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PROLOGO

La taxonomia del genero Rhizobium esta en continuos cambios, esto es
debido al progreso de las técnicas empleadas para su clasificacion. Cabe destacar
que la técnica que ha evolucionado constantemente es la secuenciacion de DNA
gendmico. A la fecha, se puede secuenciar un genoma bacteriano en un par de
dias, siempre y cuando se utilice una corrida completa de un aparato de
secuenciacion, ya sea 454 (FLX vy Titanium) de Roche, SOLID de
AppliedBiosystems o lllumina (GA y Hiseq2000) de Solexa. Sin embargo,
generalmente se utiliza una parte de la corrida para secuenciar un genoma

bacteriano, dando como resultado un genoma fragmentado o incompleto.

Los analisis gendmicos vy filogenéticos de genomas incompletos
representan un verdadero reto, ya que las inferencias obtenidas a partir de estos
pueden estar subestimadas por las bajas coberturas de secuenciacién. Por lo
tanto, es de suma importancia desarrollar herramientas y algoritmos que reduzcan

el margen de error generado por las bajas coberturas.

El genero Rhizobium se caracteriza por incluir a especies bacterianas
fijadoras de nitrogeno. Esta fijacion se realiza mediante una relacion simbidtica
con plantas leguminosas. Los genomas de estas bacterias tienen la propiedad de
ser multireplicones, es decir, que poseen un cromosoma (o dos cromosomas) y
plasmidos. Estos replicones (plasmidos), se ganan y se pierden en las poblaciones

y un porcentaje importante de estos incluye gran cantidad de elementos moviles.



Aunado a esto, los genomas de Rhizobium, presentan una cantidad importante de

DNA redundante (familias de paralogos) y endémico (especifico para cada cepa).

La estructura gendmica de Rhizobium etli es dinamica y esta moldeada por
fuerzas evolutivas como la mutacion y la recombinacion (homdloga y no
homodloga). La contribucion de ambas fuerzas no esta del todo clara, previos
estudios indican que existe recombinacién dentro de las poblaciones de R. etli. Sin

embargo, no se ha hecho una valoracion a nivel de genoma.

La mayoria de genomas secuenciados de R. etli estan fragmentados (seis
genomas) y solo se cuenta con dos genomas completos. La heterogeneidad de las
coberturas de secuenciacion, anudado a la complejidad y dinamica gendmica,
representan un doble reto al tratar de valorar la contribucion de la mutacion y la
recombinaciéon en la evolucion de la especie. El presente trabajo tiene dos
aportaciones: El metodoldgico y el evolutivo. La primera aportacion es el
desarrollo de metodologias para la determinacién de segmentos ortdlogos,
identificacion de la variacion nucleotidica y la deteccidon de recombinacién
homologa. Estas metodologias estan enfocadas y adaptadas para trabajar con
genomas incompletos. La segunda aportacion consta de propuestas para tratar de
delimitar a la especie de R. etli, estudios filogenéticos y la valoracién de la

recombinacién homologa en la evolucion de los genomas de R. etli.



CAPITULOS

La tesis describe, a lo largo de seis capitulos, los aspectos conceptuales y
metodoldgicos, asi como los resultados y discusion general del mi proyecto de

doctorado.

El capitulo | explica y define la relacidon simbidtica rizobio-leguminosa,
detallando las caracteristicas de su interaccion y evolucion entre los socios.
Ademas, también se mencionan los pormenores que sufre la taxonomia de
Rhizobium. Por otra parte, se define la recombinacion homodloga, asi como su
dinamica y deteccion. Por ultimo, introducimos el término de especie gendmica, el
cual trata de sortear las discrepancias provocadas por clasificaciones

taxondmicas.

El capitulo Il disecta la estructura genémica de R. etli, esto abarca desde
los genes encargados de la simbiosis hasta nivel de replicon. En esta parte,
incluimos los articulos de coautoria. Estos analisis son comparaciones genomicas
en primera instancia entre especies de Rhizobium y una subsecuente

comparaciéon dentro de la especie de R. etli.

El capitulo Ill presenta el articulo aceptado en BMC evolutionary biology
cuyo titulo es: “Genomic lineages of Rhizobium etli revealed by the extent of

nucleotide polymorphisms and low recombination”.

El capitulo IV lista los genomas usados, describe las metodologias

disefiadas, asi como su valoracion. Ademas incluye metodologias que no estan en



el articulo publicado. Estos nuevos analisis estan adaptados para utilizar genomas

incompletos, sin importa la metodologia con que se hayan secuenciado.

El capitulo V resefia los resultados obtenidos en el articulo, asi como
también los resultados de los analisis adicionales, los cuales son una base

importante para las inferencias realizadas.

El capitulo VI proporciona las discusiones hechas en el articulo, ademas de
estar soportadas por resultados adicionales, los cuales brindan una mejor
comprension sobre el rol de la recombinacion homdloga en la diversificacion

gendmica de R. etli.



OBJETIVOS

Este estudio tiene como objetivo general, conocer el papel de la
recombinacion homodloga en la generacion de diversidad nucleotidica en ocho
genomas de Rhizobium etli provenientes de cepas de distinto origen geografico.
Los genomas utilizados se secuenciaron por la metodologia de secuenciacion al
azar (Shotgun sequencing), con la plataforma Sanger (secuenciacién capilar). La
muestra consta de 2 genomas completos y 6 genomas parciales, estos ultimos
tienen una cobertura aproximada de 1X (una base se ha cubierto al menos una
vez). Debido a la naturaleza fragmentada de los genomas parciales se generaron
los siguientes objetivos particulares: (1) Disefio y desarrollo de una metodologia
confiable para la identificacion de mutaciones puntuales (SNPs), (2)
Caracterizaciéon de SNPs, (3) Implementacion de una medida de diferenciacion
genomica y finalmente, (4) Desarrollo de una metodologia para la deteccion de
recombinacién homologa. Estos objetivos se enfocaron para trabajar con genomas
fragmentados y las metodologias generadas en este trabajo pueden aplicarse para
los genomas producidos por la segunda generacidon de tecnologias de
secuenciacion masiva (lllumina Hiseq, 454 (paired-end) y SOLID4), ya que
generalmente esos genomas no llegan a terminarse con la debida solidez para

considerarlos como genomas “completos”.



RESUMEN

En este trabajo, se estudié el impacto de la recombinacién homéloga en
genomas de R. etli obtenidos de cepas de distinto origen geografico. Con este
propaosito se utilizo la secuencia de dos genomas completos (CFN42 y CIAT652) y
seis genomas incompletos (BRASIL5, CIAT894, GR56, IE4771, KIM5 y 8C-3) con
una cobertura aproximada de 1X. Debido a la naturaleza fragmentada de los
genomas incompletos, disefiamos y valoramos una metodologia para la
identificacion de SNPs. Ademas cuantificamos y caracterizamos la variaciéon
intragénica en los genomas de R. etli y para ello propusimos una medida de
variacion promedio. Para detectar y analizar la recombinacién homdloga
implementamos un analisis de cuartetos que permite utilizar la informacion
contenida en genomas fragmentados. Nuestros analisis identificaron una alta
variacion intragénica, tanto en comparaciones pareadas como en tercias (dos
genomas de referencia vs genoma incompleto). La divergencia promedio que
encontramos entre las comparaciones pareadas fue entre el 4% y 6%. Por otra
parte, los eventos de recombinacion estimados afectan del 3% al 10% de la
muestra gendmica analizada y ademas la diversidad nucleotidica (1) fue mayor en
los segmentos recombinantes que en los no recombinantes. Sin embargo, la
valoracion filogenética indicd que la recombinacion no tuvo la fuerza suficiente
para interrumpir la congruencia del arbol filogenético de la muestra. En base a
estos resultados, se discute el aporte de la recombinaciéon en la formacién de la

diversidad gendmica y en la evolucidn de los genomas analizados.



ABSTRACT

In this work, we studied the impact of homologous recombination in R. etli
genomes obtained from strains of different geographical origin. Two complete
genomes (CFN42 and CIAT652) and six incomplete genomes (Brazil5, CIAT894,
GR56, IE4771, KIM5 and 8C-3) with approximately 1X coverage were used. Due to
the fragmented nature of the incomplete genomes, we design and value a
methodology for identifying SNPs. Besides, we quantifying and characterizing
intragenic variation in the genomes of R. etli and it proposed a measure of average
change. To detect and analyze homologous recombination implement an analysis
of quartets, which allows extending the search to incomplete genomes. Our
analysis identified a high intragenic variation in both paired comparisons and in
thirds (two reference genomes genome vs. incomplete). The average difference
found was 4% and 6% for paired comparisons. Moreover, the estimated
recombination events affecting 3% to 10% of the sample analyzed and further
genomic nucleotide diversity (11) was higher in recombinant segments that non
recombinants. However, phylogenetic assessment indicated that recombination
was not strong enough to disrupt the congruence of the phylogenetic tree of the
sample. Based on these results, we discuss the contribution of recombination in

the formation of genomic diversity and evolution of genomes analyzed.



CAPITULO I.- INTRODUCCION GENERAL
.1 Relacién simbidtica

[.1.1 Interaccion leguminosa-rizobios

Los rizobios son bacterias del suelo que ocasionalmente establecen una
relacion simbidtica con plantas leguminosas mediante la formacion de nédulos en
las raices y dentro de estos (ndédulos) se lleva a cabo la fijacion de nitrégeno
atmosférico. Los principales géneros que conforman los rizobios son:
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium y Rhizobium [1]. En
el caso de las interacciones Rhizobium-leguminosas, la simbiosis se inicia
mediante un dialogo molecular, en el cual los flavonoides de la planta interactuan
con la proteina activadora NodD, para encender las sefales necesarias para la
produccion del factor Nod por los rizobios, que permite la infeccion en el cortex de
la raiz y dispara el desarrollo del nddulo [2-4]. Sin embargo, la simbiosis
Rhizobium-leguminosa varia en especificidad, tanto en el rango de los huéspedes,

como también en la diversidad de especies bacterianas nodulantes [5].

La diversidad en rizobios se da a niveles de especies y cepas [6] lo que
incrementa la oportunidad para un huésped (leguminosa) de encontrar un rizobio
compatible en un suelo particular [7]. No obstante, antes de infectar a las plantas
leguminosas, los rizobios emplean una variedad de estrategias que permiten que
existan en el suelo y se adapten a diversas condiciones ambientales [8]. Dichas
estrategias dependen de genes que intervienen en tolerancia al estrés, los cuales

son una importante propiedad para una cepa inoculante, por ejemplo, mientras
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ocurre la desecacién de una semilla, o si ésta se encuentra en un lugar hostil,
dando como resultado rizobios endémicos capaces de nodular a huéspedes
locales, aunque estos no sean muy eficientes en la fijacién de nitrégeno [9].
Muchos de estos genes también son importantes para la competitividad entre
rizobios y generalmente se acarrean a través de plasmidos (compartimentos
extracromosomales) de gran tamafo (> 100kb-1500kb). En el caso de los genes
involucrados en la nodulacién y fijacion de nitrégeno, también se localizan en
plasmidos (pSyms) o en islas simbiéticas [10] y en algunos casos, la interaccién
funcional entre el plasmido simbidtico y los demas replicones (plasmidos) es
necesaria no solamente para la competitividad en la nodulacion, sino también para
la utilizacion de diferentes fuentes de carbono [11], lo cual podria ser importante

para la adaptacion al estilo de vida libre.

La presencia de ciertos tipos de plasmidos es determinante para establecer
la simbiosis mutualista, dicha simbiosis frecuentemente se basa en la integracién
funcional, estructural y genética de los socios, lo que da como resultado el
desarrollo de nuevos rasgos fenotipicos [12]. Sin embargo, las leguminosas
seleccionan los rizobios mas cooperativos, es decir, los que tienen mayor
capacidad de fijar nitrogeno [13], ya que una sola leguminosa puede estar
infectada por diferentes linajes bacterianos [14]. Esta ventaja selectiva incrementa
la frecuencia genotipica de los rizobios huésped-especifico de los no especificos,
impactando en la integridad funcional y en la eficiencia ecoldgica de la interaccidon

leguminosa-rizobio [15].
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[.1.2 Taxonomia de Rizobios

La taxonomia de los rizobios esta en un constante cambio en la medida que
se incluyen en ella nuevos avances tecnoldgicos y nuevos criterios tanto
morfolégicos, como bioquimicos, fisiolégicos y ultimamente el analisis de
secuencias [16]. En la década del setenta la taxonomia se enfoco en la variacion
de las secuencias de los genes que codifican para funciones esenciales, los
cuales podrian servir como marcadores taxondmicos [17]. En la actualidad el uso
de secuencias de 16S rRNA [18] ha permitido identificar a 44 especies
reconocidas de bacterias que nodulan a leguminosas dentro de 11 géneros, nueve
de los cuales pertenecen a las alfa-proteobacterias: Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum,
Rhizobium y Sinorhizobium de acuerdo a la lista de nombres de procariotas

http://www.bacterio.cict.fr/pub/ [19]. Sin embargo, existe una incongruencia en los

resultados filogenéticos obtenidos con 16S rRNA, generada por eventos de

transferencia lateral de genes (TLG) y por eventos recombinacion [20-23].

Con el fin de disminuir el efecto de la TLG en el marcador 16S rRNA, en
secuencias de Agrobaterium y Rhizobium, se utilizé un valor de corte de identidad
nucleotidica mayor a 93 %, dando como resultado una relacion estrecha entre
ambos géneros [22]. Por otra parte, al tomar secuencias de diferentes regiones del
operon rrn, tales como: 16S rRNA, 23S rRNA e ITS (regiones intergénicas) de
varios miembros del grupo de rizobios, se observd que las topologias generadas

con 16S fueron significativamente diferentes de las obtenidas con 23S y ITS [23].


http://www.bacterio.cict.fr/pub/�
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Ante los efectos evidentes de la TLG y la recombinacién dentro de los marcadores
ribosomales, la seleccién de genes de mantenimiento celular (housekeeping) de
diversos loci cromosomales aunado a la hibridacion DNA-DNA, mejoran
indudablemente los criterios para la identificacion de las bacterias a nivel de

especie [24].

