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RESUMEN

Las bacterias pueden establecer relaciones de distintos tipos con las plantas, como
patdgenos o como organismos benéficos. En el segundo grupo encontramos bacterias que
son capaces de colonizar el ambiente rizosférico, los tejidos de las plantas como endofitos
y algunas que pueden formar nodulos fijadores de nitrogeno.

Por ejemplo, Rhizobium etli bv. phaseoli, simbionte especifico del frijol es capaz
de colonizar la rizésfera y los tejidos del maiz como enddfito y promover su crecimiento.
Este fenomeno al parecer ha sido favorecido la practica agricola conocida como milpa, en
la que el frijol y el maiz son sembrados juntos.

Al estudiar la diversidad genética de las cepas de R. etli en campo se aislo la cepa
Ch24-10, la cual presento el genotipo dominante en suelo, rizosfera, raiz y ademas el Unico
patron en tallo de maiz. Esta cepa presenta algunas diferencias con la cepa tipo de R. etli
CFN42, entre las que destacan, diferente perfil plasmidico, mayor competitividad para
nodular frijol y mejor capacidad de fijar nitrogeno. Ademas, la cepa Ch24-10 promueve el
crecimiento del maiz, es resistente a una fitoalexina secretada por éste e inhibe el
crecimiento de hongos patogenos.

Para estudiar las diferencias gendmicas entre R. etli CFN42 y R. etli Ch24-10, se
generd una libreria genomica o genoteca mediante hibridacion sustractiva, la cual contiene
el genoma exclusivo de la cepa Ch24-10 con respecto a la cepa tipo CFN42.

El objetivo de este trabajo fue secuenciar y analizar la genoteca, para conocer de
manera aproximada la funcion de los genes Unicos de la cepa Ch24-10 respecto a la cepa
CFN42 que pudieran ser determinantes en la interaccion con el maiz, la alta
competitividad, la capacidad de promover el crecimiento y de inhibir el crecimiento de
hongos patdgenos. Ademas de propuso conocer su distribucion y localizacion en el genoma
e identificar la presencia de éstos genes en otras cepas de R. etli.

Se obtuvieron 189 secuencias distintas, 69 de ellas presentaron identidad al genoma
de R. etli CFN42. Las 120 secuencias restantes (sin identidad al genoma de la cepa CFN42),
tuvieron en promedio una longitud de 530 nucledtidos. Al analizar éstas 120 secuencias, 56
presentaron identidad significativa a alguna proteina anotada y 64 de ellas no.

Las 56 secuencias con identidad significativa se agruparon en dos categorias: a) con
funcion putativa o conocida (41 secuencias), y b) hipotéticas (15 secuencias). Las clonas
del primer grupo se organizaron en categorias de acuerdo a grupos funcionales por la
funcion del gen ortélogo. Se identificaron algunas proteinas que pudieran participar en la
colonizacion del maiz y la promocion de su crecimiento. Por ejemplo, una cisteina
proteasa similar a ubiquitina, proteinas involucradas en la recepcion y transmision de
sefales (proteina con dominio EAL e histidina cinasa), proteinas relacionadas con la
captura y el transporte de hiero (lisina-ornitina monooxigenasa y TonB) y proteinas
involucradas en el quorum sensing (Regulador transcripcional de la familia RiorF y proteina
similar a LuxA).

Finalmente, se seleccionaron 23 clonas para conocer su ubicacion en el genoma y para
localizarse en un banco de cdsmidos con el fin de determinar su cercania en el genoma, 7
clonas se localizaron en plasmido y 12 dieron sefial con uno o varios césmidos y algunas de
ellas en el mismo. También se compararon 87 secuencias con el genoma de otras cepas de
R. etli, 27 presentaron identidad significativa. El genoma incluido en la libreria esta
distribuido en el cromosoma y en los tres plasmidos de R. etli Ch24-10 y existen elementos
comunes con otras cepas de la especie.



1. INTRODUCCION
1.1 INTERACCIONES BENEFICAS PLANTA-BACTERIA

Las bacterias interactlan con las plantas de distintas maneras, bien como
patogenos o como organismos benéficos. Dentro del tipo de interacciones benéficas
encontramos la simbiosis entre rizobios y leguminosas, en la que las bacterias
forman nodulos fijadores de nitrogeno en las raices de las plantas. Otro tipo de
interaccion benéfica es el caso de las rizobacterias promotoras del crecimiento,
PGPR’s (por las siglas ingles, Plant growth promoting rhizobacteria), que pueden
promover el crecimiento de las plantas mediante distintos mecanismos,
colonizando el ambiente rizosférico, y también colonizando los tejidos de las

plantas como endofitos.

1.1.1 LA RIZOSFERA

El volumen de suelo alrededor de las raices que es influenciado
directamente por su actividad se ha denominado rizosfera (Hisinger et al., 2005).
El carbono total que es transferido al suelo por las raices se conoce como
rizodeposicion y se estima que entre el 5% al 20% del carbono generado por
fotosintesis es secretado a la rizosfera, aunque se ha estimado que en condiciones
de estrés nutricional en la planta, puede llegar a superar el 40% (Nguyen, 2003;
Walker et al., 2003; Singh et al., 2004).

De manera general, los compuestos que secretan las raices se conocen como
exudados y constituyen un amplio rango de compuestos organicos que incluyen
azucares, polisacaridos, aminoacidos, acidos organicos, péptidos, proteinas y
enzimas, lisados provenientes de las células muertas de las plantas, mucilago,
compuestos fenolicos y otros metabolitos secundarios (Rosenblueth et al., 2001).

A la rizodeposicion se le han atribuido varias funciones en el suelo como el
mantenimiento del contacto suelo-raiz, la lubricacion de las puntas de los pelos
radiculares, proteccion contra la desecacion, la estabilizacion de los
microagregados del suelo, la absorcion y el almacenamiento selectivo de iones
(Walker et al., 2003).



La rizosfera es colonizada por bacterias, hongos, protistas y nematodos, los
cuales reciben proteccion contra la desecacion, la temperatura y el estrés por luz
(Brencic & Winans, 2005). Los microorganismos en la rizosfera realizan funciones
importantes como la descomposicion de la materia organica, ademas mantienen la
estructura del suelo y las relaciones hidricas (Singh et al., 2004).

Para que se establezca una interaccion planta-microorganismo es necesario
que exista un reconocimiento mutuo y especificidad entre el huésped y el
hospedero (Brencic & Winans, 2005). Los exudados actian como mensajeros que
permiten el reconocimiento entre los participantes de la interaccion y el inicio de
las interacciones bioldgicas y fisiologicas entre las raices y los microorganismos
(Walker et al., 2003). La rizodeposicion regula las comunidades bacterianas que se
encuentran en la rizésfera ya que son seleccionados aquellos grupos taxonomicos y
funcionales que son mas competitivos para colonizarla (Singh et al., 2004).

Las bacterias colonizan a las plantas a través de aberturas que se forman al
emerger las raices laterales o en la zona meristematica apical de la raiz. (rev. en
Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). La colonizacion, esta limitada por distintos
factores tanto de la planta como de la bacteria. Entre los primeros se encuentran
el estado fisiologico, el genotipo y el estado de desarrollo (Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2006). En cuanto a las bacterias, existen estrategias que les permiten
colonizar de forma competitiva entre las que se encuentran: elevada tasa de
crecimiento, movilidad, capacidad de catabolizar compuestos especificos de los
exudados, capacidad de adaptarse a condiciones ambientales cambiantes (en el
suelo), produccién de sustancias que le permiten adherirse y/o penetrar la raiz,
resistencia a antibiodticos y la capacidad de detoxificar otras sustancias dafinas
presentes en los exudados, sintesis de sideroforos y sustancias antimicrobianas
(Rosenblueth et al., 2001; Compant et al., 2005).

Otros factores que afectan la colonizacién son el tipo de suelo, la
concentracion de nitrogeno y carbono, asi como la presencia de herbicidas y
fertilizantes. Se ha visto que la colonizacion se reduce a altas concentraciones de
nitrogeno porque esto origina una disminucion de la sacarosa, fuente de carbono

para las bacterias (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).



1.1.2 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

El nitrégeno es un elemento esencial para el mantenimiento de la vida, es un
componente fundamental de los acidos nucléicos, de las proteinas y de otros
componentes celulares. En la atmosfera es el componente mayoritario, su forma
gaseosa (N2) comprende aproximadamente el 78% de los gases que la conforman, a
pesar de esto, el nitrogeno atmosférico no puede ser utilizado directamente por la
mayoria de los organismos ya que entre los dos atomos del N, existe un triple
enlace, lo que convierte en un elemento muy estable y relativamente inerte, de
esta manera, el nitrogeno disponible es generalmente escaso en los ecosistemas, lo
que lo convierte en un factor limitante en el crecimiento de las plantas. Para que
éstas puedan usar el nitrogeno, el N, tiene que ser convertido a una forma quimica
disponible como el amonio (NH4+), el nitrato (NOs-), o el nitrogeno organico (por
ejemplo la urea: (NH3)2CO) (Chen et al., 2003; Galloway et al., 1995; Jurtshuk,
1996)

La Fijacion Bioldgica del Nitrogeno (FBN) es una de las vias por las cuales el
nitrogeno se incorpora al ciclo biogeoquimico global, transformandolo en una forma
asimilable por las plantas (Figura 1). Este proceso permite que el nitrogeno sea
repuesto continuamente al suelo, ya que se libera constantemente a la atmosfera
por el proceso denominado desnitrificacion (Chen et al., 2003; Lodwig & Poolé,
2003).

La FBN es wuna actividad que realizan exclusivamente organismos
procariontes (eubacterias y arqueobacterias metanogénicas) (Elmerich 2001), bien
por organismos de vida libre como por bacterias que se asocian simbidticamente
con plantas. En las primeras destacan los rizobios y en las segundas las leguminosas
(Lodwig & Poolé, 2003; Mylona et al., 1995).

Los rizobios pertenecen al orden Rhizobiales de las a-proteobacterias. Se
agrupan en los géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y
Mesorhizobium (Lodwig & Poolé, 2003; Spaink, 2000; Trinchant et al., 2007). Estas
bacterias son capaces de sobrevivir y reproducirse en el suelo (Denison & Kiers,
2004), pero son mas conocidos por que tienen la capacidad Unica de inducir la
formacion de estructuras especializadas en las raices de la planta denominadas
nodulos fijadores de nitrogeno (Lodwig & Poolé, 2003; Spaink, 2000; Trinchant et
al., 2001).
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Figura 1. Ciclo Global del Nitrogeno.
La integracion del N, al ciclo global del nitrogeno no es un proceso exclusivamente bioldgico, los
provee de

rayos de las tormentas proporcionan aproximadamente el 10% del nitrégeno fijado en la tierra,
(produccion de fertilizantes quimicos)

la fertilizacion industrial
aproximadamente el 25% del total mundial. Sin embargo, Los procesos bioldgicos aportan el 60%

mientras que
aproximadamente del nitrogeno fijado en todo el mundo. (Chen et al., 2003; Zahran, 1999)



1.1.2.1 SIMBIOSIS LEGUMINOSA-RIZOBIO

Simbiosis puede ser definida como un aumento reciproco en la adecuacion,
es decir, el efecto que tiene alguno de los participantes hacia el otro que permite
gue aumente su posterior supervivencia o reproduccion (Selosse et al., 2005).

La simbiosis leguminosa-rizobio comienza con dos organismos de vida libre y
termina con una intima coexistencia celular (Long, 2001). El proceso comienza con
la infeccion bacteriana de los pelos radiculares y la induccion del curvamiento de
éstos, a continuacion las bacterias son invaginadas por la pared celular de la
planta, posteriormente se induce la formacion del ndédulo y se forma el hilo de
infeccion que va creciendo a través de las células vegetales hasta alcanzar al
primordio del nodulo. Las bacterias se dividen en el hilo de infeccion y permanecen
inicialmente en el exterior de la célula vegetal, a continuacion son liberadas por
endocitosis al ndédulo que ha terminado de formarse (Figura 2).

Dentro de los nédulos se forman las estructuras simbioticas fundamentales,
gracias a la diferenciacion de la bacteria y de las membranas celulares de la
planta. Esta estructura es denominada unidad peribacteroidal o simbiosoma y esta
constituida por la membrana peribacteroidal (derivada de la planta), el bacteroide
(bacteria diferenciada capaz de fijar nitrogeno) y el espacio peribacteroidal (Figura
2) (Lodwig & Poolé, 2003; Perret et al., 2000; Schultze & Kondorosi, 1998).

Existen dos tipos estructurales de nodulos, determinados e indeterminados.
Los nodulos determinados tienen un meristemo no persistente, son de forma
redonda vy tienen varios bacteroides contenidos en un simbiosoma, este tipo de
nodulos son los que se forman en plantas como la soya y el frijol. Los nddulos
indeterminados, por el contrario, tienen un meristemo persistente, son de forma
cilindrica y contienen un bacteroide por simbiosoma, este tipo lo encontramos en
las plantas de alfalfa, trébol y chicharo (Lodwig & Poolé, 2003; Schultze &
Kondorosi, 1998; Skorupska et al., 2006).

La FBN es un proceso altamente sensible al oxigeno, por lo que los niveles de
éste elemento tienen que ser regulados. En el nédulo existe una barrera de difusion
a este elemento, que tiene como resultado una baja concentracion de oxigeno libre
alrededor del bacteroide, la leghemoglobina es la proteina que transporta el
oxigeno a los bacteroides y controla los niveles de este elemento dentro del nédulo
(Mylona et al., 1995; Wang et al., 2001, Brencic & Winans, 2005,).



Dentro del nddulo, los bacteroides utilizan a la enzima nitrogenasa para
catalizar la reduccion del N; a amonio. La reaccion de reduccion del nitrogeno es la
siguiente (Elmerich, 2001; Trinchant et al., 2001):

N, + 8H" + 8e- + 16 ATP—» 2NH," + H, + 16 ADP + 16 P;

El amonio es el primer compuesto primario estable de la fijacidén biologica
(Lodwig & Poolé, 2003), éste es secretado a la planta para su incorporacion en los
aminoacidos glutamina y asparagina (especialmente en las plantas con nodulos
indeterminados), o en ureidos, derivados de las purinas (mayoritariamente en
leguminosas con nodulos determinados) (Juergen & Poolé, 2006). La planta
proporciona al bacteroide la fuente de carbono necesaria para la fijacion del
nitrégeno. El carbono suministrado es producto de los fotosintatos que son
transportados por el floema hacia el nodulo en forma de sacarosa, la cual entra al
nodulo y se transforma en acidos dicarboxilicos, compuestos considerados la fuente

primaria de carbono para los bacteroides in planta (Lodwig & Poolé, 2003).

Figura 2. Invasién de las raices por Rhizobium.

A. El rizobio (rh) coloniza la rizosfera y se une a los pelos radiculares (r). B. Los factores Nod
inducen el curvamiento del pelo radicular permitiendo la entrada de las bacterias al centro de
infeccion (ci). Los nucleos de la planta (n) preceden al crecimiento del hilo de infeccion (it). C.
Aun acompanadas de los nlcleos (n) un creciente hilo de infeccion (it) alcanza la base del pelo
radicular. D. El hilo de infeccion se ramifica (rit) cerca del primordio del nédulo formado por la
division de las células corticales. E. Los bacteroides (b) son liberados del hilo de infeccion (it) y
forman los simbiosomas (s) (tom. de Perret et al., 2000).



REGULACION MOLECULAR

De manera general, se propone que existen diferentes tipos de senales
simbioticas presentes durante la formacion de los nodulos. El primer grupo lo
componen los flavonoides, que son secretados por las raices de la planta e
interacttan con las proteinas NodD, activadores transcripcionales bacterianos de la
familia LysR, que funcionan como sensores ambientales de las senales de la planta.

Otro grupo de senales es sintetizado cuando el complejo flavonoide-NodD
activa la transcripcion de los genes nod. El producto de estos genes, los factores
Nod, provocan la deformacion de los pelos radiculares, la formacién del primordio
del nodulo y permiten la entrada del rizobio a la raiz a través del hilo de infeccion.
Los genes nod se encuentran organizados en varios operones en el genoma
bacteriano (en el cromosoma o en los plasmidos simbioticos), y son regulados
transcripcionalmente por las cajas nod que los preceden (Broughton et al., 2000;
Schultze & Kondorosi, 1998).

Los factores Nod estan conformados por un esqueleto de tres a cinco B-1,4-
N-acetilglucosamina con acidos grasos unidos en el residuo del azlcar no reducido.
Ademas tienen varias substituciones en los residuos reducidos y no reducidos de los
azucares terminales, constituyen uno de los determinantes de la especificidad del
hospedero (Mylona et al., 1995).

Otro grupo de compuestos importantes en el establecimiento de la infeccion
y la invasion del nédulo son componentes celulares externos, como las proteinas
del sistema de secrecion tipo Il y los glicanos de superficie celular
(exopolisacaridos (EPS), lipopolisacaridos (LPS), antigenos K y glucanos ciclicos).
Los EPS son importantes en la infeccion del hospedero; los LPS tienen un papel
primordial en estadios tardios de la invasion del nodulo, en la liberacion de las
bacterias del hilo de infeccion y en el desarrollo del simbiosoma, ademas estan
involucrados en la supresion de la respuesta de respuesta de la planta, al igual que
los antigenos K y los glucanos ciclicos (Broughton et al., 2000; Schultze &
Kondorosi, 1998).



Una vez que se ha formado el nddulo, la fijacion del nitrégeno es el proceso
fisioldgico central y esta dirigido por dos grupos principales de genes: nif y fix, que
son inducidos por el regulador transcripcional NifA y por el factor sigma RpoN
(Mylona et al., 1995).

Los genes nif codifican para las proteinas que constituyen a la enzima
nitrogenasa (nifHDK), para las enzimas involucradas en la biosintesis del cofactor
de la nitrogenasa Fe-Mo (nifENB), para el regulador transcipcional NifA, y para
proteinas que son requeridas para la actividad completa de la nitrogenasa (nifSWX)
(Brencic & Winans, 2005).

Se propone que los genes fixABCX codifican para las proteinas que
intervienen en una cadena de transporte de electrones, que genera energia para la
nitrogenasa. La funcion del grupo fixGHIS es desconocida, mientras que el grupo
fixNOQP codifica para el citocromo oxidasa membranal que es requerido para la
respiracion del rizobio en condiciones ambientales de bajo oxigeno. Los genes fixL,
fixJ 'y fixK codifican para proteinas reguladoras (Brencic & Winans, 2005).

