modelo mostré incongruencia con estudios en Schizosaccharomyces pombe y Néurospbra, ya
que en éste se postulaba la transferencia de informacién Unicamente de la cadena invasora y“al
estudiar sitios promotores de la recombinacion en estos organismos se encontré que estos
“absorbian” informacién 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 kleyadiura gonjenidp en un plasmido estimulaba un evento recombinatorio que incorporaba
el plasmido al cromosoma. (Stahl, 1994). Esto comprobaba experimentos de Resnick y Martin (1976)
que con ehSayos de rayos X habian encontrado que la presencia de rompimientos en doble cadena
estimulaban récorhbinaciéh en levaduras. Asi en 1983 Szostak et al publicaron el modelo de
recomblnacnon por romplmlento en doble cadena y reparacion. Este se ha convertido en el modelo
clasico de recomblnacnon y se han identificado en procariontes al menos 25 proteinas involucradas

en el proceso (Kowalczyko : 2000) El proceso comienza con la generacion de un corte en doble
cadena, este es rec RecBCD, una helicasa con actividad de nucleasa, que degrada y

desenrolla ambas cad prdceso contintia, hasta que la proteina entra en contacto con una




el proceso se interrumpe y la molécula que sufrid los cortes en doble cadena se repara a partir de la
7 infq;m_acién transferida a la cadena invasora por la molécula invadida. (Hunter y Kleckner, 2001).

Fig. 2. Modelo de recombinaciéon de Holliday

en’
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Fig. 3. Modelo de recombinacion de Meselson y Radding
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Fig. 4. Modelo de recombinacién por corte en doble cadena y reparacién
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(Modificado de Stahl, 1994)

Duplex recombinantes
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Rhizobium etli y la fijacion de Nitrogeno

Las rhizobaceas fueron descritas por primera vez por Beijerinck en 1888 a partir de un
cultivo de un nédulo de raiz de leguminosa y para 1929, basados en su habilidad y especificidad
para nodular se habian descrito seis especies. Posteriormente*sé' iés'dividié en dos géneros por su
velocidad de crecimiento, Rhizobium para los de crecimiento rapldo y Bradhyrizobium para los de
crecxmlento lento (Wang et al, 2001).

Actualmente la familia’ Rhizobaceae esta integrada por bacterias aerébicas gram negativas
que por secuencna de RNAr 16S se consideran en el grupo de:las alfa proteobacterlas .Se
~>caracterlzan por su habllldad para entablar asociaciones smb:otncas con‘ ‘I' nggs ‘lggu(‘nyrln sas. ‘e,n:

y Rhizobium | Wang et al, 2001
El genero Rh/zob/u .

opacas y muc:laglnosas Las cepas del
anotrot” icas utilizando gran variedad de acidos

crecer en med ‘urla y en medlo PY sin calcio o con carbenicilina, espectinomicina, cloranfenicol o
nfampm Son apaces de crecer en medio minimo con malato como fuente de carbono pero no con

' arginina, hlpoxantma o_,sorbltol Su temperatura maxima de crecimiento es 35°C, todas las cepas son
resnstentes aI acudo nahdixnco y son agrupadas también por resuitados de hibridaciéon DNA-DNA,
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ensayos de multilocus y la secuencia de RNAr 168 (Segovua et al 1993) Tamblen es caracteristico

_de la especie la reiteracion de los genes estructurales de la nltrogen sa, Ia separacnon de los genes

de nodulacién en dos unidades estructurales (nodA y nodBC) pésencna del gen de inhibicién de

polisacaridos, psi (Segovia et al, 1993) y la capacidad de‘fbr. ; meIamna. V(Wang et al, 2001)

En Rh/zoblum etli la fijacion de nitrégeno ocurre:po f‘dpécién' del complejo enzimatico

nltrogenasa Esta enzxma Ileva a cabo Ia sugunente reaccmn‘

en. Rhlzob/um NGR234

Elmerich, ,1987). VEn al_c_
simbiotica completa, indicanc
1988). Hallazgos similares han sid

2 Flg 5.,'I'Ari;r>licaci6n de nifH en R. etli

nitH c

nitHDK a

Las reiteraciones a y b se encuenlran en un operén que codifica para Ia nltrogenasa complela. Ia copia c¢ solo codifica para la
subunidad H. :
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Hipotesis

En el caso-del- género ;Rh/zob/um se ha senalado previamente- Ia pOSlbllldad de que

ocurriera evolucion concertada debldo ala alta' dentldad (100%, Quinto et aI 1985) entre las

reiteraciones nifH de R. etli ; Esta alta snmllltu
nifH en A. caulinodans ORS571 (99%. Norely Elmench :1987) y de Rhlzoblum NGR234 (100%,

se observaen el caso de las relteraC|ones de

Badenoch-Jones et al, 1989). Esta suposnmon es reforzad" porque al comparar-las secuencias de-
u or (Flg 6) Ademas la conversién génica

las reiteraciones entre estos organismos su simil ‘m
ha sido demostrada experimentalmente entre Ios genes nifH de R. etli con una construccion que

demostraba este fenémeno cuando una insercién’en’ nifH, que generaba un coddn de término, era

removida por conversién génica con una copia "s,in ‘esta insercion, generando un fenotipo de
resistencia a Kanamicina (Figura 7); (Rodriguez y Romero, 1998).
Fig. 6. Filograma de las reiteraciones nifH de diferentes rhizobaceas

I—ORSS7lH2

0115

L0R5571Hl

0.066
etiHb

et {a

NGR234H2

ngr234H1

Las secuencias de nifH fueron oblenidas de GeneBank; R. etli CFN42 nifHa (M10587.1) nifHb (M15941.1) y nifHc (M15942.1); A.
caulinodans ORSS571 nifH1 (M16709.1) y nifHH2 (M16710.1); y Rhizobium NGR234 nifH1 (AE000101.1) y nifH2 (AE000105.1). El
filograma fue generado con MEGAZ2 por Neighbor-Joining, a partir de un alineamiento de las secuencias nueclotidicas generado por
CLUSTALX. La barra de escala indica 0.02 substituciones nucleotidicas por sitio. (E. Septlveda, datos no publicados)

No obstante que las observaciones anteriores sugieren la operacién de evolucion
concertada, una hipétesis alternativa podria ser que la duplicacién de las secuencias haya ocurrido
en un lapso evolutivamente corto posterior a la especiacion y por lo tanto que su similitud
intraespecie se deba a una falta. de tieirhpb ‘para divergir y no por el fenémeno de evolucién

concertada por conversién génica. .+ [
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Fig. 7. Construccién para demostrar la existencia de conversién génica en R. etli

A Phsnotype

—NZ o 5o

Kms Spf.

en(e (Ton bafdoide Rodriguez y Romero, 1998)

mlembro de la ‘fam

mlembros de la mlha seanp i eve Iplic:
Al comparar las secuenc:as delas’ renterac:ones de las cepas de R etl/ podriamos encontrar distintos

escenarios (Flg 8) Un es’ que las secuencuas fuesen iguales entre repeticiones y entre cepas, en
cuyo caso la expllcamon)més factlble seria la de la duplicacion reciente. Otro es que la identidad
entre los miembros de una cepa fuera mayor que con los correspondientes en las otras cepas, en

cuyo caso la hipotesis de conversion génica seria reforzada.