Para los procariotas en general los genes rpoA, thdF y recN han
demostrado tener la misma precision que las hibridaciones DNA-DNA [25]. Sin
embargo, para el anadlisis en rizobias existe un conjunto de genes que
comunmente se utilizan con ese propésito, como es el caso de genes
cromosomales gluA, gyrB y recA y para genes simbioticos nodA, nodB, nifH y nifK
[26]. No obstante, estos marcadores no estan exentos del impacto de la TLG, en
especial los marcadores simbioticos (nif), ya que en algunas especies de
Bradyrhizobium se encontré evidencia de recombinacion entre sus linajes [27]. Por
lo tanto, las posibles inferencias filogenéticas estan en funcién de la eleccion de
buenos marcadores moleculares. Ante estos hechos, la filogendmica (la
comparacién de una gran numero de ortdlogos) puede ser una solucion, ya que
permite localizar la duplicacién y la pérdida de genes, reconocer paralogos dificiles
de identificar y finalmente coadyuva en la elecciéon de un buen grupo de genes de

referencia [28].
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[.1.3 Evolucién de la interaccion leguminosa-rizobios

La simbiosis nodulo-raiz (NR) se pudo derivar de la simbiosis micorrizas-
arbusculares (MA), ya que esta es probablemente la interaccién entre plantas y
bacterias mas dispersa, tanto en el contexto ecolégico como en el filogenético [29,
30]. Ademas de ser mas antigua que la simbiosis RN, (aproximadamente en 400
millones de afos, en el periodo Devoniano [31]), la simbiosis MA se genera a
través de estructuras altamente ramificadas dentro de las células de la raiz,
también llamados arbusculos [32], mientras que la simbiosis NR implica la
morfogénesis de nodulos (descrito anteriormente). Estas estructuras
especializadas (ndédulos) probablemente sean el resultado de la coevolucién de
plantas y rizobios ancestrales, es decir, procesos evolutivos que llevaron a la
radiacion y divergencia de las leguminosas y de los rizobios. Por ende la planta
selecciono a la bacteria constantemente y contribuyé ligeramente en la evolucion
de ésta [33]. Por ejemplo, en las poblaciones de Phaseolus vulgaris, que
comprenden tres grandes pozas génicas distribuidas geograficamente a lo largo
del continente Americano (la primera se distribuye en México, Centro América y
Colombia, la segunda en el sur de los Andes y la tercera en Ecuador y norte de
Peru) [34-39], se encontré una nodulacion preferencial del frijol hacia linajes de
Rhizobium etli relacionados geograficamente mediante alelos del gen nodC y
ademas dicha nodulacion fue independiente del tipo de suelo utilizado [40]. Sin
embargo, Rhizobium etli no es el unico simbionte del frijol, ya que existen otros

linajes de rizobios que lo nodulan, por ejemplo Rhizobium gallicum [41], Rhizobium
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tropici [42], y Rhizobium giardinii [43], entre otras especies. Este reemplazo de
simbiontes, se pudo haber debido a la gran plasticidad genética bacteriana, que
resultd en una gran capacidad de Rhizobium para adaptarse a las leguminosas

[33].

La coevolucion puede ser detectada (en caso de endosimbiontes), mediante
la congruencia y reflejo de las filogenias de ambos socios, tanto del huésped como
del endosimbionte bacteriano [44], pero algunas veces esta congruencia
filogenética puede deberse a una historia biogeografia comun [45]. En contraparte,
la transferencia horizontal de genes que permiten realizar la simbiosis bacteriana
entre huéspedes individuales sin relacion alguna, pueden distorsionar la sefial de
la coevolucién, ejemplos de éstos huéspedes son: plantas de diferentes especies
cdmo maiz o frijol, asi como la importacion de una planta de frijol de otra region
biogeografica [46]. En el caso de Rhizobium, la transferencia lateral de genes nod
permite la creacion de nuevos simbiontes, que no han coevolucionado con sus
leguminosas huésped [47, 48] pero si contienen informacion simbidtica. Por lo
tanto, la transferencia lateral de genes y la recombinacion pueden ser vistas

también como precursoras de la coevolucion planta-bacteria [49].

.2 Recombinacién

[.2.1 Recombinacion homologa

El intercambio genético, anteriormente visto como algo poco comun en la

reproduccion asexual bacteriana, ahora se reconoce como una importante fuerza
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en la evolucion en la mayoria de especies bacterianas [50]. De hecho la carencia
de intercambio genético entre las bacterias estd confinado a pocos linajes
patdogenos genéticamente monomoérficos [51]. Este intercambio incluye Ila
adquisicion, la perdida, el reordenamiento y la transferencia de genes [52]. La
transmision de genes entre y dentro de poblaciones bacterianas ocurre por medio
de tres mecanismos: la conjugacion, la transduccién y la transformacién [53].
Estos procesos juegan un papel importante para generar fuentes de variacion, asi
como la modificacion de genomas en muchas especies [54-57]. Mediante eventos
de recombinacion ilegitima (aquellos no mediados por RecA), las especies
bacterias puede obtener genes cromosomales y grupos de genes (islas), asi como
genes plasmidicos, transposones y profagos, los cuales han sobrevivido con éxito

los rigores de la seleccion natural en otra poblacion [58].

Aparte de la recombinacién ilegitima, existe evidencia convincente que la
recombinacion homodloga (mediada por RecA), con frecuencia intercambia
pequefias regiones gendmicas entre miembros de una misma poblacion (especie)
0 entre especies estrechamente relacionadas [59] y muchas veces estos
pequefios fragmentos pueden tener un origen ilegitimo (resultado de
recombinacion ilegitima) y por lo consiguiente, ser dispersados dentro de la

poblacién via recombinacion homéloga [60, 61].
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[.2.2 Dindmica de la recombinacién en la evolucién

Existe gran variacion en las tasas de recombinacion homologa entre las
bacterias y, en algunos casos, la recombinacion puede contribuir mas que las
mutaciones puntuales a la diversificacion de especies, mientras que, en otras
especies, la recombinacion parece ser rara [62]. Por otra parte, la recombinacion
ilegitima brinda una fuente de variacion para la evolucion adaptativa en muchas
especies de bacterias, por ejemplo, la expansion de nicho, la resistencia a
antibidticos, la virulencia, la resistencia al estrés ambiental y otras caracteristicas.
Mientras que la recombinacion homologa bajo ciertas condiciones puede promover
la tasa de evolucién adaptativa dentro de algunas poblaciones [58]. Por lo tanto,
las variaciones en las frecuencias de la recombinacion homdloga y la
recombinacion ilegitima podrian explicar la mayoria de variacion genética que se

encuentra en las poblaciones bacterianas.

En algunas especies como E. coli, un importante componente de diversidad
genética se encontré dentro de los genes. Esta variabilidad estd compuesta por
pequefios segmentos de DNA altamente variables que posiblemente se generaron
por recombinacién [63]. Esta diversidad contribuye a la variacion fenotipica y
dependiendo de la tasa de recombinacion, un particular conjunto genes (asociados
a un cierto genotipo) puede ser predominante. Sin embargo, los genotipos pueden
aparecer o perderse por azar dentro de una poblacién, donde el nivel de la

recombinacién es bajo y el tamano poblacional pequefio [64]. Contario a esto,
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cuando la tasa de recombinacion es alta, los genotipos ya no podrian divergir, ya
que serian constantemente reabsorbidos en la poblacién general, por la accion
cohesiva de la recombinacion [65]. Por otra parte, la intensidad en la cual la
recombinacion afecta la estructura de la poblacion esta en funcién de la
divergencia genética [66], es decir, a mayor divergencia menor recombinacion. En
organismos muy relacionados es dificil discriminar entre recombinacion homologa
y la recombinacion ilegitima y mas aun, discriminar la contribucion relativa de éstas

en la diversificacion bacteriana.

|.2.3 Deteccién de la recombinacion

La recombinacion puede detectarse a través de marcadores genéticos,
Electroforesis de Enzimas Multiloci (MLEE, por sus siglas en inglés), Polimofismos
en longitud de los fragmentos amplificados (AFLP, por sus siglas en inglés) y
Analisis de secuencia de multiloci (MLST, por sus siglas en inglés) [67, 68]. Estos
meétodos generalmente examinan genes de mantenimiento central para analizar la
disminucion de la asociacién entre alelos de diferentes loci, es decir, se mide el
desequilibrio de ligamiento (LD). Por ejemplo, para cepas de E. coli se ha podido
demostrar un fuerte LD, reflejando infrecuente mezcla genética dentro de
poblaciones locales [69]. Hoy en dia, la disponibilidad de secuencias de genomas
completos permite calcular y recalcular las frecuencias de recombinacion. Esto
tiene el potencial para revelar mucho mas que los analisis con siete genes

(MLST), porque un numero limitado de genes de mantenimiento central no pueden
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ser representativos del genoma completo [70]. Sin embargo, el numero de
genomas secuenciados de una especie generalmente varia entre 5 a 20 genomas
y frecuentemente no son representativos de una poblacién bacteriana, a
excepcion de E. coli, de la cual hay mas de 30 genomas secuenciados, tanto

completos como incompletos (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/). En E. coli

se encontré que las tasas de recombinacién son mayores que las mutaciones
puntuales, pero no lo suficiente para distorsionar la senal filogenética, es decir,
incongruencia filogenética entre los distintos marcadores. A pesar de la frecuente
recombinacién entre las cepas, los genes puede coexistir en un genoma
organizado, lo que resulta en una plasticidad cromosomal que puede acelerar la
adaptacién de E. coli a una variedad de ambientes [71]. Desafortunadamente,
estos analisis no son aplicables para todas las especies, ya que el promedio de
genomas secuenciados por especie es menor de cinco, por lo tanto, una
propuesta gendmica auxiliada con anadlisis de genética de poblaciones podria
brindar una mejor resolucién en la determinacion de las frecuencias de

recombinacion.

I.3 Especie GenOmica

Los agrupamientos (clusters) obtenidos en funcion de la secuencia
completa de genomas y del contenido de genes, se da principalmente en
patdgenos obligatorios (los cuales son preferentemente secuenciados), los cuales

tienen un nicho ecolégico muy restringido y conforme este nicho se expande o se
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sobrelapan, existe una disminucién de las identidades nucleotidicas promedios y
por lo tanto, la coherencia en los agrupamientos disminuye [72]. Esta disminucién
de la coherencia podria ser provocada por el contenido génico unico, es decir, la
cantidad de DNA que no se comparte con ninguna otra cepa, por ejemplo,
aproximadamente el 30 % de genes en E. coli O157:H7 (un patdégeno peligroso)
son unicos comparados con la cepa K12 [73]. Sin embargo, al aumentar la
muestra a 20 genomas de E. coli, los “backbone” o bloques conservados entre
todos los genomas, son 98.3 % idénticos a nivel de secuencia [71] y los genes que
no estan en los backbone estan en un constante flujo resultado de eventos de
recombinacién. Esta dinamica en el contenido de genes da como resultado una
plasticidad genémica dentro de una especie, también llamada “especie genémica”
o “pan-genoma”, la cual consta de tres componentes: un genoma core (nucleo),
que incluye los genes de mantenimiento y metabolismo central, asi como aquellos
responsables para la transcripcidn, translacion, replicacion y homeostasis de
energia; un genoma de caracter constituido por genes que intervienen en la
adaptacién a un nicho ambiental particular y finalmente el genoma accesorio, que
lo conforman los genes cepa-especifica y cuya funcion a menudo se desconoce

[74].

El genoma accesorio parece ser un componente importante en algunas
especies: en el caso de Streptococcus, el analisis del pan-genoma se llevo a nivel
de género, partiendo de seis especies (26 genomas) y se pudo determinar que su

pan-genoma consiste en 6000 genes, asi como de un genoma core formado por
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600 genes, y un conjunto de genes accesorios, el cual conforma un porcentaje
importante de contenido génico, ademas de ser muy variable. Por otra parte, se
encontré evidencia de altos niveles de recombinacion en el genoma core, asi
como diferentes tamafios de pan-genoma en cada especie [75], esto podria
sugerir que los tamafios de pan-genomas y las tasas de recombinacion
probablemente reflejen diferencias en nichos y estilos de vida de diferentes
especies. Por ejemplo, se necesitaria grandes pan-genomas para especies que
habitan en una gran diversidad de nichos. La asociacion entre huéspedes
cercanos puede generar diversidad a través de la recombinacidon entre

compainieros de colonizacion de un nicho en particular [76].



21

CAPITULO Il.- ANTECEDENTES

I1.1 Rhizobium etli

R. etli es el simbionte mas comun encontrado en los nédulos de P. vulgaris,
tanto para las variedades silvestres como para las cultivables en aéreas nativas
(no cultivables) [77-79], ademas de ser la especie mas competitiva para nodular al
frijol [80]. Esta capacidad de nodulacion esta codificada en los genes simbidticos,
los cuales se encuentran en plasmidos o en islas simbidticas cromosomales.
Generalmente, estos genes simbidticos tienen historias evolutivas diferentes a los
genes cromosomales [81-84], debido en parte, a la transferencia lateral, la
recombinacién y los rearreglos en los plasmidos. Este flujo de genes dentro de los
plasmidos genera estructuras de mosaicos, las cuales contienen numerosos
elementos moviles, familias de DNA repetidas y carecen de sintenia [85]. Al
comparar seis regiones ortélogas de aproximadamente 5kb del plasmido
simbidtico de diferentes cepas (distinto origen geografico) de R. etli [86], se
identificaron regiones altamente polimérficas distribuidas asimétricamente entre el
plasmido simbidtico. Dichas regiones presentan el mismo tipo de perfil de
polimorfismos entre dos o mas cepas, sugiriendo que las mutaciones se
distribuyen principalmente por recombinacion. Un panorama similar se observo en
aislados de un mismo sitio geografico de cepas de Sinorhizobium medicae, donde
la recombinacién fue mayor en los plasmidos y en los megaplasmidos en

comparacion al cromosoma [87].
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Il. 2 Genoma de R. etli

El genoma de R. etli CFN42, esta compuesto de seis grandes plasmidos
(p42a, p42b, p42c, p42d, pd42e y p42f) que en conjunto comprenden un tercio del
total de genoma de esta cepa. El cromosoma codifica para la mayoria de
funciones necesarias para que la célula crezca, mientras que pocos genes
esenciales o vias metabdlicas completas estan localizados en los plasmidos. Tal
es el caso del plasmido p42e, que contiene genes que codifican para funciones
esenciales como: metabolismo primario, funciones de biosintesis y degradacion
[88]. La sintenia cromosomal la interrumpen algunos genes relacionados a
secuencias de insercion, fagos, plasmidos y componentes de superficie celular.
Por otra parte, los plasmidos no muestran sintenia y comparte sus ortélogos con
otros replicones accesorios de especies cercanas con genomas multiparticionados

[89].

El plasmido simbidtico (p42d), es una molécula circular de 371 kilobases
que contiene a la mayoria de los genes encargados de la nodulacién y de la
fijacion de nitrégeno, en una regidon de 124 kb. Este plasmido posee numerosas
secuencias relacionadas a elementos moviles, dispersos a lo largo de este. En
algunos casos los elementos moviles estan flanqueados por bloques de
secuencias con funciones relacionadas, estos pueden indicar un rol de
transposicion. De hecho, el plasmido simbidtico frecuentemente esta tiroleado por

eventos de recombinacion y transferencia lateral de genes, dando como resultado
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una estructura de mosaico [90]. Existe evidencia que sugiere que los plasmidos
simbidtico y el p42a tienen un origen externo [91]. Finalmente, una caracteristica
importante de los genomas de R. etli, es su redundancia metabdlica y en el caso
de CFN42 consta de: 23 genes que codifican factores sigma putativos, numerosos
genes que codifican isoenzimas y un gran numero de familias de paralogos, todos
estos elementos generan una plasticidad genoma necesaria tanto para el estilo de

vida libre como para el simbidtico.