La interaccion simbiotica en la FBN muestra un alto grado de especificidad, a
cada estado del desarrollo del nodulo, corresponden programas genéticos
especificos que son regulados reciprocamente. La colonizacion, crecimiento y
desarrollo de las bacterias y de las células vegetales debe ser coordinado, y es
regulado por la comunicacion entre planta y bacteria (Schultze & Kondorosi, 1998).
Un ejemplo de que la regulacion entre huésped y hospedero es tan especializada se
observa en la simbiosis de la alfalfa y Sinorhizobium meliloti, en donde los
bacteroides tienen un estado de diferenciacion celular similar al de las células de
la planta (poliploides y de tamano grande, respecto a las células de otros tejidos o
a las bacterias no diferenciadas en bacteroides), fenébmeno que es controlado por
factores producidos por la planta, presentes solo en los nodulos de tipo

indeterminado (Mergaert et al., 2006).



1.1.3 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO EN PLANTAS

Se ha reconocido ampliamente que las bacterias que se asocian a las plantas
tienen un efecto benéfico en ellas, ya que estimulan su crecimiento y las protegen
contra organismos patogenos. Este grupo de bacterias se ha denominado Bacterias
promotoras del crecimiento en plantas (PGPR, del inglés, Plan growth promoting
rhizobacteria). Las PGPR resultan de interés agronémico ya que permiten el
aumento en el rendimiento de los cultivos y la disminucion del uso de agroquimicos
(que tiene como resultado la disminucion de los efectos nocivos y de los gastos
econdémicos que generan, dado el aumento constante de los costos, en particular
en regiones no desarrolladas en el mundo). Ademas, debido a su uso potencial
como control bioldgico, son una alternativa al uso de pesticidas, debido a la
demanda actual de productos agricolas libres de éstos agroquimicos (Kennedy et
al., 2004; Compant et al., 2005).

El incremento en el rendimiento del cultivo es medido en parametros
agronomicos, como el aumento de los siguientes procesos: porcentaje de
germinacion, altura de la planta, area foliar, contenido de clorofila, biomasa,
longitud de la raiz, contenido de nitrogeno (Cleyet-Marel, 2001).

Las PGPR colonizan tanto la superficie de la raiz vegetal como la rizosfera,
ademas son capaces de llegar al interior de las raices y establecer poblaciones
endofiticas sin causarle dano a la planta. Algunas de ellas pueden pasar la barrera
endodérmica y atravesar el coértex radicular hacia el sistema vascular y
establecerse como endofitos en tallo, hojas y frutos. La capacidad de las bacterias
de colonizar diferentes tejidos refleja su habilidad para adaptarse a diferentes
nichos, de esta manera pueden formarse asociaciones intimas entre ellas y su
hospedero (Compant et al., 2005).

En general, las bacterias rizosféricas y las endofiticas utilizan mecanismos
similares para promover el crecimiento de las plantas y para el control de
fitopatogenos. Entre los procesos involucrados en el aumento del crecimiento se
encuentran la produccion de fitohormonas y vitaminas, el aumento de la toma de
nutrientes como fosforo y potasio (por la solubilizacion de estos o por un efecto en
la morfologia y fisiologia de las raices), produccion de sideréforos que aumentan la
toma de hierro (Compant et al., 2005; Kennedy et al., 2004; Rosenblueth &
Martinez-Romero, 2006).
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La supresion de patoégenos ocurre mediante la induccion de la resistencia
sistémica de la planta, la competencia en la colonizacion y la produccion de
sustancias antimicrobianas (Compant et al., 2005; Kennedy et al., 2004;
Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Algunas PGPR (rizosféricas como endofitas), también son capaces de
promover el crecimiento gracias a la FBN. Dentro de este grupo de bacterias se ha
descrito a Azotobacter chroococcum, Clostridium spp., Azospirillum spp.,
Herbaspirillum  seropedicae,  Burkholderia  vietamensis 'y  Acetobacter
diazotrophicus (Kennedy et al., 2004).

La capacidad competitiva de las PGPR es un punto importante que debe
tomarse en consideracion cuando se quiere utilizar de manera eficiente en campo.
Las bacterias deben sobrevivir en la rizésfera, utilizar los nutrientes exudados por
la planta, proliferar, ser capaces de colonizar el sistema radicular completo de la
planta y de competir efectivamente con los microorganismos nativos (Bloemberg &
Lugtenber, 2001).
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APECTOS MOLECULARES

Las bacterias tienen un patron de expresion genético particular cuando
interactian con la planta, desde la colonizacion hasta la sobrevivencia dentro de
ella y por supuesto aquellos involucrados en la promocion del crecimiento
(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Varios genes son importantes para colonizar la rizésfera y la superficie de las
raices, por ejemplo, los que estan involucrados en la sintesis de los LPS,
(particularmente importante el antigeno O en la adherencia y la evasion del
sistema de defensa de la planta) (Lerouge & Vanderleyden, 2001). Otros genes
importantes son los involucrados en la capacidad metabolica de sintetizar
aminoacidos (con un efecto en la tasa de crecimiento) y aquellos involucrados en la
formacion del flagelo (importante en la motilidad y la quimiotaxis) (Simons et al.,
1996).

Recientemente, se ha identificado en Pseudomonas putida, un grupo diverso
de genes que son expresados en la rizosfera del maiz, involucrados en funciones
probables como la formacion de la envoltura celular, quimiotaxis y motilidad,
transporte, secrecion, mecanismos de defensa, regulacion, metabolismo
energético, estrés, detoxificacion y sintesis de proteinas (Ramos-Gonzalez et al,
2005).

En el caso de los enddfitos, se sabe que las bacterias expresan genes
relacionados con la asimilacién del nitrogeno, metabolismo del carbono,

crecimiento y mecanismos de defensa (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006)
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1.2 IMPORTANCIA DEL FRIJOL Y DEL MAIZ
1.2.1 EL FRIJOL

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos mas antiguos en
América y es una de las leguminosas mas consumidas mundialmente (Mora-Nufez,
1997), constituye la fuente mas importante de proteina en la dieta de los paises
latinoamericanos y del Este de Africa (Broughton et al., 2003). Actualmente se
produce en los cinco continentes, siendo Africa y América los mayores
consumidores (Mora-NuUnez, 1997), mientras que los mayores productores del
mundo son Brasil, China, India, México y EUA (Martinez-Romero, 2003).

Gracias a estudios morfologicos, a la tipificacion genética de la faseolina y
al estudio de isoenzimas, se ha establecido que existen dos centros de
diversificacion genética de esta leguminosa: Mesoamérica (México, Centroamérica
y Colombia), y la region de los Andes en Sudamérica (Ecuador, Per( y Argentina)
(Aguilar et al., 2004).

Se ha propuesto que la domesticacion del frijol ocurri6 hace
aproximadamente 7,000 a 10,000 afos y que fue un proceso multiple e
independiente en los dos centros de origen (Graham & Ranalli, 1997; Martinez-
Romero, 2003). En México, en el Valle de Tehuacan en Puebla se han encontrado
restos fosiles con una antigliedad de aproximadamente 7,000 anos (Mora-Nuiez,
1997). En Mesoamérica, el maiz y el frijol son cultivados cominmente en milpa, un
sistema agricola tradicional en el que se siembran juntos y en el cual, el maiz
funciona como el soporte en el que el frijol se enreda. Se propone que mediante
este sistema fueron domesticados juntos hace mas de 4,000 anos (Martinez-
Romero, 2003).

El uso de la milpa proporciona ventajas agricolas, como la reduccion de
riesgos al tener mas de un cultivo en el campo al mismo tiempo, se aprovecha
mejor la superficie usada para cultivo y puede contribuir al control de la humedad
y reducir la expansion de patdégenos (Graham & Ranalli, 1997), ademas se ha
propuesto que promueve la fijacion del nitrégeno en el frijol, lo que tiene efectos
positivos tanto en el frijol como en el maiz (Crews & Peoples, 2004; Martinez-
Romero, 2003).
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1.2.2 EL MAIZ

El maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las gramineas y junto con el
trigo y el arroz, pertenece al grupo de cereales importantes en el mundo. El maiz y
el trigo juntos constituyen mas de la mitad de los cereales que se consumen
mundialmente. El maiz representa la mayor fuente de energia, proteina y forraje
en todos los continentes (Jenkins et al. 1998), es fuente de alimento tanto para el
hombre como para distintos animales y constituye una materia prima basica de la
industria de transformacion (produccién de almidon, aceite, proteinas, bebidas
alcohdlicas, edulcorantes y combustible) (FAO, 1993).

En América Latina es el cereal de consumo principal, su cultivo se realiza en
ambientes muy diversos, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta mas de
3,000 m de altura, en temperaturas bajas o altas y regimenes de humedad
contrastantes, en ambientes semiaridos y himedos (CIMMYT, 2001).

Se considera que el maiz fue una de las primeras plantas cultivadas por el
hombre hace entre 7 000 y 10 000 afos y que México es el centro de domesticacion
(al igual que el frijol). La evidencia mas antigua del uso del maiz como alimento
para el hombre se encontré en México, en el valle de Tehuacan, Puebla, y tiene
una antiguedad de 5 000 anos (FAO, 1993; Berthaud, 2001; Paliwal et al., 2001).

Es ampliamente aceptado que el maiz se origind a partir del teosintle
(Euchlaena mexicana), esta teoria que se basa en evidencia fosil, en que ambos
poseen 10 cromosomas que son homologos casi en su totalidad y en el
retrocruzamiento reiterado que existe en la actualidad entre las dos plantas en
algunas zonas de México y Guatemala, donde el teosintle crece entre los cultivos
de maiz (Paliwal, et al., 2001; FAO, 1993).

En México el maiz es muy diverso, se estima que tan solo en el estado de
Oaxaca existen mas de de 15 variedades criollas (variedad local producida a través
del tiempo mediante la seleccion que hacen los mismos agricultores) (Berthaud,
2001).
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ASPECTOS AGRICOLAS

En las Ultimas décadas, la produccion y el consumo de los granos basicos
(como el maiz, el frijol, el trigo y el sorgo), en México y en Centroamérica han sido
afectadas por cambios politicos, sociales y economicos, como la integracion de las
economias en el mundo, el final de los conflictos armados internos y la
implementacion de programas de ajustes estructurales en estas dos regiones (Sain
& Lopez-Pereira, 1999).

Como parte de la Reforma agraria, originada por la Revolucion mexicana, se
realizo el reparto de tierras expropiadas en la forma legal de ejido que establece la
tierra como propiedad comun. El sistema de reparticion ubic6é a los campesinos en
las areas mas pobres, donde basicamente practican agricultura de subsistencia. Las
mejores tierras, provistas de riego se repartieron principalmente entre agricultores
comerciales (Fraser & Restrepo-Estrada, 1996).

Gracias a los subsidios otorgados por el gobierno, hasta algunas décadas
después de la Reforma agraria, las condiciones para los agricultores fueron
favorables, respecto a los precios de produccion (Fraser & Restrepo-Estrada, 1996).
Posteriormente, con la reduccion o eliminacion de los subsidios, las crisis
econdémicas (desregulacion del tipo de cambio e inflacion) y a los programas de
apertura comercial (Tratados de libre comercio), el sector agricola se enfrent6 a
una crisis importante ya que los costos de produccion se elevaron y el precio de los
productos se redujo (Fraser & Restrepo-Estrada; Sain & Lopez-Pereira, 1999).

Ademas de estos factores, la crisis en el campo mexicano fue mayor debido a
la reduccion de la inversion plblica en este sector (Fraser & Restrepo-Estrada,
1996). Este conjunto de elementos generd que la produccion agricola se estancara.
En el norte del pais mejord la situacion agricola a partir del uso de las innovaciones
tecnologicas implementadas a partir de la Revolucidn verde (uso de fertilizantes y
pesticidas, monocultivos en grandes extensiones agricolas) y por la construccion de
obras hidroagricolas realizadas entre 1940 y 1950 como parte de un programa
gubernamental (Vega-Valdivia & Ramirez-Romero, 2004).

En el caso especifico del maiz, para finales de 1960 México no era
autosuficienciente en su produccion y el rendimiento nacional promedio era muy
bajo, de 1 tonelada/ hectarea (tn/ha). A finales de esta década y principios de

1970 se comenzo a importar y el maiz generado por los campesinos era
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fundamentalmente para el autoconsumo. La produccion aument6 solamente entre
los productores campesinos y empresariales que manejaban riego, que utilizaban
variedades de alto rendimiento y que utilizaron paquetes tecnoldgicos
(agroquimicos como fertilizantes y plaguicidas) (Vega-Valdivia & Ramirez-Romero,
2004).

En la década de 1980 se implementaron programas orientados a fomentar la
produccion de maiz, sin embargo, la importacion continué siendo la fuente
principal de materia prima para la industria.

Mundialmente se siembran 140 millones de hectareas con maiz, el 60% (96
millones), se encuentra en paises en desarrollo y mas de la mitad de esta area se
localiza en cuatro paises: China (26 millones), Brasil (12 millones), México (7.5
millones) e India (6 millones) (Pingali, 2001). Del 60% que se produce, solamente el
40% es consumido ahi. El bajo rendimiento en campo en los paises en desarrollo es
responsable de la diferencia entre la produccion y el consumo mundial (Pingali,
2001).

El promedio de rendimiento en paises industrializados es mayor de 8 t/ha
(toneladas / hectarea), mientras que en los paises en desarrollo es tan solo de 3
t/ha. Esta diferencia de 5 t/ha se debe a que existen distintas condiciones
climaticas, asi como al uso de distintas tecnologias agricolas como el uso de riego,
fertilizantes y plaguicidas (Pingali, 2001).

En México, la superficie sembrada con maiz pasé de 7.6 millones de ha en
1980 a 8.3 millones en 2002. Los rendimientos globales de maiz en t/ha pasaron de
1.629 en 1988 a 2.578 t/ha en el 2002, un crecimiento de casi una tonelada en el
periodo. En 1991 el rendimiento paso la barrera de las 2 toneladas por ha. En el
norte del pais, especificamente en Sinaloa, se cultiva maiz de riego con semillas
hibridas de alto rendimiento que tienen un rendimiento promedio de 8 toneladas
por ha (Vega-Valdivia & Ramirez-Romero, 2004).

La fertilizacion con nitrogeno ha sido una de las herramienta mas utilizadas
para incrementar el rendimiento de los cultivos, especialmente en los cereales
como el maiz, el trigo y el arroz (Hirel et al., 2001). El maiz requiere entre 9 y 11
Kg. de N para producir 1 tn de biomasa y considerando que la mayoria de los suelos
en el mundo son deficientes en nitrégeno, debe aplicarse fertilizantes nitrogenados

para obtener un rendimiento 6ptimo en su cultivo. Generalmente, la urea es la
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fuente de nitrogeno mas util, sin embargo, menos del 50% es utilizado por la
plantas, la baja eficiencia de su uso es debida a la volatilizacién del NHj;, la
desnitrificacion y a la lixiviacion (Kennedy et al., 2004)

La volatilizacion y la desnitrificacion contaminan la atmosfera se forman
gases de invernadero como N;O, NO y NHs;, por otro lado, mientras que la
lixiviacion del NO; N origina toxicidad en el agua subterranea. Ademas de los
problemas ambientales que genera la fertilizacion con nitrégeno, el uso prolongado
de urea en los sistemas agricolas genera una disminucion del contenido de materia
organica en el suelo. A la contaminacion ambiental y a la degradacion del suelo en
los sistemas agricolas debe considerarse, como se mencion6 en un capitulo
anterior, que el costo de este tipo de insumos agricolas tiene un precio elevado
que repercute directamente en los costos de produccion (Kennedy et al., 2004).
Por lo anterior se ha propuesto que una alternativa a la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados es el uso de las Rizobacterias promotoras del crecimiento (Martinez-
Romero, 2003).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Rhizobium etli

Rhizobium etli bv. phaseoli se ubica filogenéticamente en la subdivision
alfa de las Proteobacterias dentro del Orden Rhizobiales, Familia Rhizobiaceae, en
el grupo de Rhizobium/Agrobacterium. Es una bacteria gram negativa, aerdbica,
con forma bacilar. La especie fue propuesta en 1993 a partir de la reclasificacion
de las cepas tipo | de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli. (Segovia et al.,
1993).

El frijol es nodulado por R. etli, especie que forma la mayoria de los nddulos
en esta leguminosa en México (Segovia et al., 1993). Ademas de R. etli, en México
se ha aislado de nddulos de frijol a R. galicum (que también se ha encontrado en
Francia y Austria). El frijol en otros paises es nodulado por diferentes especies de
rizobios como R. tropici (Brasil, Colombia, Francia, Moroco, Kenya, Senegal y
Gambia), R. leguminosarum bv. phaseoli (Inglaterra, Francia, Espana, Colombia,
Brasil, Tunisia) y R. giardinii (Francia, Espaia y Brasil) (Martinez-Romero, 2003)

La rotacion de cultivos entre plantas leguminosas y no leguminosas
promueve que los rizobios simbiontes de las primeras colonicen a las segundas. Por
ejemplo, en la rotacién de cultivos en Egipto entre el trébol y el arroz Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii simbionte del trébol, es un endofito del arroz del cual
promueve su crecimiento. Otro caso se encuentra en la rotacion de cultivos entre
Sesbania rostrata con el arroz, el trigo, la cebada y la canola, en el que
Azorhizobium caulinodans, simbionte de S. rostrata fue encontrado como endofito
de estos cultivos (rev. en Gutierrez-Zamora & Martinez-Romero, 2001)

En el caso de la milpa, el sembrar al maiz y al frijol juntos permite que las
raices crezcan juntas y se mezclen, de esta manera se comparte el ambiente
rizosférico. Dados los antecedentes, en el grupo de trabajo se propuso saber si R.
etli era capaz de colonizar al maiz, en el 2001 se publica el trabajo en el que se
encuentra que ademas de ser el simbionte especifico del frijol, R. etli es un
endofito natural del maiz y es capaz de promover su crecimiento (Gutiérrez-

Zamora & Martinez-Romero, 2001).
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En este trabajo se obtuvieron aislados de nodulo de frijol, rizosfera y raiz de
maiz. Se encontrd que hay un conjunto comun de tipos cromosomales de R. etli en
el frijol y en el maiz y que existen diferentes cepas que colonizan a una misma
planta. Los aislados presentaron el mismo ribotipo (obtenido por patrones de
restriccion del gen 16S ribosomal) que presentan las cepas de referencia de R. etli
CFN42 y Bra5.