Estrategia experimental
Planeabamos emplear, en la medida de lo p03|ble genes paralogos.: Dos- genes ortologos son
aquellos que se encuentran en dlferentes orgamsmos que compartleron un ancestro comun y dos

nifH presentes en 11 cepas de R. elli. Para esto se obtuvo el DNA genomlco total de cada cepa y se
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Fig. 8. Posibles escenarios tras la comparacién de secuencias

Caso }
- a b ¢
_ b _ B - Evento de
v - - - - Duplicacion
= - = Reciente
V4 = =
Caso2
X a b c .
! = = Conversién
Ay
; Z;V"‘V

Identidad entre las secuencias de las repetnc:ones a. b, c
= Alta Identidad; ~ Mediana Identldad Baja ldenlida

oligonucledtidos complementanos aI gen nifH. de R_etll CFN42 (F:g 9) ‘Las ‘secuencias codlf cantes
obtenidas se anallzaron computamonalmente Se ha reportado una heteromgo&s del 0.67 en R. etli,

para genes que codifi can tan solo en cepas correspondientes a territorio mexicano (Pifiero et al,

1988) por lo que se:esperaba encontrar un cierto grado de variabilidad en las secuencias que
permitieran realizar el analisis

Figura 9. Amplificacion especifica y secuenciacion de cada region nifH en diferentes cepas.

region A region C region B
Y LY .Y
——— T —— [y T—— —
nifE nytD nxfX < nitk ¥ nI X nitR nItAS
l PCR l PCR l
nrew VU P AN 2 g

| 4o

SECUENCIACION DE CADA COPIA DE an )
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MATERIAL Y METODOS

TECNICAS MICROBIOLOGICAS BASICAS

Cepas
Las cepas de Rhizobium etli fueron obtenidas del cepario del Programa de Genética
Molecular de Plasmidos Bacterianos del CIFN y se resumen en la Tabla 1. k

Tabla 1. Cepas de Rhlzoblum etli Utilizadas en el Estudlo

B e R PR L PSS A e

p.x l Cepa I Zona Geograﬂca l—PIanta Hospedera
rCFN 421 l Guana;ualo México P. vulgaris

jé FRASIL 51 ! Brasil P. vuigaris

[ TAL 1821 Hawaii P. vulgaris

l CIAT 8941 Colombia P. vulgaris

': |7CIAT 8951 Colombia P. wulgaris

: li\/lKING 11 Belice P. vulgaris

: r KIM 52 Idaho, EUA P. vulgaris

§ I COC 81 Morelos, México P. coccineus

I
|
l
l
I
rCFNﬂ } Guanajualo, México
|
|
l
!
|
al.

. vulgaris

Morelos México . vulgaris

[ rCFN 285!
: I NITBAGIN'
I7IE.48103
rIE48043
rIE10043

Referencias: 1.- (Pifero et

EUA

México . vulgaris

México . vulgaris

P.
P.
P. vuigaris
P,
P,
P

México . vulgaris

, 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 esterilizaciéon se afadié CaClz a una
concentracion final de 10mM. Para la preparacion de medio sélido se empled agar bacteriologico a
una concentracion del 1.5%. Cuando fue necesario, se afiadi6 a los medios acido nalidixico a una

concentracion final 20 ug/mil. -
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Almacenamiento de las Cepas
Las cepas fueron sembradas en PY-Agar Nal 20, se lncubaron a 30°C durante tres dlas y se

almacenaron a 4°C, resembrandose cada mes.
Para la conservacién a largo plazo se incubd una azada de cada cepa en

durante 24 hrs. Posteriormente se transfirieron 0.5 ml del cultivo a 0.5 ml de gllc

esterilizado y se almacenaron a -70°C

ANALISIS MOLECULARES

Perfil de Plasmidos , . :
Se incubd cada cepa en 5§ ml de PY llQUldO durante 24 horas y se trato segun Eckhardt
(Eckhardt, 1978). Se realiz6 una electroforesis vertlcal en; n’gel de. agarosa en Tns Boratos al0.7%

durante 1 hora, a 8 mA corriente constante y postenormente 4 horas a 40mA voltaje constante

Extraccion de DNA i ;

Se cada cepa en 3 ml de PY llqmdo durante 24 hrs., se centnfugo y la pasttlla celular fue
lavada en TE 50/20. Se lisaron las celulas utlhzando lisozima, pronasa y SDS 'y se precipitaron las
proteinas con Acetato de Amomo saturado Se centrifugd nuevamente y se precipité el DNA del
sobrenadante con lsopropanol Se Ilmplo con etanol al 70% y despues de evaporar se resuspendio
enTe 1/10 con RNAsa Para verificar la calidad del DNA extraido se hlZO una electroforesis de una
muestra de 3 ul del extracto 2 ul de agua y 1 ul de azul de bromofenol en un gel de agarosa en Tris-

Acet_atos al 1% durranvtkeyduna hora a 75 volts.