[I.3 Comparaciones gendmicas entre especies de Rizhobium

Crossman, L. C., S. Castillo-Ramirez, et al. (2008). "A common genomic
framework for a diverse assembly of plasmids in the symbiotic nitrogen fixing
bacteria." PLoS One 3(7): €2567. (Articulo anexado al apéndice)

La estructura multipartita del genoma de R. etli CFN42, es decir compuesta
de un cromosoma y varios otros replicones de alto peso molecular, lo comparten 3
especies mas: Sinorizhobium meliloti, Agrobacterium tumefaciens y Rizhobium
leguminosarum [92]. Estos cuatro genomas comparten aproximadamente un
genoma core (definido previamente) de 2,000 familias de genes vy
aproximadamente 300 de ellas son endémicas de cada genoma. En lo que
respecta a las comparaciones pareadas entre los cuatro genomas, la comparaciéon
de R. etli (CFN42) con R. leguminosarum biovar viciae (3841), presentd un
genoma core estable, mas un componente accesorio variable. Los cromosomas
de ambas cepas presentan una alta sintenia, mientras que los plasmidos se

relaciona entre si por pocos bloques sinténicos. Los pares de plasmidos que
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presentan mayor similitud son las parejas p42f-pRL12, p42e-pRL11 y p42b-pRL9.
Cabe destacar la extensiva region sinténica comun entre p42c-pRL10 (plasmidos
simbidticos), la cual representa aproximadamente el 59% de longitud de p42c. Por
lo tanto, ya sea que pRL10 haya ganado una larga insercion que incluya las
funciones de nodulacion vy fijacién de nitrégeno, o que p42c haya sufrido una gran
delecion de estos genes, ya que la region nif-nod puede representar un potencial
cassette simbidtico bordeado por secuencias repetidas. Ademas, las diferencias
estructurales entre los plasmidos simbidticos de R. etli (p42d) y R. leguminosarum
(pRL10) sugieren que tienen caminos evolutivos distintos. Los plasmidos de R. etli
son mas pequefios que los de R. leguminosarum y aproximadamente del 44% a
58% de su longitud estan organizados en bloques sinténicos con respecto a R.
leguminosarum. Por otra parte, los plasmidos p42a, p42d, pRL7 y pRL8 se
aprecian como externos o atipicos con respecto al resto de los replicones que
comparten muchas regiones comunes y estas podrian ser parte de un replicon
ancestral. No obstante la relacion filogenética entre plasmidos permanece
obscura. Un mejor panorama de la evolucion de los genomas particionados se
podria llevar a cabo con la comparacion de un conjunto de plasmidos de cepas

adicionales y representativas de R. etli y de R. leguminosarum.

II.4 Comparaciones genomicas dentro de la especie de R. etli

Gonzalez, V., J. L. Acosta, et al. (2010). "Conserved symbiotic plasmid DNA
sequences in the multireplicon pangenomic structure of Rhizobium etli." Appl
Environ Microbiol 76(5): 1604-1614. (Articulo anexado al apéndice)




25

Al extender las comparaciones con otro genoma completo (CIAT652) y seis
genomas incompletos (BRASIL5, CIAT894, GR56, IE4771, KIM5 Y C3-8) de
distinto origen geografico y de aproximadamente una cobertura 1X de Rizhobium
etli [93], se observo que la mayoria de los bloques conservados estan localizados
dentro del cromosoma y que algunas regiones dentro de los plasmidos son
comunes entre las especies (Figura 1), por ejemplo, los plasmidos pA (CIAT652),
p42e (CFEN42) y pRL11 (R. leguminosarum 3481) comparten gran numero de
familias de genes, otro ejemplo son los plasmidos pC (CIAT652), p42f (CFN42) y
pRL12 (R. leguminosarum 3481). En lo que respecta al plasmido simbi6tico, existe
una regiéon compartida (bloques sinténicos) entre los plasmidos pB, p42d y pRL10
de los genomas CIAT652, CFN42 y R. leguminosarum, respectivamente. Sin
embargo, también hay pérdidas dentro de las familias de genes (Figura 1), dando
como resultado bloques conservados solamente en dos genomas, por ejemplo, los
plasmidos p42c (CFN42) y pRL10 (R. leguminosarum). El caso particular del
plasmido pC de CIAT652, que comparte varios bloques conservados con varios
replicones de CFN42 y R. leguminosarum, es un ejemplo de fusiones o deleciones
de bloques conservados entre los plasmidos de Rhizobium. Los bloques
cromosomales sinténicos incluyeron un total de 3,971 familias (tanto unicopia,
como multicopias) de genes que se comparten entre los genomas completos
(CFN42, CIAT652 y R. leguminosarum biovar viciae 3841). A pesar del gran

numero de familias ortdlogas, también existen una cantidad considerable de
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familias que son unicas de cada genoma completo: 698 (CFN42), 994 (CIAT652) y

2,071 (R. leguminosarum).

chrRleg
CchrCIATE52

/ g
¢ pRLT
pd2d
pB

Figura 1. Perfiles de familias de proteinas y su distibucion en replicones de Rhizobium. Las familias de proteinas de un
sélo miembro por cada genoma (CFN42, CIAT652 y R. leguminosarum 3841) fueron utilizadas para construir perfiles
de presencia y ausencia para los replicones de los tres genomas (Gonzalez, Acosta et al. 2010). El tamaiio de las
esferas representa la frecuencia de los perfiles en un replicén dado. El color negro indica la presencia de la familia
en los tres replicones. El color verde son las familias de proteinas con una pérdida en el genoma de R. leguminosarum,
el color naranja indica una pérdida en el genoma de CIAT652 y finalmente, el color azul una pérdida en CFN42.

En el caso de los plasmidos simbidticos (tanto CFN42 y CIAT652), las
regiones compartidas (regiones homologas) entre los genomas incompletos
presentaron una identidad nucleotidica del 92 a 98 %, salvo la cepa IE4771 (89
%). En contraparte, de 400 a 750 kb de los genomas incompletos no es
compartido por ningun otro genoma de R. etli, ni por ninguna otra secuencia de la

base de datos no redundante (obtenida del NCBI ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/).

Esta gran cantidad de DNA endémico, refleja una estructura pangendémica abierta,
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es decir, no existe un numero determinado de genes para la poblacion (especie),
ya que siempre hay la inclusién de nuevos genes (no compartidos con las demas
cepas) conforme se afade un nuevo individuo (genoma). Esta estructura
pangenomica abierta es mantenida por la aportacion de aproximadamente 99
nuevos genes, los cuales brindan una plasticidad gendémica, ademas de ser,
materia prima para la transferencia de DNA, la recombinacién y la conversién

génica, entre y dentro las poblaciones de R. etli.
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CAPITULO IIl.- Genomic lineages of Rhizobium etli revealed by the extent of
nucleotide polymorphisms and low recombination

I11.1 Resumen

En este trabajo determinamos y valoramos la variacién a nivel nucleotidico
en ocho genomas (dos genomas completos y seis genomas parciales) de cepas
provenientes de distinto origen geografico de R. etli. Aunado a esto, detectamos y
cuantificamos los porcentajes de recombinacibn homdloga en fragmentos
ortélogos y extendimos la busqueda mediante cuartetos (tres genomas completos
y un genoma parcial). Como resultado de estos analisis, identificamos altos niveles
de DNA polimorfico en R. etli y determinamos una divergencia nucleotidica
promedio de 4% a 6% entre los genomas muestreados. Por otra parte, los eventos
de recombinacion detectada se estimaron dentro de un amplio rango de 3% a 10%
y en la mayoria de los casos, la diversidad nucleotiditha fge mayor en los
cuartetos recombinantes que los no recombinantes. Al valorar la sefial filogenética
de los segmentos ortélogos, no encontramos incongruencias filogenéticas lo
suficientemente fuertes (en frecuencia) para interrumpir la topologia del arbol de la
muestra. Ademas de que la mayoria de eventos de recombinacion detectada se
localizaron en el cromosoma y en menor grado en los plasmidos p42b, p42e y
p42f (tomando a CFN42 como genoma de referencia). Por ultimo, se discuten las
implicaciones de haber encontrado bajas frecuencias de recombinacion homdéloga

y una gran variacion entre los genomas de R. etli.
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Abstract

Background: Most of the DNA variations found in bacterial species are in the form of single nucleotide
polymorphisms (SNPs), but there is some debate regarding how much of this variation comes from mutation
versus recombination. The nitrogen-fixing symbiotic bacteria Rhizobium etli is highly variable in both genomic
structure and gene content. However, no previous report has provided a detailed genomic analysis of this variation
at nucleotide level or the role of recombination in generating diversity in this bacterium. Here, we compared draft
genomic sequences versus complete genomic sequences to obtain reliable measures of genetic diversity and then
estimated the role of recombination in the generation of genomic diversity among Rhizobium etli.

Results: We identified high levels of DNA polymorphism in R. etli, and found that there was an average divergence
of 4% to 6% among the tested strain pairs. DNA recombination events were estimated to affect 3% to 10% of the

genomic sample analyzed. In most instances, the nucleotide diversity (1) was greater in DNA segments with
recombinant events than in non-recombinant segments. However, this degree of recombination was not
sufficiently large to disrupt the congruence of the phylogenetic trees, and further evaluation of recombination in
strains quartets indicated that the recombination levels in this species are proportionally low.

Conclusion: Our data suggest that R. etli is a species composed of separated lineages with low homologous

recombination among the strains. Horizontal gene transfer, particularly via the symbiotic plasmid characteristic of
this species, seems to play an important role in diversity but the lineages maintain their evolutionary cohesiveness.

J

Background

Bacterial species typically contain large amounts of
genetic variation in the form of single nucleotide poly-
morphisms (SNPs), which originate by mutation and
have dynamics that depend on the balance between nat-
ural selection and genetic drift [1,2]. There is some
debate on whether or not most of these polymorphisms
are selectively neutral at the molecular level [3]. Species
have been genetically defined through the analysis of
DNA variation using comparative techniques such as
hybridization, the sequencing of gene markers, and
(more recently) complete genome sequences [4,5]. It has
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been proposed that similarity values greater than 70%
obtained in DNA-DNA hybridization experiments are
sufficient to define a coherent group of organisms as
belonging to the same species [6]. These estimates are
very rough, subject to experimental variation, and they
only indirectly measure similarity (i.e. via hybridization
efficiency) [7]. A comparative analysis of complete gen-
omes minimizes most of these limitations. Several mea-
sures of genomic relatedness, such as the Average
Nucleotide Identity (ANI) and the Maximal Unique
Matches (MUM) have been proposed for such analyses
[8,9]. Both ANI and MUM are based on pairwise
nucleotide comparisons of complete genomes, and sev-
eral reports have shown good correlations between the
results from these analyses and other measures of
genetic relatedness, such as those based on Multilocus
Sequencing Typing (MLST), 16S sequencing, and gene

© 2011 Acosta et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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content [10]. However, these comparative methods rely
on the availability of complete genome sequences and
are affected by the quality of the DNA sequencing data,
which in the case of draft genomes might not be opti-
mal [10]. The latter issue has not been thoroughly
addressed in past studies. One exception was the com-
parisons made by Richter and Rosell6-Mora [10], who
suggested that low genome sequence coverage can be
sufficient for inferring DNA similarity values comparable
to ANI obtained with complete genomes.

Bacterial species have mechanisms for gene exchange
(transformation, conjugation and transduction), and
genetic recombination is believed to play a prominent
role in diversifying species by distributing variation and
generating new allele combinations [11]. Horizontal
gene transfer is an important source of genomic varia-
tion within and between species [12-16], and homolo-
gous recombination frequently results in the exchange
of small genomic regions between members of the same
or closely related species [17]. The estimated rates of
homologous recombination vary widely among bacteria;
in some instances, recombination seems to have contrib-
uted to species diversification to a greater extent than
even point mutations, whereas in other species homolo-
gous recombination appears to be rare [18].

Recombination has typically been assessed by molecu-
lar techniques such as Multilocus Enzyme Electrophor-
esis (MLEE), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP), or Multi Locus Sequence Typing MLST
[19-21]. These methods primarily measure linkage dise-
quilibrium (LD), and are based on the degree of allele
association at different housekeeping loci. For example,
E. coli strains show strong LD, reflecting infrequent
genetic mixing within local populations [22]. More
recently, the availability of complete genomic sequences
has allowed recombination to be assessed more accu-
rately [23]. Interestingly, genomic sequencing combined
with analyses of population genetics have shown that
the recombination rates within E. coli are higher than
the mutation rates, but not to the extent that the phylo-
genetic signal is distorted [24]. Despite frequent recom-
bination between strains, therefore, the genes seem to
coexist in an organized genome, resulting in a chromo-
somal plasticity that accelerates the adaptation of E. coli
to various environments.

In this work, we studied the intraspecific variability
and recombination in Rhizobium etli, a soil bacterium
that associates with bean roots to fix nitrogen. Previous
studies have noted that this species has a variable gene
content and high genomic divergence [24], as well as a
low rate of recombination (in housekeeping genes)
among isolates from the same geographical site
[22,25,26]. However, in isolates (from the same geogra-
phical site) of Sinorhizobium medicae, it was found that
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frequency of recombination was higher in plasmids and
megaplasmids, as compared to the chromosome [27].
The first purpose of this work was to perform a detailed
genomic analysis of the nucleotide variation in this spe-
cies. Accordingly, we used stringent methods to identify
SNPs from a set of complete and draft genomes of R.
etli, assessed the value of draft genomes and low cover-
age data when seeking to obtain global measures of
genetic relatedness, and then examined the nucleotide
differences among various strains of R. etli. The second
purpose was to assess the role of recombination in gen-
erating genomic diversity in R. etli. Our results confirm
and extend the previous estimations on the genomic
diversity of R. etli, and indicate that recombination
might play only a minor role in generating such diver-
sity. Therefore, we conclude that the species R. etli is
composed of separate genomic lineages that share a low
rate of recombination but have a common symbiotic

phenotype.

Results
Nucleotide variation assessment in complete and draft
genomes
Since accurate SNP identification relies largely on the
quality of the sequence data, the use of draft genome
sequences could potentially introduce errors into the
variation estimates. Therefore, stringent parameters (see
Methods) were used to identify high-quality SNPs in a
set of two complete R. etli genomes, CFN42 and
CIAT652, isolated from México and Costa Rica respec-
tively, and six draft genome sequences from strains iso-
lated in different places of the world: BRASIL5 (Brazil),
CIAT894 (Colombia), GR56, IE4771 (México), KIM5
(USA), and 8C-3 and GR56 (Spain) [24]. All the Sanger
reads were collected from the draft genomes (about
13,000 reads of 1000 nucleotides in length per genome
on average) were aligned against the predicted ORFs of
the CFN42 or CIAT652 genomes, and the alignments
were evaluated using Polybayes (additional file 1 Figure
S$1), which determined the probability that a nucleotide
site was polymorphic, based on the Phred quality of the
read. A Phred value of Q20 and a probability greater
than 0.90 are generally considered acceptable for the
detection of SNPs [28]. Most of the SNPs in our data
set had probability scores > 0.975, indicating that more
than 100,000 SNPs per genome had Phred qualities over
Q45 (additional file 1 Figure S1). To avoid the possible
inclusion of false positives (in average 27,000 SNPs by
each strain), we used only SNPs with a minimum Phred
score of Q45 and the highest Bayesian probabilities (>
0.99) throughout this work [29].