Algunos de estos aislados no tienen la capacidad para nodular al frijol y no se
identificd la presencia del gen nif en su genoma, por lo que estos resultados
permitieron inferir que los genes nif no son necesarios para colonizar al maiz.

Cuando se realizaron ensayos de colonizacion se observo que los aislados de
maiz son mas competitivos para colonizar al cereal respecto a la cepa tipo CFN42 y
promueven el crecimiento del maiz entre el 10% al 100%, dependiendo de la
variedad que se utilizé. No se encontro que R. etli fuera capaz de fijar nitrégeno
midiendo este proceso indirectamente mediante el ensayo de reduccion de
acetileno (Gutiérrez-Zamora & Martinez-Romero, 2001).

En un trabajo posterior, se analizaron aislados de R. etli provenientes de
suelo, nodulos del frijol, rizésfera e interior del tallo de maiz. La cepa Ch24-10 fue
presentd el Unico perfil plasmidico y tipo electroforético en tallo obtenido
mediante MLEE (del inglés, Multilocus enzyme electrophoresis), y el mas abundante
en raiz y en rizésfera. Se identifico la presencia del gen nif en esta cepa, el cual se
localizé en el plasmido b, que se definid como plasmido simbidtico (Rosenblueth &
Martinez-Romero, 2004).

La existencia de tipos electroforéticos y perfiles plasmidicos dominantes en
el tallo y en la raiz, como el que presenta la cepa Ch24-10, permite proponer que
existen genotipos mejor adaptados para colonizar el maiz (Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2004).

La cepa Ch24-10 es mas competitiva en la colonizacion de la raiz y de la
rizosfera del cereal, comparada con algunos aislados de nodulo de frijol y rizosfera.
Ademas, es mas tolerante al 6-methoyl-2-benzoxazolinone (MBOA), un compuesto
que resulta de la degradacion del DIMBOA (2,4-dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-
benzoxazin-3-one), una fotoalexina producida por el maiz capaz de inhibir el
crecimiento de hongos y bacterias patdgenas (Rosenblueth & Martinez-Romero,
2004).
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Recientemente se ha encontrado que es capaz de fijar mayor cantidad de
nitrogeno y es mas competitiva en la nodulacion del frijol que la cepa CFN42 (datos
no publicados). En ensayos de laboratorio se ha observado que la cepa Ch24-10
inhibe el crecimiento de hongos en caja (datos no publicados), y cuando el frijol y
el maiz se inoculan con esta cepa se inhibe el crecimiento de éstos. En estudios en
campo se ha visto que mejora el rendimiento de ambos cultivos (datos no
publicados).

Para conocer los determinantes genéticos que permiten a R. etli Ch24-10
colonizar el maiz de manera competitiva asi como de promover su crecimiento, en
el laboratorio se han seguido varias estrategias. Una de ellas fue obtener mutantes
al azar utilizando un transposon fusionado a un gen reportero sin promotor
(Tn5gusA) con el objetivo de analizar la induccion de genes con exudados de maiz.
Se analizaron mas de mil mutantes y se obtuvo una que se inducia mas de tres
veces, al secuenciar la region aledana al transposon y compararla con la secuencia
de la cepa CFN42 se encontr6 que la mutacion se encontraba en una ATPasa y un
gen aledano a esta es una poligalacturonasa (Vilchis, 2004).

Otra estrategia fue la de mutagenizar de manera dirigida genes que
resultaran de interés directo. Se mutd el gen que codifica para la enzima necesaria
para catabolizar la prolina (prolina deshidrogenada) que es el aminoacido mas
abundante en los exudados de maiz. El gen se induce en presencia de prolina y de
exudados de maiz y de frijol, y no crece en medio minimo con prolina como Unica
fuente de carbono. Tuvo el mismo fenotipo de colonizacion de la rizésfera del maiz
que la cepa silvestre Ch24-10, sin embargo, si estuvo afectada en la competencia

en nodulacion respecto a la cepa silvestre CFN42 (Escalante, 2006).
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3. JUSTIFICACION

Se sabe que el genoma cepa-especifico es el que confiere caracteristicas
determinadas como la patogenicidad, la resistencia a antibidticos y la estructura de
la superficie bacteriana (Akopyants et al., 1998; Dobrindt et al., 2003; Koide et
al., 2004).

Mediante un experimento de hibridacion ADN-ADN se determindé que las
cepas de R. etli CFN42 y Ch24-10 comparten el 85% del genoma. El genoma
exclusivo de la cepa Ch24-10 con respecto a la cepa CFN42 pudiera ser el que
contiene los determinantes de la interaccion de R. etli Ch24-10 con el maiz, su alta
competitividad para colonizar la rizésfera y el interior de la planta, asi como la
supresion de patogenos. Con el fin de aislar el genoma exclusivo de la cepa Ch24-10
se realizd en el laboratorio un experimento de hibridacion sustractiva entre ambas
cepas y se genero una genoteca con el ADN presente en la cepa CH24-10 y no en la
cepa CFN42 (datos no publicados).

El estudio de los genes Unicos en la cepa Ch24-10 permitira generar el
conocimiento sobre su genoma completo e identificar aquellos que pudieran ser
importantes en la interaccion con el maiz, conocimiento que pudiera extrapolarse
a otros endofitos y a las PGPR.

Dada la importancia que tiene el maiz y el frijol en el mundo y
especialmente en México, por ser centro de origen y diversificacion de ambos, el
conocimiento generado sobre el genoma de R. etli Ch24-10, podria permitir su
aplicacion en agricultura, con el fin de disminuir el uso de agroquimicos
(fertilizantes nitrogenados y fungicidas) y contribuir al desarrollo una agricultura

menos contaminante.
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4. OBJETIVOS
4.1 GENERALES

e Secuenciar la genoteca generada por hibridacion sustractiva entre las cepas
de Rhizobium etli Ch24-10 y CFN42.

e Analizar el genoma que es diferente en la cepa Ch24-10 con respecto a la
cepa CFN42, para conocer la funcion putativa de las secuencias obtenidas.

e Obtener una aproximacion del papel de los posibles genes en la interaccion

Rhizobium etli Ch24-10 con el maiz.

4.2 PARTICULARES

e Determinar si las secuencias se localizan en plasmido.
e Determinar si las secuencias se encuentran contiguas en el genoma.
e Determinar la presencia de elementos comunes de la genoteca en otras

cepas de R. etli.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A partir de la genoteca de R. etli Ch24-10 generada de los experimentos de
hibridacion sustractiva con el genoma de la cepa CFN42, se siguio la siguiente
estrategia experimental para alcanzar los objetivos de este trabajo (Figura 3):

Se obtuvieron las secuencias de las clonas de la libreria y el primer analisis
que se realizd fue comparar las secuencias entre si para agrupar, en su caso,
aquellas que fueran iguales. Posteriormente, las secuencias diferentes se
compararon con el genoma de R. etli CFN42 mediante un BLAST local (blastn y
blastx), con el objetivo de detectar aquellas clonas que presentaran identidad al
genoma de la cepa CFN42 y colocarlas en un grupo aparte.

Aquellas secuencias de la libreria de R. etli Ch24-10 que no presentaron
identidad con el genoma de la cepa CFN42 se analizaron usando el BLAST, en el
servidor del NCBI, utilizando el programa blastx. Con los resultados del BLAST se
gener6 una pequena base de datos, organizada en dos grupos generales: 1)
secuencias con identidad significativa a una proteina anotada y 2) secuencias con
identidad no significativa.

Las secuencias con identidad significativa se agruparon posteriormente en
dos categorias: a) secuencias con identidad a proteinas con funcion putativa o
conocida y b) secuencias con identidad a proteinas hipotéticas. Las secuencias con
identidad significativa a proteinas de funciéon putativa o conocida se tradujeron a
aminoacidos y se les realizd un blastp en el servidor del NCBI, con el fin de
identificar la presencia de dominios conservados.

Algunas de las secuencias de la libreria de la cepa Ch24-10 que no
presentaron identidad con el genoma de la cepa CFN42 se compararon también
mediante BLAST (blastn local), con la secuencias genomicas parciales de otras
cepas de R. etli, Kim5, Bra 5, 8C3 y CIAT894 con el fin de obtener una
aproximacion de la presencia de elementos genéticos comunes entre ellas.

Mediante hibridacion tipo Southern blot, algunas clonas de la libreria de la
cepa Ch24-10 (sin identidad al genoma de la cepa CFN42), se seleccionaron para
conocer su ubicacion en el genoma, ademas las clonas se hibridaron contra un
banco de cosmidos de R. etli Ch24-10 con el objetivo de determinar la cercania en

el genoma de las secuencias.
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Figura 3. Estrategia experimental.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 CEPAS, PLASMIDOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Los vectores y las cepas utilizadas de R. etli y Escherichia coli se muestran en

la tabla 1, donde se indican algunas de sus caracteristicas.

Para crecer a R. etli se utilizd medio PY (5 g de peptona de caseina, 3 g de

extracto de levadura, 1 g CaCl,. 2H;0 / L) y el antibidtico Acido nalidixico (Nal),

20pg/ml.

Para E. coli se utilizo medio LB (10 g de peptona de caseina, 5 g de extracto

de levadura, 1 gr de NaCl / 1 L), para las colonias de la libreria se usaron los

antibidticos Kmys (Kanamicina, 45 m pg/ml) y Apio (Ampicilina, 100 pg/ml,

mientras que para las que contienen los cdsmidos se utilizd Tcqo (Tetraciclina 10

pg/ml).
Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados.

Cepas / Plasmidos Caracteristicas Referencia o fuente
R. etli . .
CFN42 Cepa tipo Segovia et al., 1993
R. etli Tipo silvestre, Rosenblueth & Martinez-Romero,
Ch24-10 aislada de tallo de maiz 2004
Genoteca KRy At

. — Invitrogen Corporation
E. coli

Vector pCR2.1 TOPO (fig. 4)

Banco de cosmidos de R. etli

E. coli VC5257

Vector pPLARF1

Vector de clonacion

TcR

Vilchis, 2004

Stratagene

6.2 PCR DE COLONIAS BACTERIANAS
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Las colonias de la libreria se inocularon en medio LB solido con KmssAmpigo Y
se incubaron toda la noche a 37°C. La Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés Polymerase chain reaction) se realizo en 50 pl de acuerdo a
las especificaciones del Kit Tag Polymerase Recombinant (Invitrogen Corporation),
con algunas modificaciones para realizar la PCR utilizando el ADN molde a partir de
colonias bacterianas (Tabla 2).

En ADN templado se colocd en el tubo con los 50 pl de reaccién, tomando
con una punta estéril una pequena cantidad de la colonia fresca, se agitdé en un
vortex y posteriormente se realizaron los ciclos de amplificacion de la PCR en el
termociclador GeneAmp PCR System 2700 de Applied Biosystems como se describe
en la Tabla 3. La concentracion y la presencia de una sola banda de la PCR se
confirmaron por electroforesis en gel de agarosa. La secuencia de los
oligonucledtidos (primers o cebadores) especificos para amplificar los fragmentos

clonados de la libreria es la que sigue (ver Figura 5):

M13 Forward (-20) 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’, M13 Reverse 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

Tabla 2. Componentes de la reaccion de PCR

Componentes de la mezcla Volumen (ul) Concentracion final
Buffer 10X sin Mg 5 1x

MgCl, 50mM 1.5 1.5 mM

Mezcla de INTP 10mM 1 0.2 mM de cada uno
Oligos (20mM) 1 de cada uno 0.2 mM de cada uno
Taq polimerasa 0.25 1.25 unidades

Agua miliQ estéril Se ajusta a 50 pl

ADN Colonia bacteriana -

Tabla 3. Ciclos de la PCR

Ciclos

Este primer ciclo permite lisar las células para liberar

942 € 10 minutos el ADN que sera usado como templado

94° C 3 minutos
55° C 1 minuto

72°C 1 minuto Ciclos de la PCR
30 ciclos
72° C 7 minutos Extension final
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CAG CAA RAT

Figura 4. Mapa del vector de clonacién pCR 2.1-TOPO (Invitrogen Corporation)
En el sitio marcado como “PCR product” es donde se encuentran clonados los fragmentos de la
genoteca. Se muestran también los sitios de unién de los oligonucleotidos M13 que se localizan
a 300 pares de bases direccion arriba y abajo del fragmento clonado, por tanto al analizar la
secuencia es necesario eliminar estos extremos.

6.3 ELECTROFORESIS / GELES DE AGAROSA
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Los geles se prepararon con un 1% de agarosa Tipo Il disuelta en Tris
Acetatos 1X (Trizma base 48.4¢g / L, 11. 42 ml x L, 0.5 M EDTA, pH8). Las muestras
se colocaron en el pozo del gel y se corrieron en una camara de electroforesis

(Amersham Pharmacia Biotech) a 95 volts durante 60 minutos en Tris acetatos 1X.

6.4 OBTENCION DE SECUENCIAS

Una vez amplificados los fragmentos clonados y determinada su
concentracion en gel (superior a 50 ng/pl), los productos de la PCR fueron

secuenciados por un servicio comercial.

6.5 ANALISIS DE SECUENCIAS

Las secuencias se analizaron con el Programa Chromas version 1.62
(Technelisyum), para observar un cromatograma de ésta. Las secuencias se
guardaron en el formato fasta para ser analizadas con el programa BioEdit version
7.0.5.2 (Hall, 1999). Utilizando este programa es posible realizar modificaciones a
la secuencia, lo que permitioé eliminar los extremos que correspondian al vector de
clonacion (Figura 4), y corregir de ser necesario, algun error en la secuencia al
comparar con el archivo original en Chromas.

Las secuencias se compararon entre si mediante alineamientos en el servidor
de GeneBee (Brodsky et al., 1995), para determinar la existencia de secuencias
iguales repetidas y continuar el analisis solamente de aquellas que fueran distintas.

Posteriormente, las secuencias de la libreria de R. etli Ch24-10 diferentes
entre si, se compararon con el genoma de la cepa CFN42 secuenciado y anotado
recientemente (Gonzalez et al., 2006), mediante BLAST local, utilizando los
programas blastn y blastx (Altschul et al., 1997), para descartar las secuencias que
tuvieran un porcentaje de identidad igual o mayor al 45%.

El grupo de secuencias sin identidad al genoma de la cepa CFN42 se
analizaron posteriormente con el BLAST (Basic Local Alignment Tool) (Altschul et
al., 1997) en el servidor del NCBI con el programa blastx.

El BLAST es un método de busqueda de identidad entre secuencias y esta

basado en una solida teoria estadistica, es un método que fundamentalmente busca
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secuencias homologas (origen evolutivo comun). Para establecer si dos o mas
secuencias (de nucledtidos o aminoacidos) son homologas generalmente se
considera la identidad o similitud entre ellas, dado que esta es una variable que se
expresa numéricamente y que se relaciona con una variable probabilistica (Valor de
E, que expresa la probabilidad de que la identidad sea resultado del azar, mientras
mas cercano a cero sea este valor, el valor de E es mas significativo).

Al realizar el BLAST, si los resultados muestran un porcentaje de identidad
alto entre secuencias, un valor de E cercano a cero y un puntaje (score) alto (que
expresa la longitud de las secuencias con identidad), existe una baja probabilidad
de se hayan originado de manera independiente evolutivamente y de que la
similitud entre ellas sea resultado del azar (Koonin & Galperin, 2003).

Por otra parte, el programa blastn hace una comparacion entre secuencias
nucleotidicas, mientras que el blastx realiza lo hace entre secuencias de
aminoacidos (realizando la traduccion en los seis marcos de lectura).

Al realizar el BLAST de las secuencias de la libreria de la cepa Ch24-10 sin
identidad al genoma de la cepa CFN42, los valores de corte que se utilizaron para
definir identidad significativa en este trabajo fueron los siguientes: identidad (igual
o superior al 30%), valor de E menor a 10” y score superior a 40.

Los datos que se tomaron en cuenta para construir la base de datos con la
informacion del BLAST fueron los datos del primer “Bit” de los resultados (por
considerarse el mas significativo estadisticamente), son los siguientes:

e Porcentaje de identidad, valor de E y score.

e Nombre de la proteina con la que presento identidad asi como su tamaio,
ademas del nimero de acceso al la informacion existente sobre esta
secuencia.

e Especie a la que pertenece la secuencia de referencia, el marco de
lectura (blastx) y la posicion en las secuencias donde se presento la

similitud.

Las secuencias con identidad a proteinas de funcion putativa o conocida se

tradujeron a aminoacidos utilizando el programa BioEdit (Hall, 1999), y se realizo
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BLAST (Altschul et al., 1997), en el servidor del NCBI utilizando el programa blastp,
con el fin de identificar la presencia de dominios conservados.

Algunas de las secuencias de la cepa Ch24-10 sin identidad al genoma de la
cepa CFN42, se compararon mediante BLAST (blastn local) (Altschul et al., 1997)
con la secuencias genomicas parciales de las cepas de R. etli, Kim5, Bra 5, 8C3 y
CIAT894.

6.6 OBTENCION DE ADN TOTAL Y PLASMIDICO.

Para extraer el ADN total se utilizo el Kit GenomicPrep Cells and Tissue DNA
Isolation (Amersham Biosciences). El ADN plasmidico se obtuvo de acuerdo al
protocolo del High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Applied Bioscience). Se
verifico la concentracion (utilizando ADN del fago A digerido con Hind Ill, New

England Biolabs) y la integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa.

6.7 DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

El ADN total de las cepas Ch24-10 y CFN42 se digiri6 con la enzima de
restriccion EcoRl (New England Biolabs). Se diluy6 en el buffer NE para EcoRI (New
England Biolabs) a una concentracion final de 1X (50mM NaCl, 100 mM Tris-HCL,
10nm MgCl,, 0.025 Triton X-100, pH 7.5), el ADN total y la enzima. Para digerir 1 g
de ADN se requirieron 20 unidades de enzima. La reaccion se incub6 por 4 horas a
37°C y posteriormente se inactivo la enzima a 65°C por 20 minutos. Se verificé la

digestion del ADN por electroforesis en gel de agarosa.