Amplificacién (PCR) de las Regiones nifHDK

Se ﬁtil‘iiarOn’ los pares de oligonucleétidos E201-E202, E215-E216 y E237-E238, especificos
para cada regaén n/fHDK (Flores, comunicacion personal) ,B2U, B2L, U198, L198, U171 y L171. Las
reacciones se hlc1eron con el kit GeneAmp XL (Applied Blosystems) segun las instrucciones del
fabricante para_.,reacc10nes de 25 ul y con el programa de temperaturas propuesto para los
oligonuclec‘:ﬁddéE (Flores et al, 2000), empleando un aparato Mastercycler 5330 (Eppendorf):
94°C 1 minuto - g
37 cnclos de

217:




94°C 15 segundos
68°C 1. minuto——'
72°C 7 minutos.
" Para amplificar con los. oligonucledtidos B2L U198, 1198, U171 y L171 se diseii6 el siguiente
programa de temperaturas: :
94°C 1 minuto
20 ciclos de:
94°C 30 segundos
60°C 1 minuto
68° C 5 mlnutos
17 ciclos de

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 Ollgonucleotldos Usadas para Amplificar las Regiones nif

A o SR K v T ETRCAL S Wt S Sy T

Zl Upper l Lower :l Reglén rTamano Esperado
l E207 [ E202 [ nifHDKa | 6618 pb
| E215 | E216 ;[ nifHDC | 4668 pb
l E237 | E238 [nifHDKb l 7240 pb
;r B20 [E202 [miHDKa | 5360 pb
| B2U [ E238 [ mifHDKb | 5655 pb
I B2U [ B2l rnifHDKb ] 7191 pb
l E237 [ 820 f nifHDKb | 8179 pb
a| w7t [ L171 rnifHDc ' 7844 pb
;I U158 rugs [ D | 7353 pb
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Tabla 3. Ollgonucleotldos Usados para Ampllflcar las Reglones nif

3'_9"5? [ Complementacion ' Secuencia r
!‘l E2011 , Upper l 5 CGGACGCCTTCCATTCCAAAGTAATGTTCA 3°
' 52921 l Lower [ 5 CGTCTCTCCTGCAATGGTCTTGATTCTAGC 3~
i[v‘r:‘2‘15' [ Upper [ 5" GGCAAGGACAAATAATTGGGGTCCGAACAC 3°
| E“216‘”.r Lower [ 5" GACAAAGCCGAACTTAGGAGATTGCTGTTC 3~
l_‘ E237" l Upper l 5 GTCTCAGAGCCCGATTCAAAAGTTCATTCG 3
' E238! , Lower [ 5 CGITCCTGGTTGATATCGAGCCAAGGTGTC 3
Ih pzuz ’ | - Upperw B [ 5 TGTGGTGGTTCGGAGTAACTTTCTG 3
| B2L? l Lower [ 5 GGGAGGAATCAAGCGATCCAGGACAC 3
;l l’Jr1_9'82 | Upper l 5 GAGTAATCCGCACAACAACAGTCT 3
§| L1982 l Lower [ 5 CTTGACAAAGCCGAACTTAGGAGAT 3
, uiziz | Upper l 5 GGCGTGCGTTTTGCTAAGAT 3
; [ L1712 | Lower [ 5 TTCTGGCGTATTTGAATGTTACTGA 3

Referencias:; 1.- (Flores et al., 2000); 2.- (Este trabajo)

Purificacion de las Regiones nifHDK |

El resto del producto de cada una de las regiones amplificadas se separ6 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 lil de BIO101. Para retirar cualquier traza de la matriz utilizada
en la elucion (celite), que pudiera interferir con otros experimentos, se traté cada muestra con las ;
columnas de limpieza CENTRISEP (Princeton Separations) y se verific el producto en un gel de

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

Amplificacion (PCR) del gen nifH de cada region nif
Se utilizaron los oligonucledtidos HindU, BamU, BcelL y Xbal (Santoyo, 2000) diluidos en
TEN. Las reacciones de PCR se establecieron empleando el kit Tag DNA Polymerases (Life
Tecnologies), utilizando las siguientes cantidades para una reaccion de 50ul:
H20.-25.5 ul
Buffer 10X. - 5 ul -
2mM MgCI2 22 ul
dNTP S (dATP’ dGTP dTTP, dCTP, 2.5mM c/u).- 8 ul
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DMSO.-3 ul. -

Oligo 1 (5uM).- 2.5 ul
Ollgo 2 (5uM) 2 5 ul'
DNA 1 ul o
Taq po‘. 05 ul S

Las reacc nes se reahzaron con el sxgunente patron de temperaturas

30 cnclos -
' ~96°C 1 minuto

72°C 10 mlnuto

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

75 volts

,prdddctos se hizo una electroforesis de una muestra de 3ul de cada uno, 2 ul de

Tabla 4. Ollgonucleotldos Usados para Ampllflcar el gen nifH

| Oligo | Complementaclén f Secuencia

l HindU? I Upper nifH base 12 f5'AGGAAGCTTATATGTCAGATTTGC 3’

| BamU" [ Upper niff base 135 | 5 GGATCCGACCCGAAAGCC 3
| Ball™ [ Lower nifH base 831 l'S'CTTGATCATGCCGAAGTCGAG 3

#[Xbal' [ Lower nifHfbase 911 [ 5 TCCTCTAGACAGCGGCAGTTAT 3

Referencias: 1.- (Santoyo, 2000)
Tabla 5. Combinaciones de Ollgonucleotldos Usadas para Amplificar nifH

| Upper rLower [ Region [ Tamano

: | HindU l Bell. [ mifH [ 819pb )
}l HindU [Xal [ niH | 900 pb
| BamU I BelL ‘ nifH I 696 pb
#IBamU T[XeaC [ mm [ 776eb
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Secuenciacion

Los productos: de PCR- de n/fH de cada cepa fueron tratados nuevamente con® columnas T

CENTRISEP para ellmmar |mpurezas Se utlhzaron Ios ollgonucleotldo "”Ka
(Santoyo, 2000), H1388‘
de Ollgo llevados a"12 ul

(este trabajo) en una mezcla q’

','por reaccion. Las reacciones fueron

.-De Evolucuon Mol ;léular del CIFN udtilizando el kit DYEnamic ET Dye Termlnator (Amersham T

Bloscxences) :
Amersham Blosmences

Tabla 6. Oligonucleétidos Usados para Secuenciar el Gen nifH

e

‘El Ollgo rComplementacién r Secuencia

l ApalU? [ Upper [ 5 GTGCACATGACGATGTCCACT 3
| U765 r Lower rs' GACCATTCCGACCCCGATTAC 3

[ KasL.' , Upper lS' GCGCCCGTTACAGATCAG 37
l HL388! | Lower I 5" AAAGCCACCGCACACCACATC 3°

ANALISIS BIOINFORMATICOS

Banco de Secuencias
Las secuencias que se utilizaron en este trabajo y que ya se encontraban depos:tadas en el

Genebank son las siguientes, (el nimero de acceso esta entre paréntesis): S e

R. etli CFN42 nifHa (M10587.1) nifHb (M15941.1) y nifHc (M15942.1); A. caullnodans OR8571 nlfH1

(M16709.1) y nifH2 (M16710.1); y Rhizobium NGR234 me1 (AE000101 1)/y n/fH2 AEOOO105 1) R

gallicum bv. Gallicum FL27 nifH (M55226)