Additional errors in SNP determination might arise
from poorly aligned regions. Since R. etli genomes have
a high proportion of paralogous sequences [24,30], a



Acosta et al. BMC Evolutionary Biology 2011, 11:305
http://www.biomedcentral.com/1471-2148/11/305

stringent identification of orthologous segments of genes
was performed. We aligned the contigs of each draft
genome sequence against the ORFs from the complete
genomes of either CFN42 or CIAT652, using both
ungapped and gapped alignments, along with the reci-
procal best hit criteria. We considered DNA gene seg-
ments as being orthologous to the reference sequence if
they had nucleotide identities higher than 85% and cov-
erage higher than 60% of the reference gene. Various
numbers of orthologous segments were identified from
the draft genomes, covering about 40% of the total gene
contents of the reference strains. The total amount of
data collected by this procedure is about 2 to 2.5 Mb
per draft genome (additional file 1 Table S1).

To determine the robustness of the above-described
procedure, we simulated a draft assembly by using San-
ger read samples of the complete genomes of different
E. coli strains at low coverage (1x) (see Methods). The
contigs of the simulated assembly were aligned with the
genome of E. coli K12, and SNPs were detected as
described above. On average, the obtained nucleotide
variation ranged from about 1% to 2% (SNPs/alignment
length) (Figure 1). There was no significant difference
(p-value lower at 0.05, according to Mann-Whitney and
Kolmogorov-Smirnov tests obtained from Predictive
Analytics Software PASW Statistics 18 (SPSS Inc.,
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Figure 1 SNP assessment on lower coverage. Paired comparisons
between E. coli strains and K12 strain as reference genome. We used
two set of E. coli strains: Complete genomes obtained from Sanger
reads (green box) and Sanger reads simulated from complete
genomes with coverage approximate of 1X (yellow box). For each
alignment, we determined the percentage of SNPs by gene
fragment (SNP number/length of contig; Y axis) by our
methodology. Boxes inside the graphic include the median values
(middle line) and the first and third quartiles (lower and upper lines)
of the distribution. Abscissa: £. coli strains.
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Chicago, IL)) when we compared the results obtained at
1x coverage versus those obtained with the complete
genome assembled at about 10x coverage, indicating
that 1x coverage of the genome sequence could be con-
sidered a robust proxy of full variation at the genomic
level in this species.

SNP frequencies among the R. etli strains

We quantified the SNPs in R. etli by computing the
pairwise nucleotide differences between individual draft
genomes versus the complete genomes of strains CFN42
or CIAT652. More SNPs were found in comparisons
made versus the CFN42 genome (Figure 2, gray boxes)
than the CIAT652 genome (Figure 2, blue boxes). For
example, the BRASIL5 strain had a median of 5% SNPs
per aligned fragment when compared with CFN42 but
only 2% compared to CIAT652, indicating that BRASIL5
is more closely related to CIAT652 than CFN42. Simi-
larly, variance was higher when BRASIL5 was compared
with CFN42 rather than CIAT652 (Figure 2). A very
similar pattern was found for strain 8C-3. The other
strains showed similar levels of variation, on the order
of 6% (CFN42) and 4% (CIAT652), with the latter com-
parison always showing a lower variance. Comparison
between the complete genomes of CFN42 and CIAT652
(Figure 2, red box) result in a median variation of 9%,
that is high but still lower than the comparisons
between CFN42 and R. leguminosarum bv viciae 3841
(Figure 2 green box). Moreover, when we compared R.
leguminosarum bv. viciae 3841 with all of the R. etli
strains (complete and draft genomes) (additional file 1
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Figure 2 Paired comparisons between R. etli strains. We
performed four paired comparisons used our methodology: draft
genomes of R. etli against CFN42 (gray boxes), draft genomes of R.
etli against CIAT652 (blue boxes), CIAT652 against CFN42 (red boxes)
and finally R. leguminosarum bv viciae 3841 against CFN42 (green
boxes). For all comparisons the Y axis is the percentage of SNPs by
gene fragment (SNP number/length of contig). Boxes inside the
graphic include the median values (middle line) and the first and
third quartiles (lower and upper lines) of the distribution. Abscissa:
R. etli and R. leguminosarum bv viciae 3841 strains.
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Figure S2), the greatest difference in SNP percentage
(median 11%) was seen in the comparison with strain
CEN42 (Figure 2 green boxes, and discussion section).

Average nucleotide variation

We sought to obtain a single measure of the nucleotide
variation across the whole set of genomes. To this end,
we averaged the medians of the SNP distributions for
each alignment (i.e., the number of SNPs/alignment
length of each draft genome with respect to CFN42 or
CIAT652) and generated average confidence interval
(obtained and adjusted by distribution of genes size
medians) using Predictive Analytics Software PASW Sta-
tistics 18 (SPSS Inc., Chicago, IL). This statistical test of
proportions compares the observed proportions of an
event (here, SNPs) in k samples (here, strains), uses a
chi-squared test to seek significant differences among
the proportions, and subsequently adjusts the confi-
dence intervals for each sample. The generated measure,
herein called the average nucleotide variation (ANV),
might represent the species-level variation. We obtained
ANV values of 4% and 6% when we compared all the
analyzed strains against CIAT652 and CFN42, respec-
tively (Figure 3). Although the largest numbers of SNPs
were found in comparisons with the CFN42 genome, all
strains were similarly divergent according to the 95%
confidence intervals with respect to the median (blue
lines in Figure 3). This observation indicates that
CFN42 is almost equally divergent with respect to all
other strains. Comparisons with the CIAT652 genome
showed that strains BRASIL5 and 8C-3 were closer to
this strain than to CFN42. Moreover, the CIAT894
strain yielded the highest number of SNPs, causing its
average SNP proportion to fall outside the average con-
fidence interval (red lines in Figure 3). Strains CIAT894
and IE4771 showed greater divergences than the rest of
the strains, regardless of the reference strain (CFN42 or
CIAT652) used in the comparison.

Nucleotide variation profiles in homologous genomic
segments from different R. etli strains

To explore how SNPs are distributed in the R. etli gen-
omes, we first identified orthologous segments for which
we had sequence information in all eight studied strains
(Figure 4). A total of 240 segments with a median size
of 275 bp were common to all strains, and spanned a
total of about 71,630 bp that represent about 1% of the
genome length. These sequences mapped mainly to the
chromosomes of CFN42 and CIAT652 (92%), with a
lower proportion (8%) distributing to plasmids. We gen-
erated a concatenated alignment of these shared seg-
ments according to the gene order found in the CFN42
genome, and then inferred a consensus sequence and
computed the number of nucleotide differences across
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windows of 250 bp. Using this procedure, we detected
the patterns of shared and unique (singleton) SNPs par-
ticular to each strain. As shown in Figure 4, we were
able to distinguish two classes of shared SNPs: biallelic
SNPs (Figure 4 gray smoothed areas), which showed
only one nucleotide difference with respect to the con-
sensus; and polyallelic (Figure 4, white bars), which
showed multiple differences at the same nucleotide site
with respect to the consensus. Some of these SNP pat-
terns were shared in some strains but not others. For
example, as shown in Figure 4, pattern A was shared by
strains CIAT652, CIAT894 and 8C-3, whereas pattern B
was found in strains GR56, IE4771 and Kim5. Further
shared patterns were identified through a careful inspec-
tion of the plot. In addition, a large number of poly-
morphisms were not shared, but instead appeared to be
strain-specific variants. Interestingly, strain CFN42 was
found to have the greatest number of differences with
respect to the consensus (Figure 4, black bars). Even
thought this approach is limited by the amount of com-
mon segments among the eight strains, we were able to
cover 3.7% (223) of the total gene content (5,963) of the
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CFN42 reference strain that include the main COG
categories and subcategories (see Methods). For
instance, metabolism (transport and metabolism of
sugar, amino acids, and carbohydrates); cellular pro-
cesses and signaling (envelope biogenesis, signal trans-
duction); information storage and processing
(transcription, replication, and recombination); and
poorly characterized proteins (function unknown). A
detailed annotation of the gene segments can be seen in
additional file 2 Table S1.

Phylogenetic congruence

Since recombination can distort phylogenetic trees such
a way that no two individual trees are topologically
equivalent, we decided to perform phylogenetic recon-
structions using a) a neighbor-joining network [31]; and
b) a comparison of a consensus tree with individual
trees constructed using the 187 segments common to
the eight studied R. etli genomes and R. leguminosarum
bv viciae 3841 (RLEG). The consensus trees obtained
from the concatenated alignments had identical topolo-
gies when constructed by maximum likelihood, Baye-
sian, and neighbor joining network methods (see
Methods). Only the tree based on neighbor joining net-
work is shown in Figure 5. This tree was found to con-
tain six internal branches (denoted by split numbers).
There are two main clusters in the tree, separated by
branches 2 and 3 that group the most closely related
strains: one containing KIM5, IE4771, and GR56
(branch 2) and another grouping BRASIL5, 8C3, and
CIAT652 (branch 3). These branches are internal in

KIM5

IE4771

GR56

RLEG

CIAT894

Figure 5 Genetic relatedness. Network joining network phylogeny
inferred from 186 concatenated regions shared among strains of
Rhizobium etli and Rhizobium leguminosarum bv viciae 3841 (see
Methods). The tree is unrooted and has six internal branches,
indicated by split numbers on each internal branch. The scale bar
denotes the expected number of nucleotide substitutions per site.
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relation to branch 5, which separates CFN42, CIAT894,
and RLEG that are the strains with the longest branches
(greatest number of nucleotide substitution per site). A
few inconsistencies were found among the topologies
recovered from reconstructions based on individual
gene segments (187), as compared to the topology of
the consensus tree (not shown). These alternative topol-
ogies are mainly due to the position of CIAT894 and
RLEG, whereas the splits 2, 3, and 5 where consistently
recovered. Thirty out of 187 trees supported the place-
ment of RLEG as the most distant strain, 39 trees sup-
ported placement of CIAT894 as the external strain,
whereas the most frequent topology shows that these
strains are equally distant to the rest of strains (Figure
5). These alternative topologies could be the result of
shared ancestral polymorphisms, as suggested by the
long branches coupled with low frequency of recombi-
nation. Altogether, the phylogenetic reconstructions sug-
gested that the levels of recombination were insufficient
to erase the phylogenetic signal, thus allowing for the
identification of the most probable strain tree. Consis-
tent with this conclusion, only nine (3.75%) of the 223
gene segments common among the eight R. etli strains
(Figure 4) showed at least one recombination event.

Extent of recombination

To evaluate the extent of the probable recombination
events among strains of R. etli, we performed a recombi-
nation analysis in orthologous quartets (see Methods).
We aligned the shared gene segments from each draft
genome with the corresponding segments of the ORFs
from CFN42, CIAT652, and the R. leguminosarum bv
viciae 3841 complete genomes, yielding six different
groups of quartets (one group for each incomplete gen-
ome; Figure 6). The proportion of aligned segments var-
ied across the six groups of quartets, from ~2,781
segments in the group containing BRASIL5, to ~3,672
in the group containing CIAT894. The segments ranged
from 200 to 4651 bp in length and covering approxi-
mately 50% of the genome (additional file 1 Table S2).
For each group of quartets, we performed four different
recombination tests (see Methods), and determined the
number of recombination events (only those that were
detected by at least two methods) for each quartet
(describe above) (Figure 6). The lowest proportions of
recombination events were detected for the quartets
containing strains BRASIL5 and 8C-3, which showed
4.42% (123 out 2781) and 3.57% (102 out 2854) recom-
bination events, respectively. The other groups showed
approximately twice as many recombination events, with
frequencies ranging from 8.67% (KIM5 quartets) to
10.86% (GR56). In addition, for each group of recombi-
nant quartets, we determined the number of events of
recombination between pairs of strains (Figure 6). In
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general, recombination events were more frequently pre-
dicted between R. etli strains pairs than between any
given R. etli strain and R. leguminosarum bv viciae 3841
(Figure 6). For instance, in the group of quartets con-
taining BRASIL5, the percentage of recombinant seg-
ments is about 7% in CFN42-RLEG, 5% in BRASIL5-
RLEG, and 20% in CIAT652-RLEG pairs, whereas
recombinant segments were detected more frequently
between pairs of R. etli strains: 18% (CFN42-BRASIL 5),
25% (CEN42-CIAT652), and 25% (CEN42-CIAT652).
The same pattern was seen for the other five groups of
quartets. This effect is because homologous recombina-
tion depends on a high nucleotide identify, and greater

divergence is associated with less homologous recombi-
nation [32]. Therefore, recombination might be more
frequent between strains (populations) that are closely
related. Indeed, we observed the same recombination
events in different groups of quartets (of different
strains), as indicated by a presence/absence matrix. In
general, the number of common recombination events
(small number of events) was related to the phylogenetic
proximity of the strains, for instance BRASIL5 and 8C-3
share the most recombination events in common (data
not shown).

To explore whether the recombination is particularly
acting on some classes of genes, we assigned the
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recombinant segments to COGs (see Methods), as
shown additional file 1 Figure S3. All the functional
classes annotated in the CFN42 genome are present in
the draft genomes but they are represented unevenly in
the recombinant segments. For instance, the categories:
amino acid transport and metabolism, carbohydrate
transport and metabolism, energy production and con-
version, lipid transport and metabolism, general function
prediction only and function unknown appear overre-
presented among the recombinant segments. In counter-
part, some other categories like transcription and signal
transduction mechanisms are in lower frequency among
the recombinant segments than in CFN42. Even though
we performed a chi-square and Range tests [33] to
assess the significance of these differences, the incom-
plete nature of draft genomes does not allow to con-
clude about some bias toward recombination in certain
classes of genes.

Genetic diversity

Together the above-described data suggest that recom-
bination may not be a major driver of genomic diversifi-
cation in R. etli, but rather might have relatively limited
effects. To directly examine this point, we estimated the
mean nucleotide diversity per nucleotide site (i) for the
recombinant and non-recombinant gene segments of
each strain (Figure 7a). In general, recombinant seg-
ments showed higher m values than non-recombinant
segments. These differences were significant only for
strains CIAT894, GR56, IE4771 and KIM5 (Student’s ¢-
test, p < 0.001), but the combined data for the 1 values
of the 240 recombinant and non-recombinant gene seg-
ments common to the eight strains showed the lowest
values (0.06 on average). Although there was no signifi-
cant difference between recombinant (red circles) and
non-recombinant segments (blue circles) with regard to
the regions common to all eight strains (Figure 7b),
most of the recombinant segments had higher-than-
average 1 values and generally showed the highest tran-
sition/transversion ratios (indicated by the size of the
circles in Figure 7b). Since the probability of transitions
is higher than transversions [34], high ratios of transi-
tion/transversion suggest that they were under strong
purifying selection, because transitions at the third ‘wob-
ble’ position are more likely to be synonymous than
transversions [35].