6.8 GELES TIPO ECKHARDT

Los geles tipo Eckhardt (Eckhardt, 1978 modificado por Hynes & O’Conell,
1990) permiten visualizar el perfil plasmidico de las bacterias y se realizaron de la
siguiente manera: se prepar6é un gel de agarosa al 0.7% en Tris Boratos (TB) 1x
(10.8 g Trizma base, 0.93g EDTA, 5.5g acido boérico / L) y 1% de SDS (dodecil sulfato
de sodio).

Las cepas de R. etli CFN42 y Ch24-10, se sembraron en PY sélido (PYNals)

cuatro dias antes de realizar el Eckhardt al tercer dia se inocularon en PY liquido y
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se incubaron a 28°C en agitacion durante toda la noche. Posteriormente se
tomaron 200 pl de cada cultivo en un tubo Eppendorf (a una densidad éptica de 0.5
medida a 600 nm, medida en el espectrofotometro DU650 de Beckman), y se
colocaron en hielo. Se agregaron 0.5 ml de Sarcosyl y se centrifugd, un pulso. Se
desecho el sobrenadante y se mantuvieron en hielo.

La pastilla celular se resuspendio cuidadosamente en 20 pl de solucion E1
[sacarosa al 10% disuelta en TB 1X y ARNasa (10mg /ml en TB), a la solucion E1 se
le anadi6é al momento de usarse unos granitos de lisozima]. La pastilla resuspendida
se carg6 inmediatamente en el pozo del gel, sumergido en TB 1X, se corrio el gel
en una camara de electroforesis durante 5 minutos a 15 volts y posteriormente a 80

volts por 8 horas a -4°C.

6.9 SOUTHERN BLOT
6.9.1 TRANSFERENCIA DE ADN DE COLONIAS BACTERIANAS

Para ubicar las clonas seleccionadas de la libreria en el banco de césmidos
de la cepa Ch24-10 (Vilchis, 2004) se analizaron mas de 1000 colonias organizadas
en juegos de 48 colonias de la siguiente manera (fig. 5):

Se marcaron con numeros los filtros de nylon Hybond N+ (Amersham
Biosciences) y se esterilizaron. Una vez estériles se colocaron con pinzas estériles
en la caja Petri con medio LB Tcy (cosmidos clonados en un el vector pLARF1). Las
colonias se replicaron en los filtros a partir de colonias frescas y de dejaron crecer
toda la noche.

Para transferir el ADN se sacaron los filtros de las cajas Petri y se colocaron
en soluciones de transferencia, formado en cada una un puente con papel
Whatmann tal como ilustra la figura 6. Los filtros se colocaron en el puente durante
7 minutos en solucion desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH), posteriormente
se colocaron en otro puente 5 minutos en solucion neutralizante (1.5 M NaCl, 0.5 M
Tris HCL, 0.001 M EDTA) y 5 minutos en otro puente con solucion neutralizante.
Finalmente 5 minutos en un puente con SSC 2x (0.3 M NaCl, 0.03 M citrato de
sodio). Los filtros se dejan secar y se sumergen en etanol al 100% durante 3

minutos. Una vez que estan secos se fija el ADN primero con luz ultravioleta

31



utilizando un Spectrolinker (XL-1000 UV Crosslinker de Spectronics Corporation), y

posteriormente horneando por dos horas a 80°C.

6.9.2 TRANSFERENCIA DE ADN EN GEL

El ADN total de las cepas de R. etli Ch24-10 y CFN42 digerido con EcoRl y se
corrié en geles de agarosa al 1% (500 ng por pozo) durante una hora (en un pozo el
DNA de la cepa Ch24-10 y en el siguiente el ADN de la cepa CFN42, y asi
sucesivamente).

Posteriormente el ADN de los geles se transfirid por capilaridad a una
membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham Biosciences) de la siguiente manera:
con agitacion, el gel de agarosa se sumergio en la solucion de depurinacion (11 ml
HCL, 989 ml de agua destilada), entre 20 y 30 minutos, después en la solucion
desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH), durante 30 minutos y finalmente en la
solucion neutralizante (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris HCl, 0.001 M EDTA) de 30 a 50
minutos. Enseguida, el gel se colocd sobre un vidrio, encima la membrana de
Hybond-N+ y tres capas de papel Whatmann previamente humedecidos con SSC 10X
(1.5 M NaCl, 0.15 M citrato de sodio), toallas de papel, otro vidrio y un peso sobre
él. Se nivelo y se dejd transferir toda la noche. Al dia siguiente la membrana se
retird y se dejo secar a temperatura ambiente. Una vez seca, el ADN se fijo con luz
ultravioleta (crosslinker) y horneando a 80°C durante dos horas. El gel tipo

Eckhardt se transfiere de la misma manera.

6.9.3 OBTENCION DE SONDAS

Para conocer la ubicacion y cercania en el genoma de las clonas, se realizo
PCR (en 100 pl de reaccion, como se indica en el apartado 6.2), a las 23 clonas
seleccionadas aleatoriamente. Las reacciones de PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa. La banda correspondiente se purifico del gel de
acuerdo a las especificaciones del High Pure PCR Product Purification Kit (Roche

Applied Science).

6.9.4 HIBRIDACION
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Las membranas con el ADN de los cosmidos de la cepa Ch24-10, ADN total y
ADN plasmidico (Eckhardt) de las cepas Ch24-10 y CFN42, se prehibridaron con el
Rapid Hyb Buffer (Amersham Biosciences) a una temperatura de 65°C, las
membranas con ADN plasmidico durante toda la noche y aquellas con ADN total y
ADN de los cosmidos durante 4 horas. Transcurrido el tiempo de prehibridacion, las
sondas purificadas de gel se marcaron con a-**PdCTP con el kit Redirpime II
Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences) y se colocaron en los tubos
de hibridacion con las membranas prehibridadas. La hibridacion se realizdé a una
temperatura de 65°C, toda la noche. Posteriormente, las membranas se lavaron a
65°C dos veces con SSC 2X / SDS 0.1%, dos veces con SSS 1X / SDS 0.1% 'y
finalmente dos veces con SSC 0.5% / SDS 0.1%, (cada lavado durante 10 minutos).
Al finalizar los lavados, las membranas se enjuagaron con SSC 2X y se mantuvieron
himedas dentro de una bolsa de plastico sellada y se expusieron a una
autorradiografia (Kodak) a -80°C. Posteriormente, dependiendo del marcado se
revelo la autorradiografia

Para localizar los césmidos se realizo una primera hibridacion que consistio
en mezclar las sondas y marcarlas juntas para identificar aquellos cosmidos que
dieran una senal positiva con cualquiera de las sondas. El siguiente paso fue
hibridar los cosmidos positivos (fueron 16), con cada una de las sondas por

separado para identificar qué césmido hibrido con qué sonda especificamente.
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Figura 5. Transferencia de ADN de colonias bacterianas.
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7. RESULTADOS
7.1 SECUENCIAS CON IDENTIDAD AL GENOMA DE LA CEPA CFN42

De acuerdo a los resultados del blastx, se obtuvieron 69 secuencias de la
genoteca de la cepa Ch24-10 con identidad con genoma de la cepa CFN42 (organizado
en 7 replicones organizados en 1 cromosoma y 6 plasmidos) (Gonzalez et al., 2006).

De este grupo de secuencias, 23 de ellas (33%), se localizan en los plasmidos: 1
en el p42a, 5 en el p42b, 2 en el p42c, 9 en el plasmido simbidtico psym (p42d), 2 en
el p42e y 4 en el p42f. De las 69 secuencias, 16 presentaron identidad con el genoma
de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 384, en un porcentaje mayor a 40%, un valor
de E menor de 10-> y un score superior a 80. En la tabla 4A, 4B y 4C se encuentran los

resultados resumidos de este analisis.
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Tabla 4. Secuencias con identidad al genoma de R. etli CFN42.

Tabla 4A. Secuencias con identidad mayor de 75% (en mas de 60 aminoacidos) y valor de E menor
de 107,
Se muestra la identidad en el nimero de aminoacidos (aa) y su porcentaje (%), la longitud (nucleotidos)
de la secuencia de la libreria de la cepa Ch24-10, el valor de E, el score y el niUmero de veces que se
repitio cada secuencia.

SECUENCIA ; LOCALIZACI ~ VECES

/ LONGITUD ANOTACION IDENTIDAD SCORE VALOR DE E ON EN EL QUE SE

(nn) GENOMA REPITE
ADN polimerasa III 100/105

9-48 /348 subunidad alfa (95%) 214 9.00E-55 C 1
Secuencia de insercion 135/155

12-4 /650 e (87%) 267 3.00E-70 psym 1
Probable regulador

6-18 /579 transcripcional, familia 73/92  (79%) 146 5.00E-34 C 2
LuxR
Probable regulador 231/244

8-39/818 transcripcional, familia o 469 4.00E-131 p42f 1

(94%)

AraC
Regulador transcripcional ~ 71/71

9-10/878 e (100%) 145 3.00E-33 C 1
Proteina sensora del
sistema de dos 99/106

SClG RS componentes, histidina (93%) i 1.00E-41 S !
cinasa*

Caja sensora putativa / 63/34
5-27/711 familia de proteinas con (80%) 139 1.00E-31 C 1
dominio GGDEF * °

Translocasa, exportadora 73/73

4-4 /255 i (100%) 149 4.00E-35 C 2
Probable transportador 91/104

9-28/349  ABC de azucares, proteina o 212 5.00E-54 p42b 1
de unidn al sustrato* (87%)
Transportador ABC de 140/140

11-5/460 e A —— (100%) 218 6.00E-56 psym 1

g8 /274 e . (100%%) 131 8.00E30  p42b 1
Probable transportador 158/161

1-32/612  ABC de oligopéptidos, (98%) 317 2.00E-85 p42f 1
permeasa
Probable transportador 103/105

6-2 /503 ABC de azucares, (98%) 108 7.00E-23 p42b 1
permeasa
Probable transportador 89/90

5-24 /396 ABC de azucares, proteina (98%) 154 2.00E-36 C 1

de uniodn al sustrato

(Psym: p42d, *Secuencias con identidad al genoma de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 384, C: cromosoma, p; plasmido).

Tabla 4A. Continuacion...
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SECUENCIA /
LONGITUD
(nn)

3-20/ 825

4-21/730

7-19 /452
5-25/471
6-32 /551
7-6 / 839
seq34 / 567
8-48 /351

seql7 /564

seq25 /394
seq36/ 818
seq49 / 838
seq53 /555
3-41/781

1-39/546
5-14/363
3-33/902
5-12 /795
6-3 /560
seq20 / 547

7-1/832

ANOTACION

Probable transportador ABC de
azucares, proteina de union al
sustrato

Putativa toxina RTX tipo
hemolisina, proteina de union a
calcio*

Hemolisina*

Proteina de quimiotaxis, aceptora
de metilos

Probable succinato semialdehido
dehidrogenasa [NADP+]

Proteina de autoagregacion
(proteina de adherencia)

Proteina transmembranal,
biosintesis de flagelo

Probable reductasa FMN
dependiente de NAD(P)H

Endopeptidasa Clp, subunidad 3
Putativa L-iditol 2-dehidrogenasa
Ciclohidrolasa I de GTP
Ceto-acido reductoisomerasa

Nitrogenasa (iron protein)

Proteina hipotética
RHE CHO00091

Proteina hipotética
RHE _CH02651

Proteina hipotética
RHE_CHO01108

Proteina hipotética
RHE_CH03202

Proteina hipotética
RHE CHO01631

Proteina hipotética
RHE CH03237*

Proteina hipotética
RHE CHO02651

Proteina hipotética
RHE CHO01631

IDENTIDAD

94/108
(88%)

168/231
(72%)

107/108
(99%)

88/88 (100%)
171/171  (100%)
165/180 (91%)
91/92 (98%)
79/103 (76%)

87/89 (97%)

107/108 (99%)
166/170 (97%)
207/253 (81%)
176/179 (98%)
66/70  (94%)
99/129 (76%)
86/109 (78%)
77/97 (79%)
136/154 (88%)
84/97  (86%)
99/129 (76%)

140/161 (86%)

SCORE

197

358

218

177

292

332 bits

179

164

178

222
327
389
309
134

201

184

152

281

124

201

288

VALOR DE E

5.00E-49

2.00E-97

9.00E-56

2.00E-43

6.00E-78

9.00E-90

6.00E-44

1.00E-39

1.00E-43

4.00E-57
5.00E-88

6.00E-107
4.00E-83

3.00E-30

1.00E-50

1.00E-45

2.00E-35

2.00E-74

3.00E-27

1.00E-50

3.00E-76

LOCALIZACIT
ON EN EL
GENOMA

p42b

p42c

psym

psym

psym

VECES QUE
SE REPITE

menor de 107,

Tabla 4B. Secuencias con identidad al menor de 75% y/o menos de 60 aminoacidos y valor de E
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ig%%??g]lf : ANOTACION IDENTIDAD SCORE VALOR DE E ;%%AéEZACIO KESE%QUE =2
(nn) GENOMA
10-1/631 tsrz;z;r;‘s’i:f insercién putativa, ?79;% 109 7.00E-23 p42b 1
WAl gz%zz?il;crieoizllﬁ’grrnilia MerR* ?98;"/?) e ReE < :
seq7 /386 II:Iri(;teina reguladora especifica de ?91 l/if) 83.6 2 00E-15 i 1
seq37 /725 Z)(()tr;?ﬁa protefna de membrana ?92433) 87 6.00E-16 pd2e 1
9-25 /291 géogzg‘rf‘o‘l’l‘;ggilgg biosintesis (Sgﬁ/j) i 9.00E-24 c 1
4-3 /492 Adenilato ciclasa* Z:él/f )3 157 2.00E-37 C 1
3-37/516 Probable glicosiltransferasa* (358;3?) 82-4 8.00E-15 C 2
5-47 /227 (?;‘Cr:f];giﬁ’aos’;imucOnOIaCtone ?11(;?)}% ) 65.5 8.00E-10 p42f 1
12-29/769  Reductasa putativa*® ?13 (;?)24) 91.7 3.00E-17 C 1
8-16 /815 Cetol piruvato transferasa® (1633"//3 )2 0 263 8.00E-69 C 1
8-18 /866 Cetol piruvato transferasa® (1633"//3 )2 v 263 4.00E-69 C 1
seq38/443  GDP-L-fucosa sintasa® ?50 é(l,/f )4 172 4.00E-42 C 2
seq52 /911  Fosfomanomutasa ?663/(1,/?;1 133 1.00E-29 C 1
9-29/ 541 i}gg‘g‘;&ﬁ’g?g‘:a 5755/?) 109 5.00E-23 C 1
seqd7 / 512 ggﬁ?ﬁ&?g@ica fgf/Z) 110 2.00E-23 C 1
8-27 /561 g‘;g‘g;&ggfﬁca ?%E/Z) 93.6 4.00E-18 C 1
5650 / 229 gg?ﬁrg;ég‘z’gica ?1663% 95.5 7.00E-19 C 1
236 /357 iﬁg‘;ﬁg’fgzﬁ‘:a ?;‘éf/f) 57 3.00E-07 pd2e 7
seql3 /279 Eﬁgﬁ‘;‘”})lgggﬁﬁca f;éf,‘/?) 67.4 2.00E-10 e 1
seql6 /351 iﬁg‘g‘;&ggﬁm ?985/?) 57 3.00E-07 C i
Tabla 4B. Continuacion...
Longup  ANOTACION mENTIDAD || score  (YAEOREE oo O e
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(nn)

8-11/286
9-17

7-35/ 521
5-46 /365
6-1/576
6-14 /413
seq40 / 402
9-11/597

J11-40 /700

Proteina hipotética
RHE PF00054

Proteina hipotética
RHE _CHO01905*

Proteina hipotética
RHE_CH02761

Proteina hipotética
RHE PC00203*

Proteina hipotética
RHE _CHO1114*

Proteina hipotética
RHE CHO01669*

Proteina hipotética
RHE CHO1114*

Proteina hipotética
RHE PA00030*

Proteina hipotética
RHE PD00172

33/60

(55%) 67

Gl | |62
g%ff/f) 66.2
?9%/5) 129
o e
onh |2

?55(;3?) 80.5
?Zs/}yif 97.4
(13540//3)20 203

3.00E-10

4.00E-41

6.00E-10

5.00E-29

2.00E-38

2.00E-18

2.00E-14

3.00E-19

4.00E-78

p42f

p42a

psym

Tabla 4C. Secuencias con identidad al genoma de la cepa CFN42 con un valor de E mayor de 107,

SECUENCIA
/ LONGITUD

(nn)

seq30/ 548
J3-21/461
J9-40 /633

J5-23 /300

J5-2 /414

ANOTACION

Proteina ribosomal L33 50S

Proteina del sistema de dos
componentes, regulador de

respuesta

Probable acetiltransferasa

Proteina hipotética
RHE_CH00479

Proteina hipotética
RHE _CHO03754*

IDENTIDAD SCORE

(lf(/)ég/) 412
%12 (;%)34) 47

(255/3) 43.1
219(/)&) 50.4
jjggj) 424

VALOR DE E

0.02

3.00E-04

0.009

3.00E-05

0.007

LOCALIZACIO
N EN EL
GENOMA

C

C

VECES QUE
SE REPITE

7.2 SECUENCIAS SIN IDENTIDAD AL GENOMA DE LA CEPA CFN42
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Como se menciond, de las 348 clonas que se secuenciaron 243 no presentaron
identidad al genoma de la cepa CFN42. De estas 243 secuencias 120 fueron distintas
entre si, es importante notar que algunas secuencias se repetian en niUmero variable,
en algunos casos hasta 17 veces, como la secuencia 3-34, por otro lado habia
secuencias Unicas como las secuencias seq45, 8-34 y 2-18 por mencionar algunas (Ver
Anexo, en la tabla 8 se muestran las secuencias repetidas). En los casos en que se
repitieron se tomo una sola secuencia para realizar los analisis posteriores.

La longitud de las 120 secuencias se encuentra en un rango que va de los 130 a
los 884 nucleotidos, con un promedio de 530 (los insertos clonados se secuenciaron
completos). En el grafico 1 se muestra que los fragmentos mas pequeinos se ubican en
el intervalo que va de 130 a 165 nucleotidos y que los mas grandes tienen una longitud

entre 850 y 885. La mayoria se distribuye en el rango de 300 a 800 nucledtidos.