Ensamble de las Secuencias by S

Las secuencias fueron anotadas utilizando el programa Phred (Ewmg et al, 1998) y
depuradas manualmente, editandolos 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 depuracion. Los archlvos de secuenma depurada fueron convertidos en
archivos de secuencia de LaserGene (agrupados por region y por cepa) y ensamblados utilizando el
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LaserGene Genomic Project M'anager con las variables preestablecidas en éste. En los sitios

) traslapantes de Ias secuencnas en que se presentaban polimorfismos: se resolvié por calidad de la’

anotacion y por la base anotada en la mayoria de la secuencias. En los polimorfismos en que no se

podia: apllcar objetlvamente este criterio se volvio a secuenciar la region hasta que se pudleraf

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

secuencia de LaserGene y como archivos de texto en formato FASTA: -

Traduccion de las Secuencias

Las secuencias nucleotidicas fueron tradumdas en. los 3 marcos de lectura en la cadena
dones estandat ‘Se consndero aI ORF mas' .

codificante, con BioEdit (Hall, 1999), usando la tabla de c
largo como el codificante y se guardaron como afCh'V0§, d

rmato FASTA

Alineamiento de las Secuencias

Las secuencias, tanto nucleotidicas como de ammoacudos, fueron almeadas con CLUSTALX:“‘
(Thompson et al, 1997) utilizando los parametros preestablecndos Todos los pohmorf~ smos“
detectados en los alineamientos fueron revisados nuevamente con CONSED, y en caso de perSIStlr,,

la duda se resecuencio la region.

Filogramas, Computo de Distancias y Pruebas de Neutralidad » T
Los filogramas fueron generados en MEGA 2.1 (Kumar et al, 2001) por-. el'método:de
Neighbor-Joining usando el modelo de dos parametros de Kimura y aphcando un bootstrap de 000

repeticiones sembrado a partir del 24054,
Las distancias entre grupos y dentro de los grupos fueron calculad s
numero total de diferencias y por. eI modelo de dos parametros de K| :
Los numeros de substltumones smommas y no. U
usando el metodo modlf cado de Nel GOjObOI'l y agrupando la
meb) la tasa dN/dS fu calculada manualmente a partlr de estos datos :

(nlfHa nlch y
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Anilisis de dominios B ;
Los sitios polimérficos que permanecieron tras la segu'nda" vy’vv'u;‘alljtyarlde vdépuyra‘(':'ién;fueron ahéliz‘adqs'v, T
con PsiPred, utilizando las variables preestablecidas, L(,,Joh'ééfv,1‘9v;9'9)"para revisar si afectaban el
dominio de estructura secundaria del que forman parte. Ademas se hizo un BLAST, también con las
variables preestablecidas, a partir del cual se hizo una blsqueda de la base de datos de dominios
conservados (Marchler et al, 2002) para revisar la incidencia de estas en genes paralogos.
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RESULTADOS

Perfil de Plasmidos

El perfil de plasmidos es un método utilizado ampliamente en la subdivision de especies
(Vandamme et al, 1996) y fue realizado para asegurar que las cepas utilizadas eran las que se
querian utilizar y que no hubie'Seh"'sufridb una alteracion que podria alterar el modelo. E! perfil deAr
plasmidos conncndlo con. Io reportado prewamente en las cepas CFN 42, BRASIL 5, TAL 182, CIAT... .

va tal
e habia reportado que'llo' pI"
llos mlgro a la altura del’ plasmldo

. Sin embargo esta cepa es
conocnda sor-el Ito indlce de rearreglos que presenta y se le utilizd con reserva en caso de

encontrar un resultado fuera de lo comin en analisis posteriores (Figs. 10, 11 y 12).

Figura 10. Perfil de Plasmidos de Cepas de R. etli

1-CFN 42(d), 2-CFN285, 3-CFN1, 4-TAL182, 5-NITRAGIN8251, 6-BRASIL5(c) , 7-CIAT894 (c), 8 CIAT895(b)

-24-
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, 2002). En el caso de. la cepa CFN 285 se encontraron
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Figura 11. Perfil de Plasmidos de Cepas de R. etli

1-COCB8 (b), 2-CFN42, 3-KIMS, 4-VIKING1

Figura 12. Perfil de Plasmidos de Cepas de R. et/i

1 2 3 4

1-1E4810, 2-IE4804, 3-IE1004, 4-CFN42

Amplificacion de las regiones nifHDK

A partir de una dilucion 1:10 de DNA total de cada cepa, utilizando los pares de
oligonucledtidos E201-E202, E215-E216 y E237-E238 se intentd amplificar las regiones nIfHDKa :
nifHDc y nifHDKb de cada una. En la figura 13 carriles 1, 3 y 4 podemos apreciar el tamaﬁd &»éfl_os‘
productos de cada una de estas reacciones en la cepa CFN42

Con Ios ollgonucleotldos lndlcados fue posnble amphf‘ car solamente las regiones a, b y ¢ de

;Con esta combinacion fue mas frecuente’ (6 de

hberada del plasm|do snmblotlco de R etll CFN 42 (http /lwww.cifn.unam. mx/rethdb/) ademas se
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detectd que el oligo E237 es complementario a una region identificada como una probablé 'IS que
puede estar expuesta a msermones y delecuones que ‘afectarian esta complementariedad; A51 mlsmo“’f o
se encontré que el ohgo E215 es complementano a una regién no codnfcante Ia cual pudlera tener'

respectlvamente (Flg .1‘4) Utlllzando dlferentes comblnamones de estds ollgos;(
amplificar la region b de la mayorla (9 de 11) de las cepas en las que ésta no
obtener, Ia region c de dos cepas (IE1804 y NITRAGIN) y la a de dos cepas m‘
NITRAGIN). ' o
En resumen se amplificaron 35 copias diferentes de las regiones nif, estas COr’respcSn'dérn a
las tres copias (a, b y ¢) de 10 cepas (CFN42, BRASILS, TAL182, CIAT894, CIAT895, VIKING,
KIMS, IE1004, IE4804 y COCB8) vy a las copias a y b de las cepas |IE4810 y NITRAGIN. La cepa
CFN285, de la que solo se obtuvo la region a, y la cepa CFN1, de la que no se pudo amplificar
ninguna copia, fueron desechadas ante la imposibilidad de obtener genes paralogos para realizar el
estudio.