Discussion

In the present work, we used a genomic approach to
detect and measure variation in the form of SNPs, and
to analyze the contribution of recombination to the
genomic diversification of R. etli strains. Our results
demonstrated that draft genomic sequences samples
representing ~1x of the genome can be used to measure
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variation at the whole-genome level in this species. In R.
etli we found a great amount of variation (more than
161,998 SNPs) when any draft genome was compared to
the complete genomes of CFN42 and CIAT652. To
assess the reliability of this method for identifying SNPs,
we quantified the SNPs in E. coli genomes at 1x and in
complete genomes assembled at about 10x coverage.
We found the same variation level using either draft or
complete E. coli genomes, indicating that draft genomes
produced estimations of DNA variability comparable to
those generated using complete genomes even at only
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1x coverage. Richter and Rosell6-Mora [10] previously
reported on the use of partial sequences representing
about 20% of the genomes of several bacterial species to
infer reliable values of DNA divergence between strains.
The authors of the prior paper showed that ANI values
obtained with these samples correlated well with the
DDH values, indicating that draft genome sequences are
an acceptable data source. At present, the rapid
improvement of DNA sequencing technology is allowing
researchers to use multiplex sequencing to simulta-
neously process an increasing number of genomic
sequences. These experiments will produce additional
draft genome sequences of different qualities, and the
approach proposed herein should prove useful for their
early analysis.

We identified a higher proportion of SNPs in R. etli
strains than in E. coli strains, and the differences
between the various R. etli strains and Rhizobium legu-
minosarum bv viciae 3841 ranged from 7% to 11%
(median; additional file 1 Figure S2), with the latter fig-
ure corresponding to the CFN42 comparison. R. etli and
R. leguminosarum are different species according to 16S
comparison; however, they share a common genomic
core and are distinguished by variable accessory compo-
nents (e.g., plasmids) [24,36,37]. Therefore, an ANV
range of 7-11% might be a good indicator of speciation
within Rhizobium. Despite of the variability in ANV
among the tested strains of R. et/i (about 4-6%), none
had ANV values comparable to those obtained with
respect to R. leguminosarum. The levels of ANV were
higher for comparisons using CFN42 than those done
with CIAT652. For taxonomic purposes, CEN42 is the
type strain of R. etli [38]. In the present analysis, how-
ever, we found that CFN42 was the most differentiated
of the studied samples, had the highest proportion of
unique SNPs, and clustered as a divergent independent
branch when the strain phylogeny was explored. We
recently re-sequenced strain CFN42 using Solexa-Illu-
mina technology and compared it with the former com-
plete genome sequence. Very few indels and SNPs (less
than 20 SNPs) and no rearrangements were found.
Therefore, very small variation can be expected from an
in vitro lifestyle. In contrast, most of the strains ana-
lyzed were more closely related to CIAT652 than to
CEN42. A prior study noted that CIAT652 and CFN42
have a low ANI value (90.44%) [10] and suggested that
CIAT652 is improperly classified as R. etli. We pre-
viously showed that CEN42 and CIAT652 share a very
conserved symbiotic plasmid, but have high divergence
throughout the rest of their genomes [24]. Given that all
isolates of R. etli have been recovered from nitrogen-fix-
ing bean nodules, this characteristic would be expected
to dominate the classification criteria. The genomic
divergence described herein is thus consistent with a
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model in which the species R. etli is composed of diver-
gent genomic lineages that share the symbiotic pheno-
type conferred by the symbiotic plasmid [24], which is
called a common symbiovar [39]. Indeed, our analysis
suggests that in some instances, the use of type strains
could lead to misleading taxonomic classifications, espe-
cially when gene transfer mechanisms are active. R. etli
is known to have mobile elements such as conjugative
plasmids, insertion sequences and bacteriophages
[40-42]. Therefore, gene flow and recombination among
strains of R. etli might be important to the production
of genomic diversity, as reflected in its pangenomic
structure [24]. However, no prior study has assessed the
role of homologous recombination in promoting the
genomic diversity of R. etli. Earlier works using MLEE
or MLST concluded that R. etli populations are essen-
tially clonal, with low recombination even in sympatric
populations [22,25,26,43]. More recently, Flores et al.
[44] showed that despite the high conservation of the
symbiotic plasmid pSym sequences from a collection of
different strains of R. etli, some regions shared identical
SNP distribution profiles. This observation was inter-
preted as evidence of homologous recombination. Here,
we obtained similar findings for a set of common geno-
mic DNA segments, mainly chromosomal in origin,
belonging to eight strains of R. et/i. Quantification of
probable recombination events and the extrapolation of
our findings to the whole genome suggested that a mini-
mum of 260 recombination events had occurred in the
genome of each strain. Strains CFN42 and CIAT894
were the more variable in terms of SNPs, and the latter
also showed the most evidence for recombinant events
in our quartet analysis (within the orthologous seg-
ments). Even though there were some discrepancies
within the clades of the various phylogenetic trees we
generated, most of the trees were congruent with the
consensus tree. Moreover, although the estimated
recombination was correlated with genetic diversity (Fig-
ure 7a), it was low overall (3-10%). In comparison, the
whole-genome recombination estimates reported for
Rickettsia and Streptococcus were on the order of 18-
37% and 28%, respectively [45,46]. These data suggest
that only a minor fraction of the R. etli genome has
undergone recombination, which thus accounts for only
a low proportion of the polymorphism in this species.

In bacteria, the frequency of RecA-mediated homolo-
gous recombination depends on the level DNA identity,
and small DNA fragments are often introduced into the
cell via conjugation, transformation or transduction.
Consequently, only a fraction of the genome might be
targeted by recombination [47]. Several other factors
might account for the low recombination frequency
detected in the isolate of R. etli studied here. Among
them, the ample degree of divergence among the studied
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R. etli strains, their distant geographical origins (USA,
México, Costa Rica, Colombia, Brazil, and Spain) [24],
and the small number of sampled strains. Recently,
Bailly et al., reported a population genomics analysis of
sympatric strains of Sinorhizobium medicae [27]. They
found very low levels of polymorphism and recombina-
tion in the chromosome in comparison with the mega-
plasmids. Future studies using our methodology on R.
etli isolates from single sites could be used to improve
our understanding of how recombination impacts the
diversification of this species.

Conclusion

In summary, our results and the previous reports on R.
etli support a model in which the species is composed
of evolutionarily independent lineages that share a sym-
biotic phenotype but have low levels of recombination
among the various lineages. However, although genetic
barriers imposed by divergence or other barriers such as
geographical distance might preclude homologous
recombination among the strains, gene flow (e.g., by
plasmids and chromosomal islands) is an ongoing pro-
cess that shapes the genomic and pangenomic structures
of R. etli.

Methods

Genomes used

Complete genome sequences were downloaded from Gen-
Bank as follows: for R. etli CFN42: chromosome [Gen-
Bank:NC_007761], and plasmids pCFN42a [GenBank:
NC_007762], pCFN42b [GenBank:NC_007763], pCFN4c
[GenBank:NC_007764], pCFN42d [GenBank:NC_004041],
pCFN42e [GenBank:NC_007765], and pCFN42f [Gen-
Bank:NC_007766]; for R. etli CIAT652: chromosome
[GenBank:NC010994], and plasmids pCIAT652a [Gen-
Bank:NC010998], pCIAT652b [GenBank:NC010996], and
pCIAT652¢ [GenBank:NC010994]; and for R. legumino-
sarum 3841: chromosome [GenBank:NC_008380], and
plasmids pRL7 [GenBank:NC_008382], pRL8 [GenBank:
NC_008383], pRL9 [GenBank:NC_008379], pRL10 [Gen-
Bank:NC_008381], pRL11 [GenBank:NC_008384], and
pRL12 [GenBank:NC_008378]. We also used reads and
contigs from the draft genomes of R. etli strains 8C-3
[GenBank:NZ_ABRAO00000000], BRASIL5 [GenBank:

NZ_ABQZ00000000], CIATS894 [GenBank:
NZ_ABRD0000000], GR56 [GenBank:
NZ_AABRDO0000000], 1E4771 [GenBank:
NZ_ABRD00000000], and KIM5 [GenBank:

NZ_ABQY0000000].

Determination of SNPs and pairwise nucleotide
differences

Paired alignments between the draft genomes (contigs)
and the ORFs from the genomes of CEN42 or CIAT652
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were performed using the Dds2 program [48], which
produces ungapped alignments of fragments having
similarities greater than 80%. Each duplicated paired
alignment (i.e., segments for which paralogous existed in
the reference genome) was filtered using the reciprocal
best hits option of the Fil program [48] under the fol-
lowing parameter set: coverage > 60% with respect to a
reference gene and a percentage differential score cutoff
< 10%. When two alignments had the same coverage,
we selected the alignment with the higher score. Once
the results were filtered, we created a gapped alignment
using the Gap22 program [48] on segments for which
the identity was greater than 85%. Both sequences were
extracted using an ad hoc Perl script (homemade)
formed for each paired alignment. To avoid frameshifts,
we realigned each pair using cross-match [49] with the
following parameters: discrep_lists masklevel, 0; tags
gap_init, 3; gap_ext, 2; ins_gap_ext, 2; del_gap_ext, 2;
minmatch, 14; maxmatch, 14; max_group_size, 20; min-
score, 30; bandwidth, 14; and indexwordsize, 10. Finally,
for each alignment, we determined the probability that a
site was polymorphic using the Polybayes program [50],
with the probability set at greater than 0.99 and a mini-
mum Phred of Q45 [51,52].

Assessment of methodological accuracy at low coverage
To determine if differences in coverage among the stu-
died strains affected the reliability of the variability esti-
mations, we took readings representing ~1x sequence
coverages of seven E. coli genomes and complete-gen-
ome readings (about 10x) of the same genomes from
GenBank  (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/) and
assembled these readings using the Celera assembler
[53]. The above-described analysis was applied to both
the 1x and 10x coverage datasets, and the results were
compared using the Mann-Whitney and Kolmogorov-
Smirnov tests [33]. The utilized E. coli draft genomes
were: 101-1 [GenBank:NZ_AAMKO00000000], 53638
[GenBank:NZ_AAKBO00000000], B171 [GenBank:
NZ_AAJX0000000], E1100019 [GenBank:
NZ_AAJW0000000], F11 [GenBank:NZ_AAJU0000000],
HS [GenBank:NC_009800], and O157 H7 ec4024 [Gen-
Bank:NZ_ABJT0000000]. The complete genome
sequence of E. coli K12 [GenBank:NC_000913] was used
as the reference.

Determination of triplets (homologous segments)

For the comparisons between all ORFs of the reference
genomes (both CFN42 and CIAT652 were used
throughout the work) and each incomplete genome (the
contigs), we obtained the coordinates of all homologous
segments (triplets) using the Mauve program [54]. Our
analysis was standardized by aligning p42F (CFN42)
against (R. leguminosarum bv viciae 3841) pRL12 using
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the following parameters: backbone-size = 100; max-
backbone-gap = 50; weight = 90; island-size = 100.
These plasmids were chosen because they contain
shared syntenic blocks [36]. Sequence extraction, rea-
lignment of each conserved segment (backbone) and
SNP determination were all performed as described
above (see determination of SNPs section).

Determination of quartets (orthologous segments)

To detect recombination events among DNA sequences,
at least four sequences are required for the analysis [55].
Here, we first identified SNPs that distinguished each
draft genome from the two reference genomes (CFN42
and CIAT652), and then determined the fragments that
were shared between each draft genome and the ORFs
from CFN42 and CIAT652, together with all replicons
of R. leguminosarum 3841 (chosen because of its exten-
sive synteny with CFN42) [36]. Sharing was determined
using the Mauve program [54] (see determination of tri-
plets section) and the shared fragments were realigned
with the Muscle program (default parameters) [56]. To
eliminate any large gaps within the alignments (rare in
orthologous fragments), we used the Gblocks program
under its default parameters [57].

Detection of recombination

A variety of methods for detection of recombination
have been reported in the literature [58], but no one
strategy performs optimally under all evolutionary sce-
narios [59]. Therefore, a reasonable approach is to
employ multiple methods and consider recombination
events predicted by at least two methods as being the
most reliable. Here, we used this strategy and consid-
ered recombination events that were detected by at least
two of the following four programs [46]:

A) Geneconv [60]: Using this program, we ran 100,000
simulations for each quartet with the following para-
meters chosen: Dumptab; Dumpjseq; Dumpfrag; Anno-
tate; WideCol; ShowBlast; Indel _blocs;
ShowBcPwKaPvals; SortGfragsBySeq; Show_maxmean-
sims; ShowUnal; Gscale = 1; ListPair; ListBest; Bcsims;
Allouter; Numsim = 100000/sp. This allowed us to
detect possible genetic conversion events.

B) Pist [61]: With this program, we first identified the
best-fit DNA substitution model for each shared frag-
ment using the Akaike information criterion. We then
used the best model to reconstruct the phylogeny using
a maximum likelihood method (Phyml [62]) with 100
non-parametric bootstrap replicates. We next deter-
mined the invariant sites, alpha values, ts/tv ratios, base
frequencies, and constant sites using the PAML program
[63] and the GTR model. Finally, we ran Pist with the
REV model and 10,000 permutations. Pist uses
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parsimony-informative sites to detect recombination
events and is robust for highly divergent genes.

C) PhiPack [64]: We used the parameters of 10,000
permutations and a window size of 25 nt, and imple-
mented the Pairwise Homoplasy Index, Maximum X2,
and the Neighbor Similarity Score.

D) Hyphy program [65]: We used the routine GARD,
which enables automated phylogenetic detection of
recombination. We employed the GTR model and beta-
gamma rate variation.

To determine if a recombinant gene was present in
two different quartets or strains, we constructed a bin-
ary presence/absence matrix (1/0) for each gene that
was found in two or more strains. These profiles were
hierarchically clustered using the Cluster program [66].

Phylogenetic analysis

Regions shared among all strains of R. etli and R. legu-
minosarum bv viciae 3841 were identified using the
Mauve program [54], realigned by Muscle using the
default parameters [56], and filtered for long gaps with
Gblocks [57]. We then obtained the phylogeny of each
region using a maximum likelihood approach employed
by the Phyml program [62] (with 1,000 non-parametric
bootstrap replicates) and the best nucleotide substitution
model identified by the Akaike information criterion
[67,68]. We used three methods to construct the phylo-
geny from the concatenated dataset, in order to deter-
mine the species tree. The first was the RAxML
program (maximum likelihood) [69], in which we ran
the GTR nucleotide substitution model and a GAMMA
+P-Invar estimation of rate heterogeneity. This analysis
yielded a Maximum Likelihood ML estimate of the
alpha parameter and 1,000 distinct randomized Maxi-
mum Parsimony trees. The second program used was
Phyml (maximum likelihood) [62], running 1,000 non-
parametric replicates and the GTRG model. Finally, we
employed the MrBayes program (Bayesian analysis) [70]
running the Nucmodel 4by4 for DNA. The number of
rate categories for the gamma distribution was set at
four, with an allowance for a proportion of invariable
sites. Because of the high computational burden, we per-
formed two runs with four chains, for 500,000 genera-
tions in total. Trees were sampled every 500
generations, 25% of all samples were removed as reflect-
ing burn-ins, and a consensus was obtained. Moreover,
to assess differences in topology among the probable
strain trees and individual gene trees, we used the Con-
sel program [71], which calculated expected likelihood
weighting and performed the Shimodaira-Hasegawa SH
test [72]. Finally, a neighbor-net network was generated
using the concatenated sequences and the Splits tree4
program [31].
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Nucleotide diversity and ts/tv ratios

For each shared fragment (quartet), we determined the
nucleotide diversity and segregating sites using R. legu-
minosarum 3841 as an outgroup and employing the lib-
sequence library [73]. The transition/transversion ts/tv
ratios were determined for each quartet by using the
PAML program [63] and applying the best model of
nucleotide substitution obtained from each orthologous
segment (see determination of quartet).