Grafico 1. Longitud de los fragmentos clonados de la libreria.
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Las 120 secuencias sin identidad al genoma de la cepa CFN42 se organizaron en
dos grupos generales (Grafico 2):
1) 56 secuencias (47%), con identidad significativa a proteinas anotadas con una
identidad igual o superior al 30%, valor de E menor a 10° y score superior a 40 (Los
resultados en detalle del BLAST se muestran en el Anexo en la tabla 8)
2) 64 secuencias (53%), sin identidad significativa con una identidad menor al 30%,

valor de E mayor de 107 y score inferior a 40) (Los datos no se muestran).

Por otro lado, las secuencias con identidad significativa se dividieron a su vez
en:
a) 41 secuencias con identidad a una proteina putativa o conocida (32% del total, 73%
de este grupo).
b) 15 secuencias con identidad a proteinas hipotéticas (13% del total, 27% de este

grupo).

Grafico 2. Distribucién porcentual de las 120 secuencias con respecto a la identidad que presentaron en el
blastx.

53%

Secuencias con identidad significativa a proteinas anotadas (47%)
Secuencias con identidad no significativa (53%)

Proteinas con identidad a proteinas con funcion putativa o conocida (34%)
Proteinas hipotéticas (13%)

OEEO
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7.2.1 SECUENCIAS CON IDENTIDAD SIGNIFICATIVA A PROTEINAS PUTATIVAS O
CONOCIDAS.

Las secuencias con identidad a proteinas putativas o conocidas se agruparon en
cinco categorias de acuerdo al grupo funcional del ortélogo correspondiente (Grafico
3). El grupo con mayor numero de secuencias es el relacionado con replicacion,
recombinacion y reparacion del ADN, en segundo lugar se ubica el grupo relacionado
con transporte celular y regulacion de respuesta. Este grupo presenté identidad por un
lado, a proteinas cuya funcion esta comprobada experimentalmente (TonB y gen
inducible por el hospedero de R. leguminosarum), y por otro a proteinas putativas con
funcion conservada (el resto).

Al realizar la traduccion a aminoacidos de las secuencias nucleotidicas con
identidad a proteinas putativas, algunas de ellas mostraron identidad a dominios
conservados, en la mayoria de los casos correspondientes al resultado del blastx

(tabla 5 y en detalle en el Anexo, tabla 8).

Grafico 3. Distribucion porcentual de las secuencias de Identidad alta a proteinas putativas.
Organizacion en grupos funcionales.

5%

29%
4%

10%
15%

Elementos externos (5%)

Replicacion, recombinacion y reparacion del ADN (29%)
Reguladores transcripcionales (10%)

Transporte celular / Regulacion de respuesta (15%)
Varias (41%)

OOoOoOo
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Tabla 5. Organizacion en grupos funcionales de las secuencias con identidad a proteinas putativas o conocidas.

Se muestra la longitud de la secuencia proteica del ortologo en aminoacidos (aa), asi como de la secuencia de la libreria de la cepa Ch24-10 en
nucledtidos (nn). Se muestra también la identidad en nimero de aa y su porcentaje (%) correspondiente y el porcentaje que cubre la secuencia de la
libreria traducida a aminoacidos respecto a la longitud de la proteina con la que present6 similitud. Se indica el dominio al que presento identidad la
secuencia de la libreria después de su traduccion a aminoacidos y la realizacion del blastp y en su caso el plasmido con el que hibridaron.

GRUPOS
FUNCIONALES

Relacionadas

con fagos

Replicacion,
recombinacion
y reparacion del

ADN

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa)

Proteina mayoritaria de la capside gp7 /227 proteina
hipotética de R. leguminosarum bv. viciae 3841 similar a esta
de fago

e Integrasa /999

e Transposasa y derivados inactivados / 781
e *¥**Transposasa para secuencia de insercion ISRM18/ 507
e * Transposasa para secuencia de insercion ISRM18 / 507

e Transposasa /266

e ADN metilasa N4/N6 / 613

e ADN metilasa N4/N6 / 560

e ADN metilasa especifica de adenina / 194

e ADN metilasa N4/N6 / 938

o ADN metilasa especifica de citosina C-5/ 710

Helicasa caja DEAD/DEAH dependiente de ATP / 811
Helicasa C terminal, caja DEAD/DEAH,
dependiente de ATP / 963

e Endonucleasa de restriccion (subunidad helicasa) / 999

SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

7-10/ 638

seq45 /347

3-25/641
6-40 /453
4-40 /755
8-30/396

1-16 /542
3-46 /559
2-18 /225
9-9/470

7-11/756

10-18 /522
4-37/734

5-4/516

IDENTIDAD
(aa) / (%)

79/138 (57%)
23/67 (34%)

70/195 (35%)
143/147 (97%)
123/132 (93%)
35/58 (60%)

117/179 (65%)
111/179 (62%)
43/70 (61%)
45/107 (42%)
38/90 (42%)

101/114 (88%)
83/148 (56%)

124/177 (70%)

PORCENTAJE DE
COBERTURA

93
12

28
30
50
50

33
39

35

25

17

DOMINIO (blastp)

X

Integrasa de fago

X
Core de la integrasa
X

X

ADN metilasa

ADN metilasa especifica
de adenina

X

X

Enzima de restriccion I

DEAD helicasa

ADN o ARN helicasa

(*pa, **pb, **pc; X = no se encontrd similitud con algin dominio conservado)

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS
FUNCIONALES

Reguladores

Transcripcionales

Transporte celular
/ Regulacion de

respuesta

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa)

e Regulador transcripcional similar a GntR /218
Hélice —vuelta-hélice

* Regulador tipo LysR / 328

Regulador transcripcional tipo RioFf §7 / Similar al dominio de unién al gen

traR (activa el operon de bioluminiscencia) / 62

Hélice-vuelta-hélice tipo AraC / 315

e Proteina sensora, traduccion de sefial, histidina cinasa / 384

[Regulador transcripcional con dominio PAS, tipo-AAA ATPasa]

e Diguanilato ciclasa/Fosofodiesterasa con dominio GGDEF & EAL /912
e Diguanilato ciclasa-Fosofodiesterasa con dominio GGDEF & EAL / 713

[Proteinas con este dominio pueden actuar como sensores|

e Gen inducible por el hospedero (ORF 3) /295

[Importante para competencia en la nodulacion]

e TonB. Proteina de membrana, traduce energia a receptores de membrana
externa. Transporte de hierro / 454

e Canal i6nico. Tipo transportador de potasio / 343

SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

3-35/307

4-32 /745
6-23 /627

8-34 /808

7-31/750

7-14 /745

2-1/329

7-22 /576

9-20/336

Seql2 /503

IDENTIDAD
(aa)/ (%)

38/98 (38%)

127/249 (51%)
34/57 (59%)

68/90 (75%)

89/150 (59%)

34/63 (53%)

34/49 (69%)
123/147 (83%)

62/106 (58%)

35/62 (55%)

PORCENTAJE
DE
COBERTURA

47

76
100

85

65

27

15

65

25

49

DOMINIO
(blastp)

GntR

LysR
LuxR

ATT AraC

PAS

EAL

EAL

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS

FUNCIONALES

Proteinas varias

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa)

Acetiltransferasa / 340

[Metabolismo de lipidos]

Glicosiltransferasa familia 2, involucrada en la
biogénesis de la pared celular / 307

Glicosiltransferasa (sintesis de core del
lipopolisacarido) / 384

Glicosiltransferasa familia 8 / 243

Proteina involucrada en la biosintesis de polisacaridos /
489

Proteina transportadora de polisacaridos / 488

[Proteina de biosintesis de polisacaridos, generalmente son
integrales de membrana. La familia incluye a RfbX parte del
operon de biosintesis del antigeno O]

[Biosintesis de disacaridos, polisacaridos]

Glicésidohidrolas, familia 19 /201

[Dominio: quitinasa]

SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

12-27 /168

2-34 /735

8-17 /862

7-43 /315

3-47 /448

5-38/628

1-40 /657

IDENTIDAD

aa/ %

25/44 (56%)

46/152 (30%)

29/95 (30%)

38/103 (36%)

46/152 (30%)

29/95 (30%)

45/86 (52%)

PORCENTAJE  pOMINIO

DE
COBERTURA

16

80

75

43

21

42

100

(blastp)

Glicosiltransferasa

Glicosiltransferasa
Proteina de biosintesis de
polisacaridos

Proteina de biosintesis de

polisacéridos

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS
FUNCIONALES

Proteinas varias

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa) SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

o *** Metiltransferasa / 352 4-20/432

[Transferencia de metilo del S-adenosil-L-metionina (AdoMet) a
cualquier atomo de nitrégeno, oxigeno o carbono. Modifica DNA,
RNA, proteinas, moléculas pequefias como el catecol con fines
regulatorios]

e Proteina LuxA Putativa /354
Cadena alfa de la luciferasa monooxigenasa
[La luciferasa bacteriana es una flavina monooxigenasa que cataliza la
oxidacion de una cadena larga de aldehido provocando la emision de
energia en forma luminica]

4-6 /346

e Fitanoil CoA dioxigenasa (PhyH) /259 6-31/ 746

[PhyH es una enzima peroxisomal que cataliza el primer paso en la
oxidacion-alfa del acido fitanico
Es una oxidorreductasa]

e * Lisina/ornitina monooxigenasa lucD / 540 3.45/ 761
[Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo]
n6-oxigenacion de lisina, y el primer paso en la sintesis de la

aerobactina

e Nitrilohidratasa / 153 12-22 /137

[Hidratacion de compuestos nitrilo. Acttia en las cadenas cortas de
nitrilos alifaticos convirtiéndolos en el aminoacido correspondiente.
No actiia en los aminoacidosa ni en los nitrilos aromaticos]

IDENTIDAD aa/
%

41/54 (75%)

35/56 (62%)

63/107 (58%)

68/131 (52%)

27/31 (87%)

PORCENTAJE
DE
COBERTURA

41

32

98

29

DOMINIO
(blastp)

Luciferasa

bacteriana

Fitanoil coA

dioxigenasa

Lisina/ornitina
monooxigenasa

IncD

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa) SECUENCIA / IDENTIDAD aa/ % PORCENTAJE DE DOMINIO
FUNCIONALES LONGITUD (nn)

COBERTURA

(blastp)

o ** Ulpl proteasa, dominio catalitico C- 12-30/ 813 54/151 (35%) 19 X
terminal/ 1441 0

90/176 (51%) 14

e Ulpl proteasa, dominio catalitico C-terminal / 7-21/594 PEPTIDASA, UP1

1441 PROTEASA

e ATPasa/392 8-3/610 132/200 (66%) 52 ATPasa
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7.2.2 LOCALIZACION EN EL GENOMA

BANCO DE COSMIDOS

Se obtuvieron los siguientes resultados de la localizacion de las 23 clonas
seleccionadas de la genoteca de la cepa Ch24-10, con el banco de cosmidos: 12 clonas
dieron sefal positiva con uno, dos o cuatro césmidos. Algunas clonas hibridaron en el
mismo césmido, por ejemplo 6-40, 4-40 y 7-21 que dieron sefal positiva con el
cosmido 3.

En la figura 6 se observa un ejemplo de la sefal positiva de hibridacion ya que
no se muestran todas las imagenes de las autorradiografias. En la tabla 5, columna 1,

se muestran los resultados detallados de esta hibridacion.

A
Control pegativo,
OOOOOOOOOA/vectors1 t
FRRERE DG
O O0O0O0000O0O0 O
OO0 0000O0
\ _/
Y
Réplica
B

Figura 6. Hibridacion con el banco de césmidos.
A. Patron de distribucion de los cosmidos, control negativo y réplica. B. Ejemplo de hibridacion

positiva. Clona J4-40, sefal positiva con el cosmido 3.
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ADN TOTAL

Las 23 clonas seleccionadas de la libreria de la cepa Ch24-10 para conocer su
localizacion en el genoma, no hibridaron con el genoma de la cepa CFN42, incluido
como control negativo, por el contrario, todas lo hicieron con el genoma de la cepa
Ch24-10. En la tabla 6, columna 2 se encuentran los resultados en detalle y en la
figura 7 se muestra una imagen de la autorradiografia con el resultado de la

hibridacion de la clona 4-32.

A B

CFN 42 Ch24-10
AN

Figura 8. Hibridacion con ADN total de las cepas CFN42 y Ch24-10
A. ADN total digerido con EcoRI B. Ejemplo de hibridacion positiva con el genoma de la cepa Ch24-10 y
negativa con el de la CFN42, clona 4-32
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PLASMIDOS

De las 23 clonas que se hibridaron contra el genoma plasmidico de las cepas
Ch24-10, CFN42 ninguna hibrido con los plasmidos de la cepa CFN42. Mientras que 7
clonas dieron senal positiva con algun plasmido de la cepa Ch24-10, dos clonas se
ubicaron en el plasmido a (4-40 y 3-35), una en el plasmido b (7-21) y cuatro en el
plasmido c (6-40, 4-32, 4-20, 4-34) (Tabla 5, columna 3). En la figura 8 se muestra una

imagen con una autorradiografia con sefal positiva en plasmido c de la cepa Ch24-10.

A B

Ch24-10 CFN42

\ﬁ(—} \ﬁ(—}

e p42f 650
p42e 505

pb p42d 370
p4lc 251

pa
p4la 184
p42b 194

Figura 8. Hibridacion con ADN plasmidico de las cepas CFN42 y Ch24-10.

A. Patron plasmidico de R. etli Ch24-10 y CFN42. B Ejemplo de hibridacion positiva de la clona 4-20 con
el plasmido c de la cepa Ch24-10
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Tabla 6. Resultados de la hibridacién tipo Southern blot de ADN total y Eckhardt de las 23 clonas
seleccionadas. Se muestra el niUmero de bandas y el tamafo aproximado en Kilobases que hibridaron

con el ADN total.
Columna 1

Césmidos UL Columna 3
Secuencia Funcion putativa e ADN total/ Eckhardt

wettih) No. bandas
3-25 Transposasa 1 1(22.2) X
6-40 }";;rﬁ]i%sasa para secuencia de insercion 3 2(23,9) .
4-40 ;l"srla{rll\i;;%sasa para secuencia de insercion 3 3(92,63) %
5-4 Endonucleasa 5,11 1(6)
4-37 Helicasa C, caja DEAD/DEAH X 1(4.2)
3-46 ADN Metilasa N4/N6 X 1(9.2) X
2-18 ADN Metilasa especifica de adenina X 1(9.4) X
430 %ilélicg)sr}ganscripcional 4 1 (4.1) po
7-22 Gen inducible por el hospedero X 1(3.4) X
7-31 Proteina de respuesta. Histidina cinasa 8,12 2(6.4,4) X
6-31 Fitanoil-CoA dioxigenasa(PhyH) X 1(4) X
3-45 Lisina/ ornitina monooxigenasa X 1(4) pa
4-20 O-metiltransferasa X 2(64,4) pc
791 Ulplr(.familia de proteasa) Dominio 3 3(22,6.3, o

catalitico C-terminal 3.8)

8-3 ATPasa X 1(1.6) X
13-19 Proteina hipotética 14 2(1.6,1.7) X
4-34 Proteina hipotética X 1(9) pc
2-5 Proteina hipotética X 1(3.8) X
4-1 Proteina hipotética X 1(9) X
6-19 Proteina hipotética X 1(6) X
7-30 Proteina hipotética X 1(6) X
7-15 Proteina hipotética 2,5,9,10 1(2) X
10-32 Proteina hipotética X 1 (6) X

X no se detecto sefal en la hibridacion
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7.2.3 COMPARACION DE SECUENCIAS CON EL GENOMA PARCIAL DE OTRAS CEPAS

DE R. etli

Se compararon 87 clonas de la genoteca de la cepa Ch24-10 contra

secuencias parciales de 4 cepas de R. etli aisladas de diferentes partes del mundo
(Kim5 (México), Bra 5 (Brasil), 8C-3 (Espana) y CIAT 894(Colombia)). 30 de ellas

presentaron identidad significativa a una o mas cepas de R. etli, 13 pertenecen al

grupo de identidad alta (13 con funciéon putativa y 1 proteina hipotética) (Tabla

7A). Las 17 restantes pertenecen al grupo de secuencias con identidad baja (Tabla

7B).

Tabla 7. Identidad de 30 secuencias de la libreria genomica de la cepa Ch24-10 con secuencias
genomicas parciales de otras cuatro cepas de R. etli: Kim5, Bra 5, 8C-3 y CIAT 894

Se muestran los valores que tuvieron un puntaje (score) mayor a 100 y porcentaje de identidad

mayor al 80%

7A. Identidad al genoma de distintas cepas de R. etli con secuencias de la libreria de la
cepa Ch24-10 que presentaron identidad significativa a proteinas anotadas.

Clona

6-40

Integrasa

4-40

Integrasa

4-32

Regulador tipo LysR

seq46

Gen de la competitividad nodulacion
2-34

Glicosiltransferasa (biogénesis de la
pared celular)

3-47

Proteina de sintesis polisacaridos
(antigeno O)

5-38

Proteina de sintesis de polisacaridos
J4-6

Lux A

6-31

Fitanoil dioxigenasa

3-45

Lisina / ornitina Monooxigenasa
7-21

UP1

proteasa

8-3

ATPasa

5-30

Proteina hipotética

Tamafio de
la secuencia
(nucleotidos)

453

755

745

576

735

315

628

346

746

761

594

396

8717

Kim 5
% ldentidad
/ Bases

100 /255

99 /562

99 /383

99 /306

99/1710

99 /562
100/ 248
99 /206

Bra s
% ldentidad
/ Bases

99 /442

99 /562

96 /386

98 /437

96 /415
95/105

96 / 446
98 /91

99 /522

98 /562
99 /299
99/261

96 /132

8C-3
%
Identidad
/ Bases

99 /442

100/ 541

99 /603

997324

99/332

99 /572

98 /409

99 /598

CIATS894
%
Identidad
Bases

100 /285

99 /351
98/199

89 /748

/
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Tabla 7B. Identidad de las secuencias de la cepa Ch24-10 que presentaron identidad no
significativa con otra proteina anotada, al genoma de distintas cepas de R. etli.