Figura 13. Amplificacion de las regiones nifHDK
de R. etli 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 B2U/E-238 , 6.-nifHD"¢c
U178/L178 , 7- nifHD*c U198/L198 . Gel Vertical de agarosa en TA al 1% tedido con Bromuro de etidio. Todos los productos fueron
limpiados con el kit de GenClean, con excepcidn del carril 2 para ejemplificar el producto en bruto, y se afiadieron 4 ul de muestra por
carril
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Tabla 7. Amplificacion de las Regiones nif con Oligos E

" Cepa | nifHDKa ]; nifHDc l " nifHDKb |
CFN 42 ] + J + | - |
BRASIL § | + J - J x ]
TAL 182 | + J + I + ]
CIAT 894 | - J - I + |;
CIAT 895 l - J;# l x lﬁ
VIKING 1 | + J + | x |
'KIM'5 | . J* Jx ’ |
coc s | - J + J x |
CEN 1 I x J X I X I
CFN 285 I x J x l x I
NITRAGINI x J x J x l
IE4810 | - J x J x |
IE4804 | - J x J x I;
“IE1004 l+ J T4 J x |*

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

Tabla 8. Amplificacién de las Regiones nif

[ Cepa | nifHDKa ” nifHD*c J nifHDKb |-_
| BRASILS | . I’ + I;'Bz'U/Ezsa |
[ ClaTees |+ I+ | BUE23 |
TTVIKING 1 ] YT “l,f““""“'T“*J"EQU'/"E'zaé’|
KIMS5 I + | - J B2U/E238 |
cocs | + | - J B2U/E238 |
CFN 1 | x | x l x |
CFN 285 I B2U/E202 | x J x |
NITRAGIN | B2U/E202 | X J B2U/E238 I
IE4810_I + |{ x J B2U/B2L |
IE4804 | - |i U198/198 l E237/B2L |
IEf004 |+~ ||+~ | E207/B2L |

X no se obtuvo; + previamente obtenido
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Figura 14. Anotacion de las regiones HDK

I S S S W

ISRm10 ISRmI10 nifHa nifDa nifKa nifEps Hipo H ipo
nifHDKa
(6869 pb)
7 uss e3Ts L% e Y7
nolO Hipo hemN2 nifD*c nifHe nifQ psiB
nifHD*c
N N (10663 pb) - -
E237 B2U E238 B2
IS1031 Transposase nifHb nifDb nifKb nifE nifN nifX
nifHDKb
(9357 pb)

Las flechas indican la direccién de los oligonucleétidos sefialados. Anotacion realizada en GeneConstruction Kit con informacién
obtenida de RETLIDB (RETLIDB, 2002)




Amplificacion de nifH
Los productos obtenidos fueron separados por electroforeS|s en un gel de agarosa al 1% y

eluidos por medio del Kit GeneClean [l de BlO101 Y. se pasaroA por una columna de Sephadex. De

esta forma se eliminé el DNA gendémico que podna dar un falso posmvo y los residuos de la limpieza

que podrian interferir las siguientes reaccuones de PCR Enila t”g'urak 15 carril 2 se puede apreciar el
producto antes de la limpieza y en los demas carrlle como qu

n los productos después de esta. =

A partir de las regiones punfcadas s

Xbal (Flgs 15 y 16) para ampllfcar el eglon sin- embargo no todas Ias"

reaccnones dleron prod_ucto Solo'se ‘bt "‘tres coplas de nifH de cuatro’ cepas (CFN42'
BRASIL5, TAL1 82 y VIKING1) yi

pohmofsmos en las zona

copla de la cepa ClAT894 (Tabla 9) Esto suglere la exnstenma de

edafias* a n/fH por lo que, para tratar de ampht”car | as: coplaskde"n/fH. :

que no se pudleron obter_\e cuyas: reglones estaban dlspombles se pror' v' C

Han BelL y BamHU-Xb L 52’15 'y 16), logrando ampllﬁcar lasﬁtre copias. de,9 pas (CFN42
BRASILS, TAL1 82 VIKING CIAT894 'CIAT895, KIMS5, IE1004 y COCB) y las COplaS a yb de dos
cepas (IE4810 y NlTRAGIN) La cepa |E4804 fue desechada al no poder obtener al menos dos

genes paralogos para el estudlo

Tabla 9. Amplificacién de nifH

1

Copa | i | e | i | 2

CFN42 |+ | + | + ]

Brasil5 _ |' + | + | «+ J Cepa | _nifHa | _nitHe | _nifHb |
TAL182 |+« |« | + | CiATB94 | * o+ | = ]
ciaTees |+« | x | x | CIATB95 |+~ | 4+ | v |
claTg89s | x | x | x | KIM 5 | o+ | = ] o+ ]
VIKINGT |+« | « | +« | cocs RS N~ =
KMs | x| x 1 x| CFN 1 |_o | o 1 o |
cocs  Jx | x | x | CFN285 | —+ | o | o |
CAN1 | o o J x | _NITRAGIN | ++ | o |
CFNZ85 | x| o | o | IE4810 |+~ __J.o =~ |
NITRAGIN | x | o x | IE4B04 Jo= 1 x ) x|
E4810 | x | o | x 7} IE1004 [ = S (|
IE4B04 | x | x . x |

E1004 | x }x x|

(1) HindU y Xbal,; (2) HinU-BcIL y BamHU-Xbal,, + se obtuvo; X no se obtuvo; o No disponible; * Ya obtenido; En (2) HObtemdo con
las dos combinaciones
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Figura 15. Amplificacion de nifH

(1) HindU/ XbaL A-nifHa; B-nifHc; C-nifHb CFN42. (2) 1- HindU/BclIL nifHa CFN42; 2 BamHU/Xbal nifHa CFN42. Gel de agarosa en
TA al 1% teRido con bromuro de etidio.

Secuenciacién
Los productos obtenidos, de las cepas de Ias que se habia podido amplificar por lo menos

dos reiteraciones de nifH, fueron secuenciados en ambas cadenas utilizando los oligonuclestidos
HL388, HU765, KasL, BamU, BelL y ApalU (Fig. 16) en 3 ocasiones.