Functional assignment

We used the COGs database [74] to undertake func-
tional annotation across the four broad categories and
sub categories to shared regions (all strains) as well as
recombinant quartets. Quartets that had not been func-
tionally assigned within the COG database were placed
in the “Poorly Characterized” category. For assignation
to a category, we used the reciprocal best hits technique
with an E-value < 1 x 107,

Additional material

Additional file 1: Strategy for Determining SNPs. The additional file
(in .pdf format) includes text and figures delineating our process for
determining SNPs (parameters, paired comparisons and SNP differences).
Also include the distribution of functional classes (COGs) of recombinant
quartets of each draft genome and your comparison against distribution
of CFN42.

Additional file 2: Table of genes presented in 240 shared regions.

The additional file (in xIs) includes the tables of genes and your features,
as name, coordinates, gi, COGs and other.
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CAPITULO IV.- METODOLOGIA

IV. 1 Disefio y valoracion de una metodologia para la determinacion de SNPs
en genomas fragmentados

Se disefiaron dos metodologias para la determinacion de SNPs, la primera
toma en cuenta un genoma de referencia y la segunda toma dos o0 mas genomas

de referencia al mismo tiempo.

IV. 1.1 Genomas utilizados

La secuencia de los genomas utilizados en este trabajo se obtuvieron del
GenBank en el siguiente orden: el genoma de R. etli CFN42: el cromosoma
[GenBank:NC_007761], y los plasmidos pCFN42a [GenBank:NC_007762],
pCFN42b [GenBank:NC_007763], pCFN4c [GenBank:NC_007764], pCFN42d
[GenBank:NC_004041], pCFN42e [GenBank:NC_007765] 'y  pCFN42f
[GenBank:NC_007766]; el genoma de R. etli CIAT652: el cromosoma
[GenBank:NC010994] y los plasmidos pCIAT652a [GenBank:NC010998],
pCIAT652b [GenBank:NC010996], y pCIAT652c [GenBank:NC010994]; vy
finalmente el genoma de R. leguminosarum 3841: el cromosoma
[GenBank:NC_008380], y los plasmidos pRL7 [GenBank:NC_008382], pRL8
[GenBank:NC_008383], pRL9 [GenBank:NC_008379], pRL10
[GenBank:NC_008381], pRL11 [GenBank:NC_008384] y pRL12
[GenBank:NC_008378]. Las lecturas y los contigs de los siguientes genomas

parciales fueron utilizados, los genomas de R. etli son los siguientes: cepa 8C-3
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[GenBank:NZ_ABRAO00000000], BRASIL5 [GenBank:NZ_ABQZ00000000],
CIAT894 [GenBank:NZ_ABRDO0000000], GR56 [GenBank:NZ_AABRDO0000000],

IE4771 [GenBank:NZ_ABRDO00000000] y KIM5 [GenBank:NZ_ABQY0000000].

IV. 1.2 Un genoma de referencia

Se basa en comparaciones pareadas entre cada uno de los genomas
incompletos (contigs) y los ORFs (marcos de lectura abiertos) del genoma de
referencia (CIAT652 o CFN42). Las comparaciones se hicieron con el programa
Dds2 [94], el cual produce alineamientos sin gaps (vacios), siempre y cuando
tenga una identidad nucleotidica mayor al 80 %. Cada alineamiento duplicado
(paralogos en el genoma de referencia) fue filtrado usando el reciprocal best hits
(relacion homdloga reciproca entre dos genes) mediante el programa Fil [94] y se
retuvieron los alineamientos que presentaron una cobertura mayor al 60% con
respecto al gen de referencia y un porcentaje diferencial de la calificacién (score)
del alineamiento menor al 10%. Cuando dos alineamientos tuvieron la misma
cobertura, seleccionamos aquellos con la calificacion mas alta. Una vez filtrados
los posibles paralogos, hicimos re-alineamientos con gaps a partir de los
segmentos que pasaron los filtros de cobertura y de calificacion (descritos arriba)
usando para esto el programa Gap22 [94]. Solamente se almacenaron los
alineamientos con una identidad mayor al 85%. Para cada alineamiento
almacenado, extrajimos las secuencias del segmento homélogo (tanto para el

genoma parcial, como para el genoma de referencia) con la mejor calificacion
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mediante un programa de Perl (hecho en casa). Con el fin de evitar cambios de
marco de lectura (frameshifts), realineamos cada par de segmentos homologos
mediante el programa Cross-match [95], usando los siguientes parametros:
discrep_lists masklevel, 0; tags gap_init, 3; gap_ext, 2; ins_gap_ext, 2;
del_gap_ext, 2; minmatch, 14; maxmatch, 14; max_group_size, 20; minscore, 30;
bandwidth, 14; and indexwordsize, 10. Finalmente, para cada alineamiento
(resultado del Cross-match), determinamos la probabilidad de que un sitio sea
polimdrfico usando el programa Polybayes [96], tomando siempre las mutaciones

con una probabilidad mayor a 0.99 y un valor minimo de Phred de Q45 [97, 98].

IV.1.3 Dos 0 mas genomas de referencia (tercias)

Para las comparaciones entre tres genomas, dos genomas completos
(CIAT652 y CFN42) y un genoma parcial (contigs), obtuvimos los backbone
(segmentos ortdlogos sin gaps) mediante el programa Mauve [99]. Con el fin de
encontrar los mejores parametros para nuestra muestra, estandarizamos el
programa Mauve alineando el plasmido p42F de R. etli CFN42 contra el plasmido
pRL12 de R. leguminosarum bv viciae 3841, usando los siguientes parametros:
backbone-size = 100; max-backbone-gap = 50; weight = 90; island-size = 100.
Estos plasmidos se eligieron por qué comparten varios bloques sinténicos [100].
La extraccion y el realineamiento de cada segmento conservado (backbone), asi
como la determinacidon de SNPs (tomando las variaciones de cada genoma

parcial), se realiz6 como esta descrito en la seccién de un genoma de referencia.
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IV. 2 Valoracién de la metodologia a bajas coberturas

Para determinar si las coberturas 1X afectan la exactitud en la
determinacion de la variacion nucleotidica, utilizamos siete genomas de E. coli,
con coberturas aproximadas de 10X (casi terminados), obtenidos del GenBank

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/). Para cada genoma, simulamos un nuevo genoma

con una cobertura aproximada de 1X, en otras palabras, tomamos de forma
aleatoria un numero de lecturas (en promedio 12,000) que se ensamblaron con el
ensamblador Celera [101]. De esta forma, se obtuvieron dos bases de datos con
genomas a diferentes coberturas: 1X y 10X. Para cada grupo de genomas se
aplicéd la metodologia descrita previamente y tomando siempre como genoma de
referencia a E. coli K12. Los resultados de ambas determinaciones se compararon
mediante las pruebas estadisticas: The Mann-Whitney y Kolmogorov-Smirnov
[102]. Los genomas utilizados de E. coli fueron: 101-1
[GenBank:NZ_AAMKO00000000], 53638 [GenBank:NZ_AAKB00000000], B171
[GenBank:NZ_AAJX0000000], E1100019 [GenBank:NZ_AAJWO0000000], F11
[GenBank:NZ_AAJUO0000000], HS [GenBank:NC_009800], and 0157 H7 ec4024
[GenBank:NZ_ABJT0000000] y finalmente el genoma completo de E. coli K12

[GenBank:NC _000913].


ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/�
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IV. 3 Implementacion de una metodologia para la deteccién de
Recombinacién homodloga en genomas fragmentados

La implementacion consta de dos partes: la construccion de grupos de
cuartetos (numero minimo de cepas o0 genomas para identificar eventos de
recombinacién) y la aplicacion de multiples métodos independientes para la

deteccion de la recombinacién dentro de cada grupo de cuartetos.

IV.3.1 Construccién de Cuartetos

Para llevar a cabo el analisis de deteccién de eventos de recombinacion
entre secuencias de DNA, se necesita al menos cuatro secuencias [103]. Por lo
tanto, construimos cuartetos a partir de los genomas completos de: R. etli CFN42,
CIAT652 y R. leguminosarum bv viciae 3481 y un genoma parcial. Se eligio el
genoma de R. leguminosarum por que este comparte una extensiva sintenia tanto
a nivel cromosoma, como en plasmidos [100]. Por cada genoma parcial obtuvimos
un grupo de cuartetos, es decir, un grupo para el genoma de BRASILS5, otro grupo
para CIAT894, etc. Antes de realizar el analisis, determinamos vy filtramos los
SNPs de buena calidad mediante la metodologia descrita en la seccién de “Dos o
mas genomas de referencia”, esta propuesta dié como resultado segmentos
ortologos (tercias) integradas por los genomas completos de R. etli CFN42,
CIAT652 y cada genoma parcial, de esta manera, tenemos un grupo de tercias por
cada genoma parcial. Los cuartetos se obtuvieron al alinear cada grupo de tercias
contra el genoma de R. leguminosarum, usando el programa Mauve [99] y cada

cuarteto determinado se realineo con el programa Muscle [104]. Finalmente con el
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fin de eliminar los gaps largos dentro de cada alineamiento (raros en fragmentos

ortdlogos), usamos el programa Gblocks [105] con los parametros default.

IV. 3.2 Métodos independientes para la deteccién de recombinacion

Se han reportado un gran variedad de métodos para la deteccién de
Recombinacion [106], pero la utilizacién de una sola estrategia no es suficiente
para una identificacion 6ptima ante todos los posibles escenarios evolutivos [107].
Por lo tanto, utilizamos cuatro diferentes métodos con sus subsecuentes pruebas
estadisticas para la identificacion de los eventos de recombinacion dentro de cada
cuarteto (descrito en la seccion previa) y consideramos solamente los eventos de
predichos por al menos dos métodos independientes. Los métodos utilizados

fueron los siguientes:

a) Geneconv [108].- Este método nos permite identificar los posibles eventos
de conversion génica y corrimos 100,000 simulaciones para cada cuarteto
con los siguientes parametros: Dumptab; Dumpjseq; Dumpfrag; Annotate;
WideCol; ShowBlast; Indel_blocs; ShowBcPwKaPvals; SortGfragsBySeq;
Show_maxmeansims; ShowUnal; Gscale = 1; ListPair; ListBest; Bcsims;

Allouter; Numsim = 100000/sp.

b) Pist [109]: Esta metodologia usa los sitios parsimoniosamente informativos
para detectar recombinacién. La metodologia es robusta ante genes
altamente divergentes. Antes de correr este programa, identificamos el

mejor modelo de sustitucion nucleotidico para cada cuarteto usando para
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esto el criterio de “Akaike information”, el cual nos indica como se ajusta
cada modelo evolutivo a una determinada secuencia. Una vez identificado
el mejor modelo de sustitucidn nucleotidica, hicimos la reconstruccion
filogenética usando el método de maxima verosimilitud incluido en el
programa Phyml [110] utilizando 100 replicas con bootstrap no paramétrico.
Ademas determinamos el numero de sitios invariantes, valores de alpha,
tasas de ts/tv (transiciones/trasversiones), frecuencias de las bases (cuatro
nucledtidos) y sitios constantes tomando como base el modelo GTR
(modelo general de sustitucidon nucleotidica). Estos parametros se
determinaron usando el programa Paml [111]. Finalmente, corrimos Pist

con el modelo REV y 10,000 permutaciones.

PhiPack [112]: Este metodologia esta implementada en el programa
Splitstree 4 [113] y lo corrimos usando 10,000 permutaciones y un tamano
de palabra de 25 nucledtidos. Esta propuesta esta basada en los siguientes
métodos: Pairwise Homoplasy Index, Maximun X2 y Neighboor Similarity

Score.

Hyphy [114]: Utilizamos la rutina GARD, la cual esta disefiada para
deteccion de recombinacion mediante la identificando de las incongruencias
filogenéticas dentro de un grupo de secuencias. Empleamos el modelo GTR

y el parametro de tasa beta-gama para correr el programa.
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Una vez identificados los cuartetos que presentaron posibles eventos de
recombinacién y dado que cada cuarteto pertenece a un grupo de segmentos
obtenidos a partir de cada genoma incompleto, hicimos comparaciones pareadas
de cada grupo de cuartetos recombinantes para identificar los cuartetos
compartidos entre dos o0 mas cepas. Esta comparacion se llevé a cabo mediante la
construccion de una matriz binaria de presencia/ausencia (1/0), con el fin de
obtener perfiles de presencia/ausencia para cada cuarteto. Finalmente, los perfiles

se agruparon jerarquicamente usando el programa Cluster [115].

IV.4 Analisis Filogenéticos

Para llevar a cabo la inferencia filogenética, primero obtuvimos las regiones
compartidas entre los ocho genomas de R. etli, tanto de los genomas completos
como de los incompletos, esto se realiz6 con el programa Mauve [99]. Los
parametros utilizados fueron: backbone-size = 100; max-backbone-gap = 50;
weight = 90; island-size = 100. El resultado del alineamiento es una lista con las
coordenadas de cada backbone (segmento ortélogo) por genoma. Por lo tanto,
tuvimos que extraer la secuencia de cada segmento ortélogo mediante un script
de Perl (hecho en casa). Posteriormente, cada segmento ortélogo se realined con
el programa Muscle [104] con parametros default y finalmente los gaps largos
dentro de cada segmento se filtraron con el programa Gblocks [105] con

parametros default.
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Para cada segmento ortélogo, obtuvimos la filogenia usando el método de
maxima verosimilitud empleando el programa Phyml [110]. La filogenia se soporté
con 1,000 replicas con boostrap no paramétrico y el mejor modelo de sustitucion
nucleotidica se identific6 para cada segmento ortélogo mediante el criterio de
informacion Akaike [116, 117], a través del programa modeltest [118] con
parametros default. Finalmente el arbol consenso de los arboles individuales se

obtuvo con el programa Consense implementado en la suite Phylip [119].

Con el fin de determinar el posible arbol de la muestra (especie),
concatenamos todos los segmentos ortélogos (descritos arriba) y empleamos tres
programas para inferir la filogenia: El primero fue RAXML (maxima verosimilitud)
[120] y se corrié con el modelo de sustitucion nucleotidica GTR vy la estimacion de
los parametros: tasa de heterogeneidad GAMMA+P-invar y alpha. Ademas,
hicimos 1,000 distintos de arboles aleatorios bajo el método de maxima
parsimonia. El segundo programa que usamos fue Phyml (maxima verosimilitud)
[110] y se corrié con los siguientes parametros: 1,000 replicas no paramétricas y
usamos el modelo GTR. Finalmente, empleamos el programa MrBayes (analisis
bayesiano) [121], utilizando el modelo Nucmodel 4by4 DNA. El numero de
categorias para la distribucion gamma fue de cuatro con una asignacion para los
sitios invariables. Debido al costo computacional, hicimos dos corridas con cuatro
cadenas y 500,000 generaciones en total. Los arboles se muestrearon cada 500
generaciones y el 25 % de toda muestra se removié como reflejo del trabajo de la

cadena caliente y finalmente se obtuvo un consenso.
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Cada arbol individual, de cada segmento ortélogo, se compard con el mejor
arbol de la muestra (descrito arriba), de esta manera valoramos las diferentes
topologias entre los arboles individuales y los posibles arboles de la especie. Lo
anterior se hizo con el programa Consel [122], el cual calcula el expected
likelihood weighting (pesaje de la probabilidad esperada) e implementa la prueba
Shimodaira-Hasegawa [123]. Finalmente, generamos una red de tipo neighbor-net
con la secuencia concatenada (todos los segmentos ortélogos) y el programa

Splits Tree4 [113].