Tamaiio dela Kim 5 Bra$s 8C-3 CIATS894
Clona secuencia % ldentidad / % ldentidad / % Identidad / % ldentidad /

(nucleétidos) Bases Bases Bases Bases
1-44 337 - 95/99 - -
3-10 91/721 92 /686 91 /603 90 /383

) 730 86 /335 97 /471 93 /525 86 /525
91/79 86 /409 92/294 86 /409
3-36 479 - - - 93 /339
4-1 484 - - 98 /115 97 / 469
4-11 419 82 /209 - - -
4-12 98 /602 90/519 88 /521 88 /470
) 617 89/271 90 /274 87 /433 87/416
89 /89 87/331 87/296 87/331

4-24 356 99 /324 - - -
4-25 700 - 86/303 84 /343 -
5-39 611 - - 99 /592 -
5-44 580 - - 98 /150 -
7-25 518 - - 98 /150 -
8-5 238 - 99 /525 - -
10-16 769 99/ 346 - - -
seqs 596 - - 88/330 96 /119
seql0 785 - 100/ 351 - -
seql5 792 - 86/303 84 /343 -

seq24 343 - 96 /275 - -




7. RESULTADOS
7.1 SECUENCIAS CON IDENTIDAD AL GENOMA DE LA CEPA CFN42

De acuerdo a los resultados del blastx, se obtuvieron 69 secuencias de la
genoteca de la cepa Ch24-10 con identidad con genoma de la cepa CFN42 (organizado
en 7 replicones organizados en 1 cromosoma y 6 plasmidos) (Gonzalez et al., 2006).

De este grupo de secuencias, 23 de ellas (33%), se localizan en los plasmidos: 1
en el p42a, 5 en el p42b, 2 en el p42c, 9 en el plasmido simbidtico psym (p42d), 2 en
el p42e y 4 en el p42f. De las 69 secuencias, 16 presentaron identidad con el genoma
de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 384, en un porcentaje mayor a 40%, un valor
de E menor de 10-> y un score superior a 80. En la tabla 4A, 4B y 4C se encuentran los

resultados resumidos de este analisis.
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Tabla 4. Secuencias con identidad al genoma de R. etli CFN42.

Tabla 4A. Secuencias con identidad mayor de 75% (en mas de 60 aminoacidos) y valor de E menor
de 107,
Se muestra la identidad en el nimero de aminoacidos (aa) y su porcentaje (%), la longitud (nucleotidos)
de la secuencia de la libreria de la cepa Ch24-10, el valor de E, el score y el niUmero de veces que se
repitio cada secuencia.

SECUENCIA ; LOCALIZACI ~ VECES

/ LONGITUD ANOTACION IDENTIDAD SCORE VALOR DE E ON EN EL QUE SE

(nn) GENOMA REPITE
ADN polimerasa III 100/105

9-48 /348 subunidad alfa (95%) 214 9.00E-55 C 1
Secuencia de insercion 135/155

12-4 /650 e (87%) 267 3.00E-70 psym 1
Probable regulador

6-18 /579 transcripcional, familia 73/92  (79%) 146 5.00E-34 C 2
LuxR
Probable regulador 231/244

8-39/818 transcripcional, familia o 469 4.00E-131 p42f 1

(94%)

AraC
Regulador transcripcional ~ 71/71

9-10/878 e (100%) 145 3.00E-33 C 1
Proteina sensora del
sistema de dos 99/106

SClG RS componentes, histidina (93%) i 1.00E-41 S !
cinasa*

Caja sensora putativa / 63/34
5-27/711 familia de proteinas con (80%) 139 1.00E-31 C 1
dominio GGDEF * °

Translocasa, exportadora 73/73

4-4 /255 i (100%) 149 4.00E-35 C 2
Probable transportador 91/104

9-28/349  ABC de azucares, proteina o 212 5.00E-54 p42b 1
de unidn al sustrato* (87%)
Transportador ABC de 140/140

11-5/460 e A —— (100%) 218 6.00E-56 psym 1

g8 /274 e . (100%%) 131 8.00E30  p42b 1
Probable transportador 158/161

1-32/612  ABC de oligopéptidos, (98%) 317 2.00E-85 p42f 1
permeasa
Probable transportador 103/105

6-2 /503 ABC de azucares, (98%) 108 7.00E-23 p42b 1
permeasa
Probable transportador 89/90

5-24 /396 ABC de azucares, proteina (98%) 154 2.00E-36 C 1

de uniodn al sustrato

(Psym: p42d, *Secuencias con identidad al genoma de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 384, C: cromosoma, p; plasmido).

Tabla 4A. Continuacion...

36



SECUENCIA /
LONGITUD
(nn)

3-20/ 825

4-21/730

7-19 /452
5-25/471
6-32 /551
7-6 / 839
seq34 / 567
8-48 /351

seql7 /564

seq25 /394
seq36/ 818
seq49 / 838
seq53 /555
3-41/781

1-39/546
5-14/363
3-33/902
5-12 /795
6-3 /560
seq20 / 547

7-1/832

ANOTACION

Probable transportador ABC de
azucares, proteina de union al
sustrato

Putativa toxina RTX tipo
hemolisina, proteina de union a
calcio*

Hemolisina*

Proteina de quimiotaxis, aceptora
de metilos

Probable succinato semialdehido
dehidrogenasa [NADP+]

Proteina de autoagregacion
(proteina de adherencia)

Proteina transmembranal,
biosintesis de flagelo

Probable reductasa FMN
dependiente de NAD(P)H

Endopeptidasa Clp, subunidad 3
Putativa L-iditol 2-dehidrogenasa
Ciclohidrolasa I de GTP
Ceto-acido reductoisomerasa

Nitrogenasa (iron protein)

Proteina hipotética
RHE CHO00091

Proteina hipotética
RHE _CH02651

Proteina hipotética
RHE_CHO01108

Proteina hipotética
RHE_CH03202

Proteina hipotética
RHE CHO01631

Proteina hipotética
RHE CH03237*

Proteina hipotética
RHE CHO02651

Proteina hipotética
RHE CHO01631

IDENTIDAD

94/108
(88%)

168/231
(72%)

107/108
(99%)

88/88 (100%)
171/171  (100%)
165/180 (91%)
91/92 (98%)
79/103 (76%)

87/89 (97%)

107/108 (99%)
166/170 (97%)
207/253 (81%)
176/179 (98%)
66/70  (94%)
99/129 (76%)
86/109 (78%)
77/97 (79%)
136/154 (88%)
84/97  (86%)
99/129 (76%)

140/161 (86%)

SCORE

197

358

218

177

292

332 bits

179

164

178

222
327
389
309
134

201

184

152

281

124

201

288

VALOR DE E

5.00E-49

2.00E-97

9.00E-56

2.00E-43

6.00E-78

9.00E-90

6.00E-44

1.00E-39

1.00E-43

4.00E-57
5.00E-88

6.00E-107
4.00E-83

3.00E-30

1.00E-50

1.00E-45

2.00E-35

2.00E-74

3.00E-27

1.00E-50

3.00E-76

LOCALIZACIT
ON EN EL
GENOMA

p42b

p42c

psym

psym

psym

VECES QUE
SE REPITE

menor de 107,

Tabla 4B. Secuencias con identidad al menor de 75% y/o menos de 60 aminoacidos y valor de E
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ig%%??g]lf : ANOTACION IDENTIDAD SCORE VALOR DE E ;%%AéEZACIO KESE%QUE =2
(nn) GENOMA
10-1/631 tsrz;z;r;‘s’i:f insercién putativa, ?79;% 109 7.00E-23 p42b 1
WAl gz%zz?il;crieoizllﬁ’grrnilia MerR* ?98;"/?) e ReE < :
seq7 /386 II:Iri(;teina reguladora especifica de ?91 l/if) 83.6 2 00E-15 i 1
seq37 /725 Z)(()tr;?ﬁa protefna de membrana ?92433) 87 6.00E-16 pd2e 1
9-25 /291 géogzg‘rf‘o‘l’l‘;ggilgg biosintesis (Sgﬁ/j) i 9.00E-24 c 1
4-3 /492 Adenilato ciclasa* Z:él/f )3 157 2.00E-37 C 1
3-37/516 Probable glicosiltransferasa* (358;3?) 82-4 8.00E-15 C 2
5-47 /227 (?;‘Cr:f];giﬁ’aos’;imucOnOIaCtone ?11(;?)}% ) 65.5 8.00E-10 p42f 1
12-29/769  Reductasa putativa*® ?13 (;?)24) 91.7 3.00E-17 C 1
8-16 /815 Cetol piruvato transferasa® (1633"//3 )2 0 263 8.00E-69 C 1
8-18 /866 Cetol piruvato transferasa® (1633"//3 )2 v 263 4.00E-69 C 1
seq38/443  GDP-L-fucosa sintasa® ?50 é(l,/f )4 172 4.00E-42 C 2
seq52 /911  Fosfomanomutasa ?663/(1,/?;1 133 1.00E-29 C 1
9-29/ 541 i}gg‘g‘;&ﬁ’g?g‘:a 5755/?) 109 5.00E-23 C 1
seqd7 / 512 ggﬁ?ﬁ&?g@ica fgf/Z) 110 2.00E-23 C 1
8-27 /561 g‘;g‘g;&ggfﬁca ?%E/Z) 93.6 4.00E-18 C 1
5650 / 229 gg?ﬁrg;ég‘z’gica ?1663% 95.5 7.00E-19 C 1
236 /357 iﬁg‘;ﬁg’fgzﬁ‘:a ?;‘éf/f) 57 3.00E-07 pd2e 7
seql3 /279 Eﬁgﬁ‘;‘”})lgggﬁﬁca f;éf,‘/?) 67.4 2.00E-10 e 1
seql6 /351 iﬁg‘g‘;&ggﬁm ?985/?) 57 3.00E-07 C i
Tabla 4B. Continuacion...
Longup  ANOTACION mENTIDAD || score  (YAEOREE oo O e
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(nn)

8-11/286
9-17

7-35/ 521
5-46 /365
6-1/576
6-14 /413
seq40 / 402
9-11/597

J11-40 /700

Proteina hipotética
RHE PF00054

Proteina hipotética
RHE _CHO01905*

Proteina hipotética
RHE_CH02761

Proteina hipotética
RHE PC00203*

Proteina hipotética
RHE _CHO1114*

Proteina hipotética
RHE CHO01669*

Proteina hipotética
RHE CHO1114*

Proteina hipotética
RHE PA00030*

Proteina hipotética
RHE PD00172

33/60

(55%) 67

Gl | |62
g%ff/f) 66.2
?9%/5) 129
o e
onh |2

?55(;3?) 80.5
?Zs/}yif 97.4
(13540//3)20 203

3.00E-10

4.00E-41

6.00E-10

5.00E-29

2.00E-38

2.00E-18

2.00E-14

3.00E-19

4.00E-78

p42f

p42a

psym

Tabla 4C. Secuencias con identidad al genoma de la cepa CFN42 con un valor de E mayor de 107,

SECUENCIA
/ LONGITUD

(nn)

seq30/ 548
J3-21/461
J9-40 /633

J5-23 /300

J5-2 /414

ANOTACION

Proteina ribosomal L33 50S

Proteina del sistema de dos
componentes, regulador de

respuesta

Probable acetiltransferasa

Proteina hipotética
RHE_CH00479

Proteina hipotética
RHE _CHO03754*

IDENTIDAD SCORE

(lf(/)ég/) 412
%12 (;%)34) 47

(255/3) 43.1
219(/)&) 50.4
jjggj) 424

VALOR DE E

0.02

3.00E-04

0.009

3.00E-05

0.007

LOCALIZACIO
N EN EL
GENOMA

C

C

VECES QUE
SE REPITE

7.2 SECUENCIAS SIN IDENTIDAD AL GENOMA DE LA CEPA CFN42
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Como se menciond, de las 348 clonas que se secuenciaron 243 no presentaron
identidad al genoma de la cepa CFN42. De estas 243 secuencias 120 fueron distintas
entre si, es importante notar que algunas secuencias se repetian en niUmero variable,
en algunos casos hasta 17 veces, como la secuencia 3-34, por otro lado habia
secuencias Unicas como las secuencias seq45, 8-34 y 2-18 por mencionar algunas (Ver
Anexo, en la tabla 8 se muestran las secuencias repetidas). En los casos en que se
repitieron se tomo una sola secuencia para realizar los analisis posteriores.

La longitud de las 120 secuencias se encuentra en un rango que va de los 130 a
los 884 nucleotidos, con un promedio de 530 (los insertos clonados se secuenciaron
completos). En el grafico 1 se muestra que los fragmentos mas pequeinos se ubican en
el intervalo que va de 130 a 165 nucleotidos y que los mas grandes tienen una longitud

entre 850 y 885. La mayoria se distribuye en el rango de 300 a 800 nucledtidos.

Grafico 1. Longitud de los fragmentos clonados de la libreria.
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Las 120 secuencias sin identidad al genoma de la cepa CFN42 se organizaron en
dos grupos generales (Grafico 2):
1) 56 secuencias (47%), con identidad significativa a proteinas anotadas con una
identidad igual o superior al 30%, valor de E menor a 10° y score superior a 40 (Los
resultados en detalle del BLAST se muestran en el Anexo en la tabla 8)
2) 64 secuencias (53%), sin identidad significativa con una identidad menor al 30%,

valor de E mayor de 107 y score inferior a 40) (Los datos no se muestran).

Por otro lado, las secuencias con identidad significativa se dividieron a su vez
en:
a) 41 secuencias con identidad a una proteina putativa o conocida (32% del total, 73%
de este grupo).
b) 15 secuencias con identidad a proteinas hipotéticas (13% del total, 27% de este

grupo).

Grafico 2. Distribucién porcentual de las 120 secuencias con respecto a la identidad que presentaron en el
blastx.

53%

Secuencias con identidad significativa a proteinas anotadas (47%)
Secuencias con identidad no significativa (53%)

Proteinas con identidad a proteinas con funcion putativa o conocida (34%)
Proteinas hipotéticas (13%)

OEEO
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7.2.1 SECUENCIAS CON IDENTIDAD SIGNIFICATIVA A PROTEINAS PUTATIVAS O
CONOCIDAS.

Las secuencias con identidad a proteinas putativas o conocidas se agruparon en
cinco categorias de acuerdo al grupo funcional del ortélogo correspondiente (Grafico
3). El grupo con mayor numero de secuencias es el relacionado con replicacion,
recombinacion y reparacion del ADN, en segundo lugar se ubica el grupo relacionado
con transporte celular y regulacion de respuesta. Este grupo presenté identidad por un
lado, a proteinas cuya funcion esta comprobada experimentalmente (TonB y gen
inducible por el hospedero de R. leguminosarum), y por otro a proteinas putativas con
funcion conservada (el resto).

Al realizar la traduccion a aminoacidos de las secuencias nucleotidicas con
identidad a proteinas putativas, algunas de ellas mostraron identidad a dominios
conservados, en la mayoria de los casos correspondientes al resultado del blastx

(tabla 5 y en detalle en el Anexo, tabla 8).

Grafico 3. Distribucion porcentual de las secuencias de Identidad alta a proteinas putativas.
Organizacion en grupos funcionales.

5%

29%
4%

10%
15%

Elementos externos (5%)

Replicacion, recombinacion y reparacion del ADN (29%)
Reguladores transcripcionales (10%)

Transporte celular / Regulacion de respuesta (15%)
Varias (41%)
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Tabla 5. Organizacion en grupos funcionales de las secuencias con identidad a proteinas putativas o conocidas.

Se muestra la longitud de la secuencia proteica del ortologo en aminoacidos (aa), asi como de la secuencia de la libreria de la cepa Ch24-10 en
nucledtidos (nn). Se muestra también la identidad en nimero de aa y su porcentaje (%) correspondiente y el porcentaje que cubre la secuencia de la
libreria traducida a aminoacidos respecto a la longitud de la proteina con la que present6 similitud. Se indica el dominio al que presento identidad la
secuencia de la libreria después de su traduccion a aminoacidos y la realizacion del blastp y en su caso el plasmido con el que hibridaron.