Figura 16. Oligonucleoétidos Complementarios a nifH y Estrategia de Secuenciaciéon

HindU BamU AvrU ApalU HL388 KasL Mlul. HU765 Belll Xbal
S B 11 1

12 135 232 364 388 567 703 765 831 911
- s )

( Modificado de Santoyo y Romero) - '

‘ Unavez idie'kpu‘h’qék_s:y;eynsambladas las secuencias se obtuyiéfon 31 ORFs de 895 pb. Las
copias disponibles de los ‘genes en las cepas CFN42, CIAT894, CIATB95, NITRAGIN2851,
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BRAS|L5 TAL1 82 resultaron ser idénticas. En la cepa Vlklng1 se encontro un pollmorﬁsmo en nifHe.
cada copla ) a nque n/ch no compartla dos de

En Ia cepa KIM5 se encontraron cuatro camb'os
‘ellos con Ias otras coplas En la cepa COCB se e contr

n cuatro cambios en Ia copia nifHa y cinco

en n/be ambas oblas compartlan 4 cambios con n/fHa nifHb.de KIMS5;- deymanera interesante, la
' inco cambios compartidos
as cepas COCB KIM5 y

copla n/ch resultd ek tica'a las ¢

aspértlco por el aminoacido polar senna en ‘ambas 0 as copla mea presenta

dos cambios no neutrales mas. Uno en Ia base 309 que provoca un camblo de una lsoleucma por

una valina, ambos aminoéacidos no polares enla poswlon 105 y otro enla base 386 que provocael
cambio de una glicina, un aminoécido no polar, por un acido aspartico en la posicion 129 (Fig.18).
Un anélisis de prediccién de estructura secundaria mostré que estas mutaciones no alteran los
dominios de Hélice de los que forman parte (datos no mostrados).

F‘igLirra 17. Alineamiento de las Secuencias obtenidas de nifH

Al ser idénticas en sus 3 copias las cepas CFN42, CIAT894, CIAT895, NITRAGIN2851, BRASILS, TAL182 se resumen con la copia .
nifHa de CFN42, la; tres copias de la cepa IE1004 se resumen con la nifHA y la copia nifHb de Viking con la nifHa

40 50 50 70
CFN42Ha ATGTCAGATT TGCGTCAAAT CGCATTTTAC GGCAAAGGGG GGATCGGCAA GTCCACCACC TCCCAAAATA
IE4810Ha
IE4810Hb
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHC
VIKHc
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80 - - 90 100 © 110 120 130 140
CFN42Ha CGCTCGCAGC GCTTGTCGAC. CTCGGGCAGA AGATCCTGAT' CGTCGGATGC GACCCGAAAG ' CCGACTCCAC

IE4810Ha Gl
IE4810HDb “iC.
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHe
KIMHa
KIMHc
VIKHe

210
~CATCTGGCAG CGCAGGAAGG TTCGGTGGAA

CFN42Ha CCGGCTGATC

IE4810Ha R
IE4810Hb .
IE1004Ha .
COCHa .
COCHDb .
COCHc .
KIMHa e e e
KIMHc ceeeen
VIKHc che e e e an

220 230
CFN42Ha GACCTTGAGC TCGAGGACGT GCTCAAGGCC”
IE4810Ha C et e asaee saeeraeeee aesesesene
IE4810HDbL
IE1004Ha
COCHa
COCHDb
COCHe
KIMHa
KIMHC
VIKHe

CFN42Ha
IE4810Ha :
IE4810Hb o
IEIOO4Ha
COCHa
COCHb .7
:COCHe -
KiMHa
KIMHc
VIKHe

CFN42Ha
IE4810Ha
IE4810Hb
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHc
VIKHe
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CFN42Ha
IE4810Ha
IE4810HDb
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHc
VIKHc

CFN42HA
IE4810HA
IE4810HB
IE1004HA

COCHA

COCHB

COCHC

KIMHA

KIMHC

VIKHC

CFN42Ha
IE4810Ha
IE4810HDb
IE10O04Ha
COCHa
COCHDb
COCHe
KIMHa
KIMHc
VIKHc

CFN42Ha
IE4810Ha
IE4810HD
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHc
VIKHc

CFN4{42Ha
IE4B810Ha
IE4810HD
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHc
VIKHc

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

Sos10 v
ACATCGCCAA- GGGCATCCTG ~AAAT.

550 560
CTGA TCTGTAA;GA

500

. 610 . Doy 620
GCTGCCAGGC: TCAATTCCAA

570
GCGCCAGACG

590! 600
CTC'CGAGGCGCTG

690 = 7700

640 650 660 69 3
CAG -TACGCGCCGG

TTTGTGCCGC GTGACAACAT  CGTCCAGCAC GCCGAGCTCA

710 720 73005 L. 7407 50 60 1 " 770
ACTCCAAGCA GGCCGGGGAA TATCGGGCGC TAGCCGAGAA .GATCCATGCC: AATTCGGGCC AAGGGACCAT
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CFN42Ha
IE4B1OHa = ..., cuieanineannse
IE4Bl0HL ...... e .
IE1004Ha = .......5.-

COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHe
VIKHc

780 790 soo 810 - 820 830 840
TCCGACCCCG ATTACCATGG AAGAGCTCGA AGACATGCTG CTCGACTTCG GCATCATGAA GAGCGACGAG

850 - J.860 - 870 :.880 i+ .890
CFN42Ha CAGATGCTGG CCGAACTACA GGCCAAGGAG TCAGCGGTGG TTGCGGCTCA ATAA
IE4810Ha e s e oo
IE4810Hb “eTeenn ;
IE1004Ha
COCHa
COCHb
COCHc
KIMHa
KIMHC
VIKHc

Alineamiento generado con CLUSTALX usando los pardmetros por default. Tamaiio total del alineamiento 894 pb.

Figura 18. Alineamiento de las Secuencias de Aminoacidos de las copias de nifH

Al ser idénticas en sus 3 copias las cepas CFN42, CIAT894, CIAT895, NITRAGIN2851, BRASILS, TAL182 se resumen con la copia

nifHa de CFN42, las tres copias de la cepa IE1004 se resumen con la nifHA y la copia nifHb de Viking con la nifHa

10 20 30 . a0 S0
CFN42Ha MSDLRQIAFY GKGGIGKSTT SONTLAALVD LGQKILIVGC DPKADSTRLI
CocHb .
CocHc
KimHa
KimHe
VikHe
VikHa
IE1004a
IE4810Hb
IE4810Ha

CFN42Ha
CocHb
CocHc
KimHa
KimHe
VikHc
VikHa
IE1004Ha
IE4810Hb
IE4810Ha

CFN42Ha
CocHDb
CocHe
KimHa
KimHe
VikHc
VikHa
IE1004Ha
IE4810Hb
IE4810Ha

_3'4'_



g S T VR L R T B s awmeit

160 170 180 190 20
CFN42Ha VMSGEMMALY AANNIAKGIL KYAHSGGVRL GGLICNERQT DRELDLSEAL
CocHb - . S
CocHc
KimHa
KimHe
VikHe
VikHa
IE1004Ha
IE4810HDb
IE4810Ha

CFN42Ha AARLNSKLIH!®
CocHb . - ..ol RPN

CocHEe -  (.....
KimHa el s
KimHe = o ....0.00 .
VikHc PRSP RN
VAKHA 0 e e e e e S N s e D T U s e e
IE1004Ha ~ ...... i S
IE4810Kb  ...... e e T e e e e e e e e
IE4810Ha L S e e e e e ae e