IV. 5 Diversidad nucleotidica y asignacion funcional

Partiendo de los grupos de cuartetos construidos (descrito en Construccion
de Cuartetos), determinamos la diversidad nucleotidica y los sitios segregantes
para cada cuarteto usando a R. leguminosarum 3841 como grupo externo. Este
analisis se llevo a cabo utilizando la libreria libsequence [124]. Por otra parte, las
tasas de transicion/transversion se determinaron empleando el programa Paml
[111], con la previa identificacion del mejor modelos de sustitucion nucleotidica

para cada segmento ortélogo (descrito en construccion de cuartetos).

Para determinar la clase funcional de cada grupo de cuartetos, utilizamos la
base de datos de los COGs [125]. La asignacion se hizo a las cuatro principales
categorias y subcategorizas por para cada grupo de cuartetos. Los cuartetos que

no tuvieron una asignacion dentro de los COGs, se colocaron en la categoria
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principal de Poorly Characterized. Este analisis se hizo mediante la técnica de

BBH (reciprocal best hits), usando un E-value de 1x10™.

IV. 6 Identificacion de operones

La obtencion de los operones se realizé para los genomas CFN42, CIAT652
y R. leguminosarum bv viciae 3841, usando el programa UberPredictor [126]. Sin
embargo, antes de correr el programa utilizamos la base de datos Operondb [127],
con el fin de obtener los directones (conjunto de genes consecutivos sobre una
cadena de DNA la cual no es interrumpida por genes RNA o genes que estén en
la cadena opuesta) del conjunto de genomas completos: CFN42, CIAT652, R.
leguminosarum trifolli WSM2304 (NC_011369), R. leguminosarum bv viciae 3841y
S. meliloti 1021 (NC_003078). Estos genomas se eligieron por su cercania
filogenética. Otro requisito para el programa UberPredictor, son los genes
ortdlogos que se obtienen mediante la técnica del reciprocal best hits, los cuales
se determinan mediante comparaciones pareadas todos vs todos de los
proteomas de los genomas descritos previamente, usando para esto el programa
Blastp [128], con los siguientes parametros: e-value 1x10-7, -m9, -S Ty —-Sm F.

Finalmente, los ortdlogos se determinaron mediante el programa MCL [129].
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CAPITULO V.- RESULTADOS

V. 1l Implementacién y valoracion de la metodologia para la determinacion de
SNPs en genomas completos e incompletos

En esta seccién disefiamos e implementamos una metodologia para el
manejo de genomas parciales y valoramos su exactitud en la determinacién de
SNPs. Esta propuesta se aplicd primero a una base de datos de genomas de E.

coli y finalmente se aplicé a los ocho genomas de R. etli.

V.1.1 Disefio

La exactitud en la identificacion de SNPs, esta determinada por la calidad
de la secuenciacion de DNA, es decir, de los valores de calidad producidos por el
secuenciador (Secuenciacion Capilar), dichos valores se denotan como Qphred.
Un Q20 significa un error en cada 100 pares de bases, Q30 un error en cada
1,000 pares de bases y asi sucesivamente. El valor estandar que generalmente se
utiliza es de Q20 y las mutaciones con valores de calidad menores a éste, son
consideradas mas bien como errores potenciales de secuenciacién. Debido a este
problema, usamos parametros estrictos (ver Metodologia) para identificar SNPs de
alta calidad en un conjunto de ocho genomas de R. etli, dos genomas completos:
CFN42 y CIAT652, aislados de México y de Costa Rica respectivamente y seis
genomas parciales de cepas provenientes de diferentes lugares del mundo:
BRASIL5 (Brasil), CIAT894 (Colombia), GR56 (Espana), IE4771 (México), KIM5

(USA) y 8C-3 (Espafa) [130]. Los genomas parciales tienen una profundidad
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aproximada a 1X y la secuencia de cada uno de los genomas (Lecturas) se

obtuvieron del sitio de descarga del NCBI (National Center for Biotechnology

Information) http://www.ncbi.nim.nih.gov/Ftp/. Descargamos aproximadamente un
promedio de 13,000 lecturas Sanger, con una media en longitud de 1,000

nucleotidos por cada genoma incompleto.

Las lecturas de cada genoma incompleto se alinearon contra cada genoma
de referencia (tanto con CFN42, como con CIAT652), con el fin de evaluar los
valores de calidad de la secuencia. Dichos alineamientos se hicieron con el
programa Cross-match [131] y la evaluacion de los SNPs se realizaron con el
programa Polybayes [132], el cual determina la probabilidad de que un sitio sea
polimorfico, basandose en la calidad Phred (Q) de la lectura. En todas las
comparaciones pareadas la mayoria de SNPs (mayor a 10,000 mutaciones)
tuvieron una probabilidad superior a 0.975 y ademas aproximadamente 90%
(100,000 SNPs) de éstos tienen valores de calidad mayor a Q45. Aunque los
valores de Q20 y una probabilidad de sitio polimérfico mayor a 0.90 son los que
generalmente se utilizan para la identificacion de SNPs [133]. Identificamos un
promedio de 27,000 falsos positivos por genoma y muchos de estos falsos
positivos tuvieron valores de calidad de Q20. Para evitar la posible inclusién de
errores de secuencia utilizamos un valor de probabilidad mayor a 0.99 y valores
por encima de Q45. Estos parametros coinciden con otro estudio donde evaluaron

los posibles errores de secuenciacion [134].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Ftp/�
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Las lecturas se ensamblaron con el programa Phrap [131], dando como
resultados contigs (consensos). Debido a que cada posicion dentro de un contig
esta soportada por mas de una lectura, los valores de calidad aumentan en
funcion del numero de lecturas que soporten dicha posicion, en otras palabras, a
mayores lecturas mayor confiabilidad en la secuenciacion del nucleétido. De esta
manera, al trabajar con contigs y no lecturas aumentamos la confiabilidad en la

determinacion de SNPs.

Otro problema adicional y por lo tanto implementado en la metodologia, es
la estructura gendmica de R. etli. Estos genomas tienen una alta proporcién de
redundancia metabdlica y por ende muchas familias de paralogos,
aproximadamente el 30 % del genoma tiene duplicaciones [91, 130]. El impacto de
esta redundancia radica en la sobreestimacion de SNPs en regiones alineadas
incorrectamente. Para evitar esto, se realizé una identificacion conservadora de
los segmentos ortdlogos dentro de los genes (de los genomas de referencia).
Partiendo de los alineamientos pareados entre los contigs de cada genoma
incompleto y los ORFs (marcos de lectura abierta) de cada genoma completo, ya
sea CFN42 o CIAT652, identificamos los segmentos ortélogos (ver Metodologia).
Dichos alineamientos fueron en primera instancia sin gaps y se retuvieron
solamente los alineamientos con una cobertura mayor al 60% del gen de
referencia y una identidad mayor al 80%. Los alineamientos que pasaron los filtros
descritos arriba se realinearon permitiendo la inclusion de gaps, siempre y cuando

el valor de identidad sea mayor al 85%. De esta manera se identificaron varios
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segmentos ortélogos por cada genoma incompleto, cubriendo aproximadamente el
40% del total de genes del genoma de referencia. En lo que respecta a secuencia,
la cantidad total colectada por esta metodologia fue de 2 a 2.5 Mb por genoma

incompleto.

Se hizo una modificacion a la metodologia cuando se toman dos genomas
de referencia al mismo tiempo, para este caso los segmentos ortélogos se
obtuvieron a través del programa Mauve [99] previamente estandarizado (ver
Metodologia). De esta manera podemos excluir los SNPs endémicos de cada
genoma completo y por lo tanto, identificar los SNPs de cada genoma incompleto.
Por ejemplo, para una posicién dada dentro de un alineamiento (una tercia):
CFN42 presenta una “T”, CIAT652 presenta una “A” y finalmente para el genoma
incompleto (en este caso BRASILS) presenta una “A”. Por lo tanto, el SNPs
pertenece a CFN42. De esta forma, si sélo comparamos contra el genoma de
CFN42, estariamos sobreestimando la variacidon nucleotidica, ya que esta
depende de la cercania filogenética del genoma de referencia con respecto al
genoma incompleto. Este artefacto se minimiza cuando utilizamos ambos

genomas de referencia al mismo tiempo.

V.1.2 Valoracién

Debido a que parte de nuestra muestra (genomas) esta secuenciada a una
cobertura 1X (aproximadamente el 60% del genoma), implementamos una

metodologia para una confiable determinacion de SNPs. Sin embargo, antes de
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utilizarla en nuestros datos, valoramos primero su efectividad en genomas de E.
coli (ver Metodologia). Estos genomas estan secuenciados con la tecnologia
Sanger (Secuenciacion Capilar), con una profundidad aproximada de 10X y se
obtuvieron de la base de datos (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria/) del Gen
Bank. Para cada genoma simulamos una cobertura 1X, esto se realizé en dos
pasos: a) tomando lecturas al azar (en promedio 12,000) y b) re-ensamblando
cada grupo de lecturas. Los contigs obtenidos se agruparon en dos conjuntos de
datos, genomas con coberturas de 10X y de 1X. A cada conjunto de datos
(contigs) aplicamos nuestra metodologia y determinamos los SNPs. En promedio,
el rango de variacion nucleotidica obtenido va de 1% a 2%, tanto para los
genomas 10X, como para los 1X. El porcentaje se defini6 por. numero de
SNPs/longitud de alineamiento. Al comparar ambos conjuntos, no se encontrd
diferencia significativa de acuerdo a las pruebas Mann-Whitney y Kolmogorov-
Smirnov (p-value menor a 0.05). Este resultado nos indica, que la variacién
nucleotidica encontrada a partir de genomas 1X, es representativa de la variacién

total y puede utilizarse para hacer inferencias a nivel de genoma.

V. 2 Caracterizacion de SNPs en genomas de R. etli

En esta parte, identificamos las mutaciones puntuales (SNPs) de los
genomas de referencia de CFN42 y CIAT652, ya sea al mismo tiempo o por
separados usando nuestra propuesta. Analizamos las diferencias obtenidas de la

variacion nucleotidica y propusimos una medida de variacion promedio.
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Finalmente, la variacion identificada fue mayor al tomar los dos genomas de
referencia al mismo tiempo y se cubrié mas del 50% del contenido de genes en

ambos genomas.
V. 2.1 Determinacién de SNPs en base a un genoma de referencia

Cuantificamos los SNPs en R. etli, computando las diferencias entre los
alineamientos pareados de los genomas parciales versus el genoma completo de
CFN42 o CIAT652. En general, la mayor cantidad de SNPs se encontréo cuando
comparamos contra el genoma de CFN42. Sin embargo, nosotros observamos
diferencias significativas en los genomas de BRASIL5 y 8C-3. El primero presento
una mediana de 5% en la distribucion de SNPs con CFN42 y 2% cuando se alined
contra CIAT652, esto indica que el genoma de BRASIL5 estd estrechamente
relacionado al de CIAT652 que al de CFN42. En lo que respecta a la varianza en
las distribuciones de SNPs, las comparaciones con CFN42 tuvieron la mayor
amplitud. Esto nos puede sugerir que no existe homogeneidad (poca varianza)
dentro de las mutaciones. En lo que respecta al genoma de 8C-3, el
comportamiento de las varianzas fue similar al de BRASIL5. Las cepas restantes
mostraron niveles similares de variacion cuando se alinearon a los genomas
completos CFN42 y CIAT652, en promedio 6% y 4% respectivamente, siendo esta
ultima comparacion la que presentd el menor nivel de varianza. Por otra parte, las
comparaciones entre los genomas completos CFN42 versus CIAT652, tuvieron
una mediana de 9% en la distribucion de SNPs, este valor es alto en comparacion

a los obtenidos con los genomas incompletos, sin embargo, es menor al obtenido
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(aproximadamente una mediana de 11%) entre la comparacién de CFN42 y R.
leguminosarum viciae 3841. Esta ultima comparacion fue la que presento la mayor

variabilidad entre los genomas de R. etli versus R. leguminosarum bv viciae 3841.

V. 2. 2 Variacion nucleotidica promedio

Un objetivo particular importante en este trabajo, fue la obtencién de una
medida de variacién nucleotidica unica que represente la variabilidad en los ocho
genomas de R. etli. Con este fin, nosotros proponemos la variacion nucleotidica
promedio (VNP), la cual se obtiene promediando las medianas de las
distribuciones de SNPs, es decir, numero de SNPs/longitud del alineamiento de
cada genoma incompleto con respecto a CFN42 o CIAT652. Un componente
importante de la VNP a determinar, son los intervalos de confianza, los cuales se
generaron y se ajustaron por la distribucion de las medianas del tamafio de los
genes, ya que no es lo mismo 10 SNP en un gen de 2,000 pares de bases a un
gen de 500 pares de bases. La prueba estadistica de proporciones se llevé a cabo
con el programa PASW Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, IL). Esta prueba
compara las proporciones observadas de un evento (en este caso, SNPs) in k
muestras (cepas), usando una chi-cuadrada para ver las diferencias significantes
entre las proporciones y un subsecuente analisis ajusta los intervalos de confianza
para cada muestra. Esta medida puede representar la variacidén a nivel de especie.
La VNP que se obtuvo utilizando los genomas de referencia de CFN42 y CIAT652
fue de 4% y 6%, respectivamente, aunque la mayoria de SNPs se obtuvieron en

las comparaciones con la CFN42. Todos los genomas incompletos son
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similarmente divergentes con un intervalo de confianza del 95% con respecto a las
medianas. Estas observaciones indican que CFN42 es igualmente divergente con
respecto a las demas cepas. En contraste, las comparaciones con CIAT652
mostraron que las cepas BRASIL5 y 8C-3 estan mas estrechamente relacionadas
a CIAT652 que a CFN42. Por otra parte, la cepa que presentd el mayor numero de
SNPs fue CIAT894 y como resultado de esta divergencia su mediana se localizé
fuera del intervalo de confianza superior, lo cual puede sugerir una lejania
filogenética con respecto a las demas cepas y posiblemente esté relacionada con
otra especie. Un panorama diferente se observo en las cepas BRASILS y 8C-3, las
cuales presentaron una VNP aproximada de 1% y sus promedios se localizan por
debajo del intervalo inferior, lo cual es un fuerte indicativo de que estas tres cepas
(BRASIL5, 8C-3 y CIAT652), estén dentro de un mismo cluster filogenético.
Finalmente, otro ejemplo de gran divergencia entre las comparaciones pareadas,
ya sea con el genoma de CFN42 o CIAT652, fue la cepa IE4771, sin embargo,

ésta siempre se mantuvo dentro de los intervalos de confianza.