GRUPOS
FUNCIONALES

Relacionadas

con fagos

Replicacion,
recombinacion
y reparacion del

ADN

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa)

Proteina mayoritaria de la capside gp7 /227 proteina
hipotética de R. leguminosarum bv. viciae 3841 similar a esta
de fago

e Integrasa /999

e Transposasa y derivados inactivados / 781
e *¥**Transposasa para secuencia de insercion ISRM18/ 507
e * Transposasa para secuencia de insercion ISRM18 / 507

e Transposasa /266

e ADN metilasa N4/N6 / 613

e ADN metilasa N4/N6 / 560

e ADN metilasa especifica de adenina / 194

e ADN metilasa N4/N6 / 938

o ADN metilasa especifica de citosina C-5/ 710

Helicasa caja DEAD/DEAH dependiente de ATP / 811
Helicasa C terminal, caja DEAD/DEAH,
dependiente de ATP / 963

e Endonucleasa de restriccion (subunidad helicasa) / 999

SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

7-10/ 638

seq45 /347

3-25/641
6-40 /453
4-40 /755
8-30/396

1-16 /542
3-46 /559
2-18 /225
9-9/470

7-11/756

10-18 /522
4-37/734

5-4/516

IDENTIDAD
(aa) / (%)

79/138 (57%)
23/67 (34%)

70/195 (35%)
143/147 (97%)
123/132 (93%)
35/58 (60%)

117/179 (65%)
111/179 (62%)
43/70 (61%)
45/107 (42%)
38/90 (42%)

101/114 (88%)
83/148 (56%)

124/177 (70%)

PORCENTAJE DE
COBERTURA

93
12

28
30
50
50

33
39

35

25

17

DOMINIO (blastp)

X

Integrasa de fago

X
Core de la integrasa
X

X

ADN metilasa

ADN metilasa especifica
de adenina

X

X

Enzima de restriccion I

DEAD helicasa

ADN o ARN helicasa

(*pa, **pb, **pc; X = no se encontrd similitud con algin dominio conservado)

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS
FUNCIONALES

Reguladores

Transcripcionales

Transporte celular
/ Regulacion de

respuesta

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa)

e Regulador transcripcional similar a GntR /218
Hélice —vuelta-hélice

* Regulador tipo LysR / 328

Regulador transcripcional tipo RioFf §7 / Similar al dominio de unién al gen

traR (activa el operon de bioluminiscencia) / 62

Hélice-vuelta-hélice tipo AraC / 315

e Proteina sensora, traduccion de sefial, histidina cinasa / 384

[Regulador transcripcional con dominio PAS, tipo-AAA ATPasa]

e Diguanilato ciclasa/Fosofodiesterasa con dominio GGDEF & EAL /912
e Diguanilato ciclasa-Fosofodiesterasa con dominio GGDEF & EAL / 713

[Proteinas con este dominio pueden actuar como sensores|

e Gen inducible por el hospedero (ORF 3) /295

[Importante para competencia en la nodulacion]

e TonB. Proteina de membrana, traduce energia a receptores de membrana
externa. Transporte de hierro / 454

e Canal i6nico. Tipo transportador de potasio / 343

SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

3-35/307

4-32 /745
6-23 /627

8-34 /808

7-31/750

7-14 /745

2-1/329

7-22 /576

9-20/336

Seql2 /503

IDENTIDAD
(aa)/ (%)

38/98 (38%)

127/249 (51%)
34/57 (59%)

68/90 (75%)

89/150 (59%)

34/63 (53%)

34/49 (69%)
123/147 (83%)

62/106 (58%)

35/62 (55%)

PORCENTAJE
DE
COBERTURA

47

76
100

85

65

27

15

65

25

49

DOMINIO
(blastp)

GntR

LysR
LuxR

ATT AraC

PAS

EAL

EAL

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS

FUNCIONALES

Proteinas varias

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa)

Acetiltransferasa / 340

[Metabolismo de lipidos]

Glicosiltransferasa familia 2, involucrada en la
biogénesis de la pared celular / 307

Glicosiltransferasa (sintesis de core del
lipopolisacarido) / 384

Glicosiltransferasa familia 8 / 243

Proteina involucrada en la biosintesis de polisacaridos /
489

Proteina transportadora de polisacaridos / 488

[Proteina de biosintesis de polisacaridos, generalmente son
integrales de membrana. La familia incluye a RfbX parte del
operon de biosintesis del antigeno O]

[Biosintesis de disacaridos, polisacaridos]

Glicésidohidrolas, familia 19 /201

[Dominio: quitinasa]

SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

12-27 /168

2-34 /735

8-17 /862

7-43 /315

3-47 /448

5-38/628

1-40 /657

IDENTIDAD

aa/ %

25/44 (56%)

46/152 (30%)

29/95 (30%)

38/103 (36%)

46/152 (30%)

29/95 (30%)

45/86 (52%)

PORCENTAJE  pOMINIO

DE
COBERTURA

16

80

75

43

21

42

100

(blastp)

Glicosiltransferasa

Glicosiltransferasa
Proteina de biosintesis de
polisacaridos

Proteina de biosintesis de

polisacéridos

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS
FUNCIONALES

Proteinas varias

FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa) SECUENCIA /
LONGITUD (nn)

o *** Metiltransferasa / 352 4-20/432

[Transferencia de metilo del S-adenosil-L-metionina (AdoMet) a
cualquier atomo de nitrégeno, oxigeno o carbono. Modifica DNA,
RNA, proteinas, moléculas pequefias como el catecol con fines
regulatorios]

e Proteina LuxA Putativa /354
Cadena alfa de la luciferasa monooxigenasa
[La luciferasa bacteriana es una flavina monooxigenasa que cataliza la
oxidacion de una cadena larga de aldehido provocando la emision de
energia en forma luminica]

4-6 /346

e Fitanoil CoA dioxigenasa (PhyH) /259 6-31/ 746

[PhyH es una enzima peroxisomal que cataliza el primer paso en la
oxidacion-alfa del acido fitanico
Es una oxidorreductasa]

e * Lisina/ornitina monooxigenasa lucD / 540 3.45/ 761
[Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo]
n6-oxigenacion de lisina, y el primer paso en la sintesis de la

aerobactina

e Nitrilohidratasa / 153 12-22 /137

[Hidratacion de compuestos nitrilo. Acttia en las cadenas cortas de
nitrilos alifaticos convirtiéndolos en el aminoacido correspondiente.
No actiia en los aminoacidosa ni en los nitrilos aromaticos]

IDENTIDAD aa/
%

41/54 (75%)

35/56 (62%)

63/107 (58%)

68/131 (52%)

27/31 (87%)

PORCENTAJE
DE
COBERTURA

41

32

98

29

DOMINIO
(blastp)

Luciferasa

bacteriana

Fitanoil coA

dioxigenasa

Lisina/ornitina
monooxigenasa

IncD

Tabla 5. Continuacion...
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GRUPOS FUNCION / LONGITUD DE LA PROTEINA (aa) SECUENCIA / IDENTIDAD aa/ % PORCENTAJE DE DOMINIO
FUNCIONALES LONGITUD (nn)

COBERTURA

(blastp)

o ** Ulpl proteasa, dominio catalitico C- 12-30/ 813 54/151 (35%) 19 X
terminal/ 1441 0

90/176 (51%) 14

e Ulpl proteasa, dominio catalitico C-terminal / 7-21/594 PEPTIDASA, UP1

1441 PROTEASA

e ATPasa/392 8-3/610 132/200 (66%) 52 ATPasa
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7.2.2 LOCALIZACION EN EL GENOMA

BANCO DE COSMIDOS

Se obtuvieron los siguientes resultados de la localizacion de las 23 clonas
seleccionadas de la genoteca de la cepa Ch24-10, con el banco de cosmidos: 12 clonas
dieron sefal positiva con uno, dos o cuatro césmidos. Algunas clonas hibridaron en el
mismo césmido, por ejemplo 6-40, 4-40 y 7-21 que dieron sefal positiva con el
cosmido 3.

En la figura 6 se observa un ejemplo de la sefal positiva de hibridacion ya que
no se muestran todas las imagenes de las autorradiografias. En la tabla 5, columna 1,

se muestran los resultados detallados de esta hibridacion.

A
Control pegativo,
OOOOOOOOOA/vectors1 t
FRRERE DG
O O0O0O0000O0O0 O
OO0 0000O0
\ _/
Y
Réplica
B

Figura 6. Hibridacion con el banco de césmidos.
A. Patron de distribucion de los cosmidos, control negativo y réplica. B. Ejemplo de hibridacion

positiva. Clona J4-40, sefal positiva con el cosmido 3.
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ADN TOTAL

Las 23 clonas seleccionadas de la libreria de la cepa Ch24-10 para conocer su
localizacion en el genoma, no hibridaron con el genoma de la cepa CFN42, incluido
como control negativo, por el contrario, todas lo hicieron con el genoma de la cepa
Ch24-10. En la tabla 6, columna 2 se encuentran los resultados en detalle y en la
figura 7 se muestra una imagen de la autorradiografia con el resultado de la

hibridacion de la clona 4-32.

A B

CFN 42 Ch24-10
AN

Figura 8. Hibridacion con ADN total de las cepas CFN42 y Ch24-10
A. ADN total digerido con EcoRI B. Ejemplo de hibridacion positiva con el genoma de la cepa Ch24-10 y
negativa con el de la CFN42, clona 4-32
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PLASMIDOS

De las 23 clonas que se hibridaron contra el genoma plasmidico de las cepas
Ch24-10, CFN42 ninguna hibrido con los plasmidos de la cepa CFN42. Mientras que 7
clonas dieron senal positiva con algun plasmido de la cepa Ch24-10, dos clonas se
ubicaron en el plasmido a (4-40 y 3-35), una en el plasmido b (7-21) y cuatro en el
plasmido c (6-40, 4-32, 4-20, 4-34) (Tabla 5, columna 3). En la figura 8 se muestra una

imagen con una autorradiografia con sefal positiva en plasmido c de la cepa Ch24-10.

A B

Ch24-10 CFN42

\ﬁ(—} \ﬁ(—}

e p42f 650
p42e 505

pb p42d 370
p4lc 251

pa
p4la 184
p42b 194

Figura 8. Hibridacion con ADN plasmidico de las cepas CFN42 y Ch24-10.

A. Patron plasmidico de R. etli Ch24-10 y CFN42. B Ejemplo de hibridacion positiva de la clona 4-20 con
el plasmido c de la cepa Ch24-10
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Tabla 6. Resultados de la hibridacién tipo Southern blot de ADN total y Eckhardt de las 23 clonas
seleccionadas. Se muestra el niUmero de bandas y el tamafo aproximado en Kilobases que hibridaron

con el ADN total.
Columna 1

Césmidos UL Columna 3
Secuencia Funcion putativa e ADN total/ Eckhardt

wettih) No. bandas
3-25 Transposasa 1 1(22.2) X
6-40 }";;rﬁ]i%sasa para secuencia de insercion 3 2(23,9) .
4-40 ;l"srla{rll\i;;%sasa para secuencia de insercion 3 3(92,63) %
5-4 Endonucleasa 5,11 1(6)
4-37 Helicasa C, caja DEAD/DEAH X 1(4.2)
3-46 ADN Metilasa N4/N6 X 1(9.2) X
2-18 ADN Metilasa especifica de adenina X 1(9.4) X
430 %ilélicg)sr}ganscripcional 4 1 (4.1) po
7-22 Gen inducible por el hospedero X 1(3.4) X
7-31 Proteina de respuesta. Histidina cinasa 8,12 2(6.4,4) X
6-31 Fitanoil-CoA dioxigenasa(PhyH) X 1(4) X
3-45 Lisina/ ornitina monooxigenasa X 1(4) pa
4-20 O-metiltransferasa X 2(64,4) pc
791 Ulplr(.familia de proteasa) Dominio 3 3(22,6.3, o

catalitico C-terminal 3.8)

8-3 ATPasa X 1(1.6) X
13-19 Proteina hipotética 14 2(1.6,1.7) X
4-34 Proteina hipotética X 1(9) pc
2-5 Proteina hipotética X 1(3.8) X
4-1 Proteina hipotética X 1(9) X
6-19 Proteina hipotética X 1(6) X
7-30 Proteina hipotética X 1(6) X
7-15 Proteina hipotética 2,5,9,10 1(2) X
10-32 Proteina hipotética X 1 (6) X

X no se detecto sefal en la hibridacion
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7.2.3 COMPARACION DE SECUENCIAS CON EL GENOMA PARCIAL DE OTRAS CEPAS

DE R. etli

Se compararon 87 clonas de la genoteca de la cepa Ch24-10 contra

secuencias parciales de 4 cepas de R. etli aisladas de diferentes partes del mundo
(Kim5 (México), Bra 5 (Brasil), 8C-3 (Espana) y CIAT 894(Colombia)). 30 de ellas

presentaron identidad significativa a una o mas cepas de R. etli, 13 pertenecen al

grupo de identidad alta (13 con funciéon putativa y 1 proteina hipotética) (Tabla

7A). Las 17 restantes pertenecen al grupo de secuencias con identidad baja (Tabla

7B).

Tabla 7. Identidad de 30 secuencias de la libreria genomica de la cepa Ch24-10 con secuencias
genomicas parciales de otras cuatro cepas de R. etli: Kim5, Bra 5, 8C-3 y CIAT 894

Se muestran los valores que tuvieron un puntaje (score) mayor a 100 y porcentaje de identidad

mayor al 80%

7A. Identidad al genoma de distintas cepas de R. etli con secuencias de la libreria de la
cepa Ch24-10 que presentaron identidad significativa a proteinas anotadas.

Clona

6-40

Integrasa

4-40

Integrasa

4-32

Regulador tipo LysR

seq46

Gen de la competitividad nodulacion
2-34

Glicosiltransferasa (biogénesis de la
pared celular)

3-47

Proteina de sintesis polisacaridos
(antigeno O)

5-38

Proteina de sintesis de polisacaridos
J4-6

Lux A

6-31

Fitanoil dioxigenasa

3-45

Lisina / ornitina Monooxigenasa
7-21

UP1

proteasa

8-3

ATPasa

5-30

Proteina hipotética

Tamafio de
la secuencia
(nucleotidos)

453

755

745

576

735

315

628

346

746

761

594

396

8717

Kim 5
% ldentidad
/ Bases

100 /255

99 /562

99 /383

99 /306

99/1710

99 /562
100/ 248
99 /206

Bra s
% ldentidad
/ Bases

99 /442

99 /562

96 /386

98 /437

96 /415
95/105

96 / 446
98 /91

99 /522

98 /562
99 /299
99/261

96 /132

8C-3
%
Identidad
/ Bases

99 /442

100/ 541

99 /603

997324

99/332

99 /572

98 /409

99 /598

CIATS894
%
Identidad
Bases

100 /285

99 /351
98/199

89 /748

/
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Tabla 7B. Identidad de las secuencias de la cepa Ch24-10 que presentaron identidad no
significativa con otra proteina anotada, al genoma de distintas cepas de R. etli.

Tamaiio dela Kim 5 Bra$s 8C-3 CIATS894
Clona secuencia % ldentidad / % ldentidad / % Identidad / % ldentidad /

(nucleétidos) Bases Bases Bases Bases
1-44 337 - 95/99 - -
3-10 91/721 92 /686 91 /603 90 /383

) 730 86 /335 97 /471 93 /525 86 /525
91/79 86 /409 92/294 86 /409
3-36 479 - - - 93 /339
4-1 484 - - 98 /115 97 / 469
4-11 419 82 /209 - - -
4-12 98 /602 90/519 88 /521 88 /470
) 617 89/271 90 /274 87 /433 87/416
89 /89 87/331 87/296 87/331

4-24 356 99 /324 - - -
4-25 700 - 86/303 84 /343 -
5-39 611 - - 99 /592 -
5-44 580 - - 98 /150 -
7-25 518 - - 98 /150 -
8-5 238 - 99 /525 - -
10-16 769 99/ 346 - - -
seqs 596 - - 88/330 96 /119
seql0 785 - 100/ 351 - -
seql5 792 - 86/303 84 /343 -

seq24 343 - 96 /275 - -




9. PERSPECTIVAS

Analizar la expresion de éstos genes en la rizosfera y en el interior de la raiz
mediante la realizacion de un “macroarreglo” y mediante fusiones
transcripcionales identificar el sitio exacto de su expresion.

Se obtendra la secuencia completa de los genes putativos identificados y se
analizara experimentalmente su funcion, realizando mutaciones dirigidas y
estudiando su fenotipo en competencia en la colonizacion del maiz y en
nodulacién, promocion del crecimiento y supresion de patogenos.

Ademas de obtendran secuencias de tamano mayor a 1.5 kilobases, que por
las condiciones originales de amplificacion del PCR en este trabajo, no se

amplificaron o se amplificaron débilmente.
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10. ANEXO
10.1 HIBRIDACION SUSTRACTIVA

Con el objetivo de conocer la regulacion molecular en distintitos procesos
bioldégicos que presentan programas de expresion genética diferente, como la
organogénesis o el crecimiento celular, se diseid una técnica que permite aislar los
genes expresados en cada condicion. La hibridacion sustractiva fue originalmente
disefada para organismos eucariontes y se denominé SSH (Supresion subtractive
hybridization). Esta técnica consiste en aislar el ARN de cada condicion (genes
transcritos) y obtener el ADN complementario mediante una reaccion de transcripcion
inversa. Posteriormente se amplifican selectivamente, utilizando como base el efecto
supresito de la PCR: cuando se anaden extremos largos repetidos a fragmentos de ADN
se puede suprimir la amplificacion de secuencias no deseadas. (Diatchenko, et al.,
1996)

Posteriormente, en base a la SSH se gener6 un método para aislar el ADN
especifico de una cepa, (bacterial genome subtractive hibridization). La técnica
consiste en aislar el AND de las dos cepas y digerirlos por separado con una enzima de
restriccion. Los fragmentos de ADN de la bacteria de interés (tester) son reducidos
mediante hibridacion sustractiva con los fragmentos (secuencias) que también se
encuentran en la cepa de referencia (driver). Los fragmentos que restan (exclusivos de
la cepa de interés) son enriquecidos por PCR mediante las secuencias especificas
(tester-specific sequences) y son clonados para su analisis posterior (Akopyants et al.,
1998)

En esta metodologia (Figura 10) el ADN tanto de la cepa de interés como de la
cepa de referencia (tester y driver respectivamente) son digeridos con la
endonucleasa de restriccion Alul para generar fragmentos de una longitud media de
0.5 kb. Por separado, dos diferentes adaptadores, se unen Unicamente a los extremos
3’ del DNA tester (porque sus extremos 5’ carecen de grupos fosfato), que son ligados
con diferentes alicuotas del ADN tester. Este ADN ligado a los adaptadores es
desnauralizado y mezclado (por separado) con un exceso de ADN driver (que no tiene

adaptadores) para que se apareen (primera hibridacion). Posteriormente, se mezclan
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las dos reacciones y se agrega mas ADN driver desnaturalizado para que se una a las
secuencias del ADN tester que también esta presente en el genoma driver. Las hebras
sencillas complementarias que quedan se alinean y las secuencias con el adaptador
son copiadas sobre el extremo 3’. La PCR es utilizada ahora para obtener
amplificacion exponencial del AND tester con diferentes adaptadores en los extremos
(‘“‘e”’ en la Fig. 10). La amplificacion de los fragmentos con el mismo adaptador es
suprimida porque los extremos se unen entre si por la presencia de secuencias
invertidas repetidas en los adaptadores (‘‘b’’ en la Fig. 10) lo que inhibe la unién de
los oligonucleotidos para realizar la PCR. ELl ADN tester con un solo adaptador en uno
de los extremos se amplificara linealmente pero no exponencialmente (Akopyants et
al., 1998)

En el caso de la hibridacion sustractiva con la cual se construyo la genoteca del
ADN exclusivo de la cepa Ch24-10 con respecto a la CFN42, se realizo con el kit
Clontech PCR-Select ™ cDNA Subtraction Kit que permite realizar la hibridacién de
genomas completos y no Unicamente de ADN complementario como lo marca el
nombre. La metodologia del kit para realizar la hibridacion sustractiva se basa en la

descrita por Akopyants et al. (1988).
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Figura 9. Hibridacion sustractiva de ADN.
Las lineas continuas representan al ADN tester y driver digerido con Alul. Los rectangulos representan la
parte externa de los adaptadores de PCR, los que carecen del grupo fosfato en su extremo 5’. Los
adaptadores 1 y 2 son idénticos en su extreme 5’ y son diferentes cerca del extreme 3’. Note que
después de que los extremos 3’ son rellenados, las moléculas a, b y c con el adaptador 2 siguen
presentes pero no se muestran (Akopyants et al., 1998).
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10.2 BASE DE DATOS

Tabla 8. Base de datos con los resultados del blastx de las secuencias de la libreria genomica de R. etli Ch24-10 sin identidad al genoma de la cepa CFN42.