28
CFN42Ha NSGQGTIPTP
CocHb ' L. 000
CocHe el "
KimHa . @ ... ‘e
KimHe RPN A
VikHc e e
VvikHa :
121004143 .
IE4810HbL . |
IE4810Ha

A partir de los almeamlen n fil grama en que se puede apreciar mejor la

P s Para poder dar polarldad el fi flograma fue

onsuderamos Ia alta sw el “de ‘secuencia

conclu51 n
ammoamdos entre las coplas de dlferentes cepas, e mcluso Ia que existe con respecto a otras
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Figura 19. Filograma de las Reiteraciones de nifH en 11 Cepas de R. etli

—— VikHc
VikHa
VikHb
894Ha
894Hc
894Hb
895Ha
895HDb
895Hc
BraHa
BraHb
BrakHc
42Ha
a2Hb

5 42Hc [t )
JTama.
TalHb .o

95

24 co

U IE1008HE

— IE1004Ha T ]

85 : ; 3
IE1004Hb ‘

GallicumH

0.005

Filograma generado con MEGA 2.1 usando el métodoNeighbor- Joining.Las primeras 3 letras indican Nit:NITRAGIN8251,
895:CIAT895, TalTAL182, B894:CIAT894, Bra:BRASIL5, 42:CFN42, Coc:COC8, Vik:VIKING1, Kim:KIMS, [|E1004:1E1004,
{E4810:1E4810, Gal: Rhizobium galficum FIL27. Las Gitimas 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 realizé con 1000 reiteraciones. Los niimeros indican los grupos
en que se dividio el filograma para su discusion.
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rhizobaceas (Flg 20) Sm embargo si estas 3 cepas se anallzan de forma mdependlente los
resuitados, muestran que los genes de la cepa IE4810 se encuentran' bajo seleccmn dlversn”cadora

(Tabla 10) o ;
Esta” sele cnon punf ca ora

ifunc:onales En este caso y en ausencia de conversion gemca Ias dlferencnas en secuencua se

"relteramones de una especie como entre las reiteraciones de diferentes especies. En el cas

exnstlese evolucién concertada en presencia de seleccién purificadora, se esperarfa que e

constltuye una sﬂuacnon partlcular que se anallzara hacna el t” nal de la discusmn

’ . Tabla 10. Tasa de Substituciones No Sinénimas y Sinénimas

| Dn | ds | dNids |

nifHa | 054545 | 345455 | 0.157893 |
nifHb | 022222 | 272222 | 0081632 |
_nifHe | 036364 | 327273 | o0.111112 |
1E4810 | 2 | 1 | 2 ]
cocs | 066667 | 333333 | 0.200001 |

' K|m5 | 066667 | 0.66667 | 1 B
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Figura 20. Filograma de la Secuencia de Aminoacidos de las Reiteraciones de nifH en 11
Cepas de R. etli

64 | IE4810Hb
F-I——IEdawHa
— CocHb
— KimHc
CocHe
CocHa
KimHa
KimHb
NiTHa
NitHb
42Ha
42Hb
42Hc
TalHa
TalHb
100} TalHe
IE1004Ha
IE1004HDb
IE1004Hc
BraHa
8raHb
BraHc
894Ha
S3f - 894Hb

k " |894Hc
895Ha
895HbL
885Hc
VikHa
VikHb
VikHe

GallicumH
‘ NGR234H1-
_—ﬁ{ NGR234H2
[ ORS571H1
100L ORS571H2

—_—
0.02

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:KIM5, IE1004:IE1004,
|E4810:IE4810, Gal: Rhizobium gallicum FL27, ORS571: A. caulinodans ORS571, NGR234: Rhizobium sp. NGR234 Las Gitimas dos
letras indican Ha:nifHa, He:nifHe, Hb:nifHb excepto en R. gallicum en que solo una copia se encuentra disponible (M55226). EI
bootstrap se realizd con 1000 reiteraciones. Los nimeros indican los grupos en que se dividio el filograma para su discusién.




Tabla 11. Numero de diferencias Sinénimas ps (x100) entre los miembros de la familia
multigénica nifH en diferentes cepas y especies de rhizobaceas

Rhizobacea ] ps | Err.Std. |
R. etli IE1004 | 0.000 | 0.000 |
R. etli COC8 | 1.300 | 0.600 |
R. etli Kim5 ] 0300 0.200 |
R. etli CFN42 | 0.000 | o0.000 |
R. etli IE4810 | 0400 | 0400 |
Rhizobium sp. NGR234 | 0.000 | 0.000 |
A. caulinodans ORS571 | 2000 | 0.800 |

El error standard se calculd en base a un bootstrap con 1000 reiteraciones.

Tabla 12. Nimero de diferencias Sinénimas ps (x100) en los miembros de la familia
multigénica nifH entre diferentes cepas y especies de rhizobaceas

] IE1004 | cocs8 | KIM5 | CFN42 | IE4810 | NGR234 |

1004 | N I I B R R
coce |_28(o.9) | N NN B B
KiMs |_26(09 | o07(3) |G N
CFN42 | 3.1(1.0) | 13(05) | t.8(0.8) | EEEG_u I R
IE4810 | 25(0.9) | 15¢06) | 1.2¢0.6) | 1.8¢0.7) |G NN
NGR234 | 31.2(27) [ 31.7(27) | 315(2.7) | 32.0(2.8) | 31827 | NNGEGEG_GN
ORS571 | 41.9(28) | 42.7(28) | 426(2.8) | 42.7(2.8) | 425(28) | 34.8(2.7) |

ps (x100) y entre paréntesis el error standard calculado en base a un bootstrap con 1000 reiteraciones. Las cinco primeras filas
representan Rhizobium etli cepas IE1004, COCS, KIMS, CFN42 e IE4810; La sexta y séptima fila representan Rhizobium sp.
NGR234 y A. caulinodans ORS571
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DISCUSION

Segun Ios postulados basicos de la teoria de la evolucién neutral, la relteracxon de un gen

1mpllcana Ia llberamon de Ia presmn selectiva de al menos una de las copias, lo que permmrla que se

genere dlvergenC|a a nlvel de’secuencxa entre éstas, al no haber seleccién negatlva de’ mutamones ,
' antuvuese una presmn de seleccmn en tod s las ; plas estas '

en la reglon correspondiente a los pnmeros 500 pb del gen.