V. 2.3 Determinacién de SNPS con dos genomas de referencias

La variacion nucleotidica promedio fluctta en razdén del genoma de
referencia, por lo tanto, determinamos la variabilidad (SNPs) tomando en cuenta
dos genomas de referencia al mismo tiempo (ver Metodologia). Mediante la
construccidén de tercias, conformadas por dos genomas completos (CFN42 y
CIAT652) y el genoma incompleto en cuestion, abarcamos mas de 3,200

fragmentos de genes, los cuales tienen un rango de tamaro de 200 a 4,600 pares
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de bases, ésto representa aproximadamente el 60% del contenido génico del
genoma de R. etli. En lo que respecta a la cobertura, abarcamos mas de
2,000,000 de pares de bases, representando aproximadamente el 50% del
genoma de CFN42. Partiendo de los grupos de segmentos ortdlogos (un grupo por
cada genoma incompleto), cuantificamos los SNPs en cada tercia (segmento
ortélogo) y determinamos los porcentajes de SNPs para cada genoma incompleto.
El menor porcentaje lo presentd la cepa GR56 aproximadamente 6.93%. Por otra
parte, las cepas CIAT894, IE4771 y KIM5 mostraron porcentajes similares que van
de 7.28% a 7.45%. Finalmente los mayores porcentajes los tuvieron las cepas
BRASIL5 y 8C-3, 8.19% y 8.64% respectivamente. Aunque estos valores son
mayores en comparacion a los obtenidos con un genoma de referencia, presentan
una mayor homogeneidad y ademas no rebasan la mayor variacion encontrada de
11% entre CFN42 y R. leguminosarum bv viciae 3841. La variacion nucleotidica
promedio obtenida a partir de las tercias (Figura 2), fue de 8% y en comparacion
de las VNP obtenidas de cada genoma de referencia (CFN42 o CIAT652), mostro
mayor cohesividad entre todas las cepas, siendo ademas robusta a la lejania
filogenética de alguno de los genomas de referencia. El genoma de referencia que

mostré la mayor variabilidad en todas las comparaciones fue CFN42.
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Andlisis de medias de los grupos de tercias
con un intervalo de confianza del 99%
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Figura 2. Variacion nucleotidica promedio de las tercias (asterisco).
Las lineas rojas denotan los intervalos de confianza y los puntos azules
son las medianas de las distribuciones de SNPs para cada genoma
incompleto. El eje de las Y son las proporciones de SNPs y el eje de
las X son los genomas incompletos.

V. 3 Perfiles de variacién nucleotidica, deteccion de recombinacion
homologa e inferencia filogenética de regiones compartidas entre genomas
de R. etli

Este apartado, describe la variacion que se encontré6 en las regiones
compartidas de todos los genoma de R. etli. A partir de esta variacidon, se
construyeron patrones de SNPs para cada genoma incompleto. La recombinacion
homologa se valoré dentro de los patrones y ademas la inferencia filogenética se

realizo para cada segmento ortélogo.
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V. 3. 1 Patrones de SNPs en regiones compartidas

Dado que los analisis previos, han sido el resultado de alineamientos
pareados (CFN42 o CIAT62) o de tercias (CFN42, CIAT652 versus cada genoma
incompleto), analizamos las regiones compartidas entre las ocho cepas; de esta
manera observamos como estan distribuidos los SNPs en los genomas de R. etli.
Partiendo de los segmentos ortdlogos identificados por el programa Mauve [99], el
siguiente paso, consistid en refinamientos sucesivos para cada segmento ortélogo
(ver Metodologia), lo que dio como resultado 240 segmentos comunes en todas
las cepas, con una mediana en el tamano de 275 pb y con un tamafo total de
71,630 pb, lo cual representa alrededor del 1% de la longitud del genoma. Estas
secuencias se localizaron principalmente en el cromosoma de CFN42 y CIAT652
(92% de 240 segmentos) y la proporcidon restante se localiz6 en los plasmidos
p42b, p42d, p42e y p42f pertenecientes a la CFN42. Con el fin de observar los
patrones de SNPs, concatenamos los 240 segmentos ortdlogos y entonces
inferimos la secuencia consenso y computamos el numero de diferencias
nucleotidicas a través de ventanas independientes de 250 pb. En dado caso que
el consenso este conformado por dos tipos de bases en un porcentaje igual al
50% tomamos como referencia la base contenida en el genoma de CIAT652 (ya
que este mostré mayor cohesion en las comparaciones previas). Encontramos tres
tipos de patrones: bialélicas, polialélicas y mutaciones unicas. Los patrones
bialélicos incluyen solamente una mutacion con respecto al consenso y estos

patrones fueron los mas comunes en toda la regién concatenada. Los patrones
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polialélicos son aquellos que presentaron multiples diferencias en un mismo sitio
nucleotidico con respecto al consenso, los cuales pueden ser indicativos de
hotspot de mutacién. Finalmente, las mutaciones unicas fueron aquellas que
estuvieron presentes en una sola cepa. Estos patrones en altas frecuencias
pueden ser indicativos de cepas atipicas o filogenéticamente lejanas del grupo, tal
fue el caso, del genoma de CFN42 y en menor grado el genoma de CIAT894.
Ambas cepas pueden considerarse como linajes independientes al resto del
grupo. En general, se observaron patrones compartidos entre dos o0 mas cepas, lo
cual puede ser una valoraciéon cualitativa de posibles eventos de recombinacion,
esta misma estrategia se utilizd en regiones compartidas con el plasmido
simbidtico [135]. Sin embargo, la valoracién cualitativa de dichos patrones de
SNPs compartidos no es practica, ya que al aumentar el numero de genomas,

aumenta la combinacion de patrones a lo largo de los genomas.

V. 3. 2 Deteccion de Recombinacion en regiones compartidas

Para cada uno de los 240 segmentos ortdlogos obtenidos de las ocho
cepas, identificamos los eventos de recombinacion homoéloga dentro de cada
segmento, siempre y cuando dicho evento lo avale al menos dos algoritmos
independientes para detectar recombinacion (ver Metodologia). Solamente nueve
segmentos ortdlogos presentaron eventos de recombinacion. Ocho de nueve
eventos ocurrieron en el cromosoma y el evento restante se ubico en el plasmido

p42e con referencia a CFN42. Cabe destacar, que los nueve eventos de
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recombinacién coinciden con segmentos ortélogos que tienen patrones de SNPs
compartidos por mas de dos cepas (previamente descritos), ésto reafirma que
cada evento de recombinacion tiene un soporte cualitativo y cuantitativo. Estos
eventos de recombinacion representan una baja frecuencia de recombinacién y
aunque esta propuesta esta limitada por la cantidad de segmentos entre las ocho
cepas, cubrimos aproximadamente el 3.7% (223) del contenido total de genes
(5,963) en el caso del genoma de referencia CFN42. Ademas los segmentos
ortdlogos estan distribuidos entre las cuatro principales categorias y subcategorias
de la base de datos de los COGs (ver Metodologia). Por ejemplo, metabolismo
(transporte y metabolismo de azucar, amino acidos y carbohidratos); procesos
celulares y senalizacion (biogénesis y transduccidon de sefiales); almacenaje de
informacion y procesamiento (transcripcion, replicacidon y recombinacién) vy
finalmente, proteinas pobremente caracterizadas (funcion desconocida). Por lo
tanto, los segmentos ortélogos que se obtuvieron no tuvieron algun sesgo hacia
una clase funcional, ni son genes ribosomales o genes de mantenimiento central,
los cuales son generalmente utilizados en analisis en poblaciones bacterianas

[136].

V. 3. 3 Inferencia filogenética

Uno de los efectos de la recombinacion, filogenéticamente hablando, se
observa en las topologias resultantes de diferentes genes de una misma especie.
Si existe diferencia entre ellas, se dice que existe incongruencia filogenética,

dando como resultado diferentes escenarios evolutivos para cada gen. Por lo
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tanto, decidimos hacer las construcciones filogenéticas para cada una de las 187
regiones compartidas entre los ocho genomas de R. etli y el genoma de R.
leguminosarum bv viciae 3841. Este ultimo se utiliz6 cdmo grupo externo, debido a
la gran sintenia compartida con CFN42. Las construcciones filogenéticas para
cada segmento se hicieron con el método de maxima verosimilitud y con el fin de
determinar el posible arbol de la muestra, hicimos un consenso a partir de cada
una de las topologias (ver Metodologia). Otra propuesta utilizada para obtener el
posible arbol de la especie, es la concatenacion de todos los genes (segmentos
ortélogos compartidos). De hecho, nosotros utilizamos tres métodos para hacer la
inferencia filogenética del concatenado. En primer lugar, utilizamos el método de
maxima verosimilitud (maximum likelihood), seguido por el método bayesiano
(bayesian) (Figura 3A) y por ultimo, utilizamos una red de vecinos cercanos
(neighbor joining network). Tanto el arbol consenso, como los arboles obtenidos
mediante los concatenados (maxima verosimilitud, bayesiano o red de vecinos)
presentaron la misma topologia y para fines practicos utilizamos como base la
filogenia obtenida a través de red de vecinos (Figura 3C). Este arbol consistié de
seis nodos internos y mediante estos nodos observamos dos principales grupos, el
primero constd de las cepas de KIM5, IE4771 y GR56 y el otro grupo incluy6 a
BRASIL5, 8C-3 y CIAT652. Por otra parte, las ramas internas que separan estos
dos grupos con CFEN42, CIAT894 y RLEG (R. leguminosarum) son mas largas que
el resto (presentan un gran numero de sustituciones por sitio) y son

filogenéticamente equidistantes, es decir, de una longitud similar. Cabe resaltar,
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que las inconsistencias encontradas entre las topologias de cada uno de los
segmentos ortélogos (regiones compartidas entre todas las cepas) y la red de
vecinos fueron minimas (Figura 3B). Estas topologias alternativas, son resultantes
del reposicionamientos de las cepas CIAT894 y RLEG dentro de la filogenia. 30
segmentos soportan a RLEG como la cepa mas distante, mientras que 39
segmentos colocan a CIAT894 como grupo externo. Sin embargo, las
incongruencias filogenéticas encontradas podrian ser el resultado de
polimorfismos ancestrales, debido en parte, a las largas ramas terminales y a las
bajas frecuencias de recombinacién. Por lo tanto, podemos sugerir que los niveles
de recombinacién identificados son insuficientes para borrar la sefal filogenética y
solamente el 3.75% de 223 segmentos de genes comunes entre las cepas de R.

etli presentaron eventos de recombinacion.
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Figura 3. Inferencia filogenética. A) Topologia inferida a partir de 186 regiones
compartidas entre los genomas muestreados. El andlisis filogenético se realizé a través
del método bayesiano. El arbol esta sin raiz y se obtuvieron 6 biparticiones mostradas
por lineas de separacion indicadas por numeros dentro de las ramas internas.

B) Topologias incongruentes de los arboles de genes individuales contra la topologia
de la muestra. Cada arbol individual se construyd usando el método de maxima
verosimilitud. C) Analisis de redes de las 186 regiones (descritas en A). Cada
biparticion se localizd mediante nimeros en las ramas internas. En todas las
topologias la barra de escala denota el nimero esperado de substituciones
nucleotidicas por sitio.
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V. 4 Extensién en la deteccién de la recombinacién

En esta secciodn, disefiamos una propuesta para ampliar la busqueda de los
eventos de recombinacién para cada uno de los genomas incompletos. Ademas,
caracterizamos y determinamos la diversidad nucleotidica tanto para los
segmentos recombinantes como para los no recombinantes. Finalmente
localizamos cada segmento recombinante en los genomas de referencia, desde

replicones hasta nivel de operén.

V. 4.1 Construccion de cuartetos y deteccion de recombinacién

Los eventos de recombinacion detectados previamente se analizaron en
base a los segmentos de genes ortdlogos (regiones compartidas entre todos los
genomas de R. etli) principalmente distribuidos en el cromosoma y en algunas
regiones de plasmidos. Los segmentos ortdlogos representaron el 3% del
contenido génico y ademas la mayoria de clases funcionales de los COGs
estuvieron representadas. Sin embargo, para ampliar la muestra dentro de los
genomas incompletos, construimos grupos de cuartetos (segmentos de genes
alineados), tomando como fondo genético a los genomas de referencia de CFN42
y CIAT652 de R. etli y el genoma de 3841 de R. leguminosarum (Ver
Metodologia). Se obtuvieron seis grupos de cuartetos, uno por cada genoma
incompleto, por ejemplo, para el genoma de BRASIL5 en promedio se construy6
2,781 cuartetos y para el genoma de CIAT894 fueron 3,672. Los tamafios de los

cuartetos fueron de 200 a 4651 pares de bases y cubren aproximadamente el 50%
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del genoma. Para cada grupo de cuartetos, detectamos los eventos de
recombinacién dentro de cada segmento ortélogo (cuarteto), siempre y cuando el
evento de recombinacion esté avalado por dos algoritmos. Los porcentajes de
cuartetos recombinantes son heterogéneos, por ejemplo la menor proporcién fue
de 4.42% (123 de 2,781) para BRASIL5 y 3.57% (102 de 2,854) para 8C-3
respectivamente. Los genomas restantes mostraron aproximadamente el doble de
proporciones. En el caso de los cuartetos de KIM5 se encontraron 8.67% vy
10.86% para los cuartetos de GRS56. Por otra parte, cuantificamos la participacion
de cada una de las cepas en los eventos de recombinacién, ya que las
proporciones de cuartetos recombinantes no reflejan la participacion del genoma
incompleto que se utilizd para su construccién, por ejemplo, en un cuarteto
derivado de la cepa BRASILS5, se detectd un evento de recombinacion y en éste
participaron las cepas de CFN42 y CIAT652, por lo tanto, reordenamos los
eventos de recombinacién en funcidon a quienes participan (par de cepas). En
general la recombinacion fue mayor entre las cepas de R. etli, sin embargo se
detectd participacion de la cepa 3841 de R. leguminosarum. En el caso de los
cuartetos obtenidos de la cepa BRASIL5, armamos los pares de cepas siguientes:
CEN42-BRASIL5, CEN42-CIAT652, BRASIL5-CIAT652, CFN42-RLEG, BRASIL5-
RLEG y CIAT652-RLEG. Los menores porcentajes los presentaron los tres ultimos
pares, 7%, 5% y 20%, respectivamente y los pares restantes presentaron valores
mayores al 18%. Observamos patrones similares en los cinco grupos restantes

(CIAT894, IE4771, GR56, KIM5 y 8C-3). Este resultado puede deberse a que la
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recombinacién homologa depende de una alta identidad nucleotidica, es decir, a
mayor divergencia, menor recombinacion y viceversa [66]. Por lo tanto, la
recombinacion puede ser mas frecuente dentro de las poblaciones que entre ellas.
De hecho, encontramos a un mismo gen recombinante en dos 0 mas grupos de
cuartetos y en general, el numero de eventos de recombinacion comunes fue
pequefio. Las cepas que presentaron la mayoria de eventos en comun fueron
BRASIL5 y 8C-3, esto es debido al resultado de su cercania filogenética. Este
analisis se llevd a cabo mediante una matriz de presencia/ausencia entre los

cuartetos recombinantes.

V. 4. 2 Distribucién de cuartetos recombinantes en el genoma

Al igual que las regiones compartidas entre todos los