Secuencias con identidad significativa a alguna proteina anotada de la base de datos del NCBI.

TABLA 8A. Secuencias con identidad significativa a proteinas putativas o conocidas.

5 IDENTIDAD
ESPECIE / UBICACION % - .
LONGITUD ‘ - AMINOACIDOS E UBICACIO NUMERO DE
CLONA (NUCLEOTIDOS) PROTEINA PUTATIVA gﬁl))(]ngOMIC A (CLASE; / SCORE VALUE N FRAME ACCESO
) PORCENTAJE
7-10 63 sz e ma s 1 S i T S | 7o 5 s oopag 553140 ; e
9-3 capside gp7 -,Caudovirales (57%) ’ 79-207 j—'
Protefna hipotética ﬁﬁ‘;fl;’é’g‘:ﬁro;’;h“m’d“ - 158,358 i183370123r
SEES 2 ﬁ:ﬂﬁiﬁf?ﬁfé 13854 Alphaproteobacteria; (34%) & (e 167-233 2 _117292111009149
EHAE R & Rhodobacterales *
Proteina hipotética g
3-25 " Nham_1366 Nitrobacter hamburgensis X4 70/195 s L 00Es 62051 5 3113?39%%96%25;
6-36 Region: Transposasa y Alfaproteobacteria, Rhizobiales (35%) ’ 92-285 161
derivados inactivados -
2:47‘09_7 453 Transposasa putativa para Sinorhizobium meliloti 143/147 289 3 00E-77 456-16 1 nibl é(zgigg g
1 1_2‘2 secuencia de insercion ISRM18  Alfaproteobacteria, Rhizobiales (97%) ’ 211-357 _ali
Qi[15076155|e
4-40 755 Transposasa putativa para S. meliloti 123/132 250 SE-65 434-39 1 mb|CAC4770
8-2 secuencia de insercion ISRM18  Alfaproteobacteria, Rhizobiales (93%) 1-132 81|
J8-30 Transposasa y derivados Sz bauma.m.zlz 35/58 . 228-392 i190265374le
396 . . Gammaproteobacteria; - 66.6 2.00E-19 3 mb|CAJ77056
10-2 inactivados ) (60%) 40-97
Pseudomonadales, Al
1-16 . . . . gi|38200728|e
ADN metilasa N4 / N6 Corynebacterium diphtheriae 117/179 548-18
:é:’l i_ 1 e putativa Actinobacteria; Actinobacteridae  (65%) 22l SAUUES 234-420 K ﬁCAESO42
3-46 Azotobacter vinelandii AVOP 11/179 560-30 gi|67153570|r
2-6, 6-10, 559 ADN metilasa N4/N6 Gammaproteobacteria; o 230 3.00E-59 -1 eflZP_004153
’ (62%) 32/205
10-12 Pseudomonadales 15.1
. . Escherichia coli E24377A gi|75187699|r
2-18 225 COG2189: ADN metilasa Gammaproteobacteria; 43/70 107 1L00E-22 2316 2 eflZP_007009
especifica de adenina . (61%) 37-106
Enterobacteriales 66.1
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TABLA 8A. Continuacion...

IDENTIDAD

LONGITUD ESPECIE / UBICACION . - NUMERO
CLONA (NUCLEOTIDOS PROTEINA PUTATIVA  TAXONOMICA (CLASE; AMINOACIDOS * 5CORE 5 ALUE EBICACIO FRAME DE
) s PORCENTAJE OUEETD
Syntrophobacter fumaroxidans 45/107 152-472 gi|71543696|r
9-9 470 ADN metilasa N4 / N6 MPOB (42%) 79.3 5.00E-14 347-448 2 eflZP_006647
Deltaproteobacteria § 73.1
7-11 ADN metilasa C-5 citosina R T ringL.ze pv- 38/90 778-545 8il66046078|r
756 . Gammaproteobacteria; 58.2 4.00E-07 -1 eflYP 235919
J6-45 especifica (42%) 317-404
Pseudomonadales A
Helicasa DEAD/DEAH box | | Nitrobacter winogradskyi Nb-255 | | 101/114 184-525 i|74420317
tig=lg 2 Dependiente de ATP Alphaproteobacteria; Rhizobiales  (88%) A RN FET ! iABAMS 16.
Helicasa, C-terminal: caja Alkalilimnicola .
4-37 34 DEAD/DEAH, chrlichei MLHE-1 83/148 Lo p00Ede 6121 5 611217%%%4675{
9-38, 10-38 Helicasa dependiente de Gammaproteobacteria; (56%) ’ 8-154 031
ATP Chromatiales *
5.4 516 Endonucleasa de restriccion,  Xanthobacter autotrophicus Py2 124/177 237 2 00E-61 537-19 2 el ;%3 5091911967;
putativa Alphaproteobacteria; Rhizobiales  (70%) ’ 479-655 —ﬂ73 61l
Proteina putativa similar al Steptomyces roseachromogenes 38/98 315-25 gi[24940590|g
3-35 307 regulador transcripcional subsp. Oscitans (38%) 53.1 4.00E-06 69-165 -3 bJAANG65217.
GntR Bacteria; Actinobacteria o B 1]
. 1]14523236
Regulador transcripcional S. meliloti 127/249 765-19 £il14523236lg
) 0h9 similar al tipo LysR Ao i | G1%) ) 3.00E-67 55 570 = iAAK“SM'
6-23 riorf 87 . Proteina hipotética . . gi[10567397|d
9-13,9-22 627 similar al dominio deunign 48 ey 70.1 700E-11 20T 1 bilBAB16206.
12-46 A i Iphaproteobacteria; Rhizobiales 0 1
8-34 - e e gi[68192065|g
Hélice-vuelta-hélice tipo tipo  Mesorhizobium sp. BNCI 68/90 772-503
s e AraC Alphaproteobacteria; Rhizobiales  (75%) e SUESE 222-311 -1 iEAN06720.

81



TABLA 8A. Continuacion...

IDENTIDAD

LONGITUD ESPECIE / UBICACION , . NUMERO
CLONA (NUCLEOTIDO  PROTEINA PUTATIVA TAXONOMICA (CLASE; AMINOACIDOS  gogpg  E UBICACIO  pRAME  DE
s) ORDEN) ! e ACCESO
PORCENTAJE
I e %Z;islgggitﬁfagslztrliginal e 89/150 314-763 il14022474/d
;1;’1 R e con dominios: PAS, tipo AAA,  Alphaproteobacteria; (59%) = 3.00E-47 | 59176 & i BABA9083,
4 ATPasa y de unién a ADN Rhizobiales
" : " : Rhodopseudomonas palustrii .
7-14 Diguanilato ciclasa putativa / CGA009 34/63 269-81 139651085|e
7-17, 9-37, 745 Fosfodiesterasa (Dominio . 69.3 5.00E-11 -3 mb|CAE2960
Alphaproteobacteria; (53%) 832-891
12-44 GGDEF/ EAL) . 81|
Rhizobiales
Diguanilato ciclasa putativa / B. cepacia R18194 34/49 332-186 gi|77964774|g
2-1 329 Fosfodiesterasa (Dominio Betaproteobacteria; (69%) 71.2 1.00E-11 506.644 -2 b|ABB06155.
GGDEF/ EAL) Burkholderiales o 1]
7-22 . R. leguminosarum .
ORF 3. Gen relacionado con la . 123/147 556-16 gi|1839275|gb
g e competencia en la nodulacion. i icokea el (83%) 253 4.00E-80 47 756 = AAB47010.1
seq21 Rhizobiales
Proteina TonB
9-20 Proteina de membrana, traduce R. leguminosarum 62/106 6-323 gi|13277329]e
336 energia a otros receptores de Alphaproteobacteria; o 52.8 5.00E-06 3 mb|CAC3438
9-21 .o (58%) 272-371
membrana Rhizobiales 9.1]
/ Transporte de hierro
seq12 503 Proteina transportadora de iones. gfﬂiip;ﬁ%ﬁim 35/62 74.7 200812 21631 3 eﬂl 3?31 ‘:)615016%1;;
q Canal de potasio. Putativa ammap ! (55%) ’ ’ 40-101 —
Vibrionales 41.1
Mesorhizobium huakuii .
14021959|d
: MAFF303099 25/44 172-41 el Hn21930d
=. . . . = = .
12-27 168 Probable acetiltransferasa e (56%) 55.1 1.00E-06 5699 1 ]ﬂ BAB48570
Rhizobiales
gll1781 Probable proteina de
5-38 transporte de polisacaridos : - i
6-7,11-14 628 Proteina de membrana involucrada en Gleobacter V{Ol.aceus . 29/25 57.8 3.00E-07 338-622 2 il
a P Cyanobacteria; Gloeobacteria  (30%) 1-94 ef]NP_924727
13-27 exportar el antigeno-O y el acido

teicoico

Al
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TABLA 8A. Continuacion...

IDENTIDAD

LONGITUD ESPECIE / UBICACION , . NUMERO
CLONA (NUCLEOTIDOS ~PROTEINA PUTATIVA  TAXONOMICA (CLASE; AMINOACIDOS  gooRg  E UBICACIO  pRAME DE
/ VALUE N
) CRDEY) PORCENTAJE ACCESO
COGO0463: .
.. o Trichodesmium exythraeum gi[71676110|r
2-34 735 Glicosiltransferasa familia 2. ) 10 S6/119 732 1.00E-11 045289 2 eflZP_006738
biogénesis de la pared . . . (30%) 187-305
Cyanobacteria; Oscillatoriales 53.1
celular
8-17 Putativa glicosiltransferasa Burkholderia xenovorans LB400 115/258 777-13 gi|48788658|r
862 de biosintesis del "core" de Betaproteobacteria; 209 1.00E-52 2 eflZP_002846
4-43 i——— . (44%) 1-257
ipopolisacéridos Burkholderiales; 37.1
7-43 Proteina hipotética Colwellia psychrerythraea 34H 38/103 331.23 gi|71143563|g
1-26, 7-26, 315 CPS_3246 Gammaproteobacteria; (36%) 74.7 1.00E-12 25.127 -2 b|AAZ24036.
10-3, seq22 Region: Glicosiltransferasa Alteromonadales . 1]
Proteina hipotética gl13709 . gi[35214282|d
3-47 315 Regi6n: Proteina de L . cdes 85.9bits  5.00E-16 12407 3 bilBAC91650.
o g N Cyanobacteria; Gloeobacteria (30%) 112-263
biosintesis de polisacaridos 1
Proteina hipotética . . ;
s . Chlorobium phaeobacteroides gi|67934818|r
1-40 657 LGt UGBS, |y v 45/86 64.7 3.00E-00 429-677 3 eflZP_005278
familia 19. . . . (52%) 1-86
. . .. Bacteria; Chlorobi; Chlorobia 44.1
Dominio: Quitinasa
Ralstonia eutropha JMP134 41/54 251-412 gi|72122716|g
4-20 432 Metiltransferasa-O, familia2  Betaproteobacteria; o 88.2 3.00E-20 2 bl|AAZ64902.
) (75%) 299-352
Burkholderiales 1]
Proteina putativa LuxA . _ gi[18152932|g
4-6 B g Sinorhizobium sp. BR816 35/56 320-153
6-6 346 Reglon.. Monpox1genasa, e —— el R 72 8.00E-12 135-190 -3 bJAAL61964.
sustrato: flavina 1]
Proteina hipotética blr2133 . . gi[27350387|d
Sj é7 764 Region: Fitanoil Co-A j‘/ i ";’;ig(’)’;ﬁgil ! fgﬂ. biales (653411,/0)7 134 5.00E-30 ?-319(;;9 -1 bilBAC47398.
q dioxigenasa (PhyH) phap gea 4 1

TABLA 8A. Continuacion...
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IDENTIDAD

LONGITUD ESPECIE / UBICACION 7 . NUMERO
CLONA (NUCLEOTIDOS PROTEINA PUTATIVA  TAXONOMICA (CLASE; AMINOACIDOS  gropg  E UBICACIO  ppAME DE
) ORDEN, ! VAL g ACCESO
) PORCENTAJE
2731 100-8 gi|27657371]e
12-22 137 Nitrilo hidratasa cadena alfa  uncultured bacterium Drl 87%) 56.2 4.00E-07 131 -2 mb|CAC8363
° Ly
Formato dehidrogenasa
subunidad beta .
— : Methanococcus voltae gi[14211982|g
8-35 344 RO Pl 2 sty R 2V 516 1.00E-05 231303 3nada p A AK57554.
hidrogenasa/ f (84%) 95-119
. . Methanococci 1]
dehidrogenasa, subunidad
beta N terminal
Lroteina psitins :?1?17%5 Bradyrhizobium japonicum USDA o, <, 150706 gi[27376816]r
12-30 813 Ulpl, dominio catalitico C- ) SH15 78.6 3.00E-13 207 2 ¢fNP_768345
terminal (ubiquitin like . L (35%) ’ : 506-652
Alphaproteobacteria; Rhizobiales Bl
proteasel)
721 Hypothetical protein blr1705 90/176 59-574 b! é?éfggfod
594 "Ulpl protease family, C- B. japonicum USDA 110 165 1E-39 2 -
9-5 . . o (51%) 1214-1383 |
terminal catalytic domain
Serina proteasa putativa,
familia tripsina
Dominio: Serina proteasa Aurantimonas sp. SI85-9A41 39/99 548841 gi[90419802|r
11-39 822 similar a tripsina, Alphaproteobacteria; (39%) 75.9 2.00E-12 424-520 2 eflZP_012277
tipicamente periplasmica, Rhizobiales, q 11.1
contiene un C-dominio
terminar PDZ
ATPasa
"ATPasa predicha Polaromonas sp. JS666 132/200 15-614 gi|67847285|r
8-3 610 (superfamilia AAA+) Betaproteobacteria, (66%) 232 1.00E-59 79-278 3 eflZP_005024
[Funcién general sélo Burkholderiales E 04.1
predicha]
e Probable oxigenasa o 68/131 741349 gil273772420ref
9-19, 9-45, 761 Region quD Lisina/ornitina ~ B. japonicum USDA 110 (52%) 134 4E-56 181311 -3 NP 7687711
10-35 N monooxigenasa

TABLA 8B. Secuencias con identidad significativa a proteinas hipotéticas.
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IDENTIDAD

LONGITUD ESPECIE / UBICACION ; . NUMERO
CLONA (NUCLEOTIDOS ~ PROTEINA PUTATIVA  TAXONOMICA (CLASE, AMINOACIDOS  gropg  E UBICACIO  ppAME DE
) ORDEN ! VAL g ACCESO
) PORCENTAJE
. . 1]53756933
Proteina hipotética Methylococcus capsulatus 53/72 544-329 o
2 1Y conservada MCA2652 strain Bath (73%) 10 100E-21 4 75 = %7AAU9 Lot
4-1 q s e gi|27353155|d
5-13, 5-34, 484 Z;‘;tgma e (172600//1)5 © 261 1.00E-68 ‘2‘22;2&8 3 biBAC50155.
8-14, 14-34 4 1
. . i|78685870|r
Proteina hipotética 41/73 357-139 SUTBORSRT0r
4-34 353 conservada Shewanella sp. ANA-3 (56%) 83.6 3.00E-15 409-430 -3 Z£4ZIP 008506
i|21108486
7 T Xantomonas axonopodes 34/99 727-452 EARIITE6
= . . B . = = .
5-30 877 Proteina hipotética et S 506 (34%) 45.4 3.00E-07 60-155 2 iAAM37099
. . i|71146131
6-19 Proteina hipotética . 83/204 599-9 gil71146131)g
9-26 594 conservada Colwellia psychrerythraea 34H (40%) 147 2.00E-34 23219 -2 ILAAZ26604.
56/147 72-503 el o
6-21 875 Proteina hipotética tiorf24 Agrobacterium tumefaciens 38% 85.1 4.00E-15 25.171 3 1IBAA87649.
( 0) H
57/97 37181 i[17132567|d
7-30 372 Proteina hipotética alr3434 Nostoc sp. 7120 o 125 4.00E-28 -3 bj|BAB75133.
(58%) 204-300 1
. . 1|74420676
10-7 Proteina hipotética : _ . 42/93 542-264 8i[74420676lg
seqll9 537 Nwi_ 1614 Nitrobacter winogradskyi Nb-255 (45%) 75.5 1.00E-12 33-123 -3 ZABAO4875.

TABLA 9B. Continuacion...
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IDENTIDAD

LONGITUD ESPECIE / UBICACION , . NUMERO
CLONA (NUCLEOTIDOS ~ PROTEINA PUTATIVA  TAXONOMICA (CLASE, AMINOACIDOS  gcorg  E UBICACIO  pRAME DE
/ VALUE N
) ORDEN) R GITIATT ACCESO
. . gil15161963|g
Proteina hipotética . 32/77 449-219 -
10-24 446 AGR_pAT 284p A tumefaciens str. C58 (41%) 61.6 4.00E-19 13-89 -1 ‘ZAA K90576.
10-32 482 Proteina hipotética Rhizobium sp. NGR234 3897 128 9.00E-29 0919 1 BAAGEI2S
1-12, 3-16 RNGR00302 P (59%) ’ 8-104 1l -
. . . gi|83374719|r
Proteina hipotética Rhodobacter sphaeroides ATCC 59/94 296-15 !
13-19 390 conservada 17029 (62%) 132 4.00E-30 445-538 -3 ;ﬁQZlP 009194
seds 506 Proteina hipotética Mycobacterium flavescens PYR- 24/56 508 3 00E-05 346-513 1 QJ—lrelfs 5333?1 8
4 M{IvDRAFT 5132 GCK (42%) ’ ’ 64-119 —|—07 88 1
. . gi|58001296|g
Proteina hipotética 31/50 521-378 !
seq35 347 GOX0407 Gluconobacter oxydans 621H (62%) 51.2 7.00E-09 8-55 -3 ‘Z&AW60190
C Qi[10478269
Proteina hipotética . 73/134 246-647 I
11-13 635 PSEEN3673 Pseudomonas entomophila L48 (54%) 125 1.00E-27 2-134 3 g1rggY1P 60
. . 2i|69926474|r
7-15 Proteina hipotética . . 44/91 776-261 .
343 783 B 66 e el s Nitrobacter hamburgensis X14 (48%) 83.2 1.00E-14 109-291 -2 eflZP_006239

45.1
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