Existen tres posubles expllcaCIones para interpretar nuestros resultados

1) La triplicacién'de los genes nifH es un evento, rediénté - La absoluta idén'tidad QUe existe éntre‘ las
copias dela cepa IE1004 y entre las coplas del grupo uno nos permlten descartar la exphcacnon del
origen remente de las relteramones pues |mpllcar|a que esta se dIO en dos ocasiones, sin embargo
si podemos asumlr que la dlvergenma entre los grupos es un evento evolutivamente reciente.

2) Las tres copias de n/fH se encuentran bajo una lntensa selecmon purificadora.- Nuestros analisis
de la secuencia de los genes demlstraron que efectlvamente estos se encuentran bajo seleccién

purificadora, (con excepcmn de:la cepa!k_Eﬂ4:8,,1‘O que parece estar diversificando). Esto lo podemos

comprobar al observar que :de la variacién en secuencia nucleotidica, la secuencia de ia

proteina es practlcamente lgual en las de los 4 grupos.
A pesar de que nuestras comparaciones de substituciones sindnimas descartan la ocurrencia de
seleccién bajo el modelo de nacimiento-muerte no podemos concluir fehacientemente la ausencia de
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seleccidon inclusive‘en‘ sitiossindnimos. Este fendmeno se podria explicar en, el caso en que la

secuencia codnf‘ case para un RNAantrsentrdo (srtuacron no descrita para nifH) o si exrstlera un fuerte

sesgo en el uso de codones En general la seleccion sobre sitios sinonimos no se ha podrdo ;
establecer claramente en bacterias, pero si ha sido identificada en genes de mamlferos y aunqu e no :

se le ha consrderado con la misma intensidad que la seleccion sobre sitios no srnommos (Jordan et

También se podria especular una seleccion ligada al sistema agncola aI q
asociadas las cepas eprdemlcas del grupo 1 y las variantes de los grupo

3) La (evolucron concer’(ada Juega: un“’ papel

e forma un tracto

antecedente de “estos genes (Rodriguez y

Romero 1998 AdlClonaImente resultados obtenrdos re<:|ente ente.en:nuestro’ Iaboratono (GLrstavo'
Santoyo) pare e

comproba‘ ion experrmental de conversro ge

oncordar en eI hecho de que ha un e rende a sufrir de

conversron ge ) ca en las zona de los prrmeros 500 pb ,

En realldad resulta d|f|c1| poder drstrngurr si Ia‘ dentrdad enla ,.ecuencras de nlfH se debe a una ’

mtensa seleccron purlf cadora oa un fenomen ‘sron genrca pues la poca divergencia de

nuestra famrlra le - resta resolucron'a 0s. Los ‘resultados del analisis de nuestras

vrdencra expenmental'que nuestro grupo ha generado parecen

'secuenmas en conjunto con
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|ncI|nar la balanza haC|a esta ditima. Sln embargo no podemos dejar de considerar que Ia seleccnonr
—purxfcadora Juega un papel preponderante en‘las conservacxon de Ia secuenca y que para poder._; e
Ilegar a dlstlngmr cual es la prmcnpal fuerza responsable del fenbmeno es necesario que se amplle el‘ o

nvolucradas y el porcentaje de homologla entre ellas ambas

ilar-a de esta tesns podria ampliar el conocnmlento sobre la

converéion de reiteraciones.en :diferentes unidades replicativas. Para llevar esto a cabo propongo

dos ;:’f_am;ilia's‘ multigénicas p_a,rva ser estudiadas: La de los genes fixNOQP que se encuentran el
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plasmido SlmblOtICO p42d y el plasmido p42f de R. etli y la de el gen-frrN que se encuentra en el
cromosoma y.el plasmldo simbidtico, p42d, también de R. etli (Lopez et al, 2001) :

Las relteramones ‘de ambas familias son mas divergentes que los de n/fH poseen una ’
’ que nos permitiria aplicar una prueba estadistica. £l método de Sawyer estudla s

para’ unz

conversién génic entre los miembros, las regiones similares sean de mayor tamario que las que se
ar S wyer 1989; Sawyer, 1999). Para que el analisis funcione, se necesita que

encgnt ri:

se pu,edav_d mitar-:zona snmllares entre zonas variables, por lo que realizar el andlisis con

sédug_éhcias idéntica omo en el caso de las copias de nifH daria un resultado positivo pero poco

g cion del plasmido simbidtico es esencial para la fijacion

indicar la existencia de seleccion bajo el modelo de nac:m|ento muerte Sm embargo esto implicaria

que a partir de mutaciones al azar una de Ias copias haya llegado por convergencia a una secuencia
idéntica a la de las cepas del grupo uno por lo que mas bien pareceria un fenémeno de
polimorfismos ancestrales. Una exphcacuon alternativa para este hallazgo podria ser la transferencia
horizontal. Este fenémeno es responsable de la propagacion de caracteristicas genéticas entre un

amplio espectro de especnes bacterlanas ya parur de analisis de genomas completos ha sido
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e: genes paralogos la longitud de regiones similares de sitios pollmort”cos{j;

ec o"rentre regiones no similares de éstos, esperando que en el.caso que haya




Tabla 13.Genes reiterados con alta identidad en Rhizobiaceae

CEPAS |___GENES |, IDENTIDAD | _BASES | CARACTERISTICAS ]
Sinorhizobium meliloti I flaA y i 85% 1191 I 2 copias en Tandem |
1021 flaB ;
Sinorhizobium meliloti flaAy 93% 1185 2 copias en Tandem
RU10406 flaB ‘
Sinorhizobium meliloti I fixK | 100% l 636 I 2 copias en el plasmido Sim. l
2011
Sinorhizobium meliloti l groEL I "97% ‘ 1638 ‘ " 2copias en el plasmido Sim. i
1021 |
Rhizobium tropici CFN299 l csA |[ - 96% l 1213 I Una copia en cromosoma y otra en !
! pSim.
Rhizobium. leguminosarum’ I I "Una copia en el plasmido ¢ y otra
bv. viceae VF39 1623 en el plasmido d.

Modificada de Rodriguez, 1998
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grupo - del Dr. “Juan. Sanjuan (Granada Espana) con el cual nuestro grupo mantiene una
colaborac10n ha encontrado eV|denC|a de que el p42d es’ automovullzable Evidentemente al ser

dentlca Ia copta d‘ , n/ch con'las del grupo 1 debemos suponer que es un evento evolutivamente

de la cepa IE4810 e |[E480
respecto a- las demas cepas contlenen vallosa(,"

ue por su variacion en secuencua;(Sllva et al 2002 y este trabajo) con

lnformacxon que podrla apuntalar nuestras

conclusnones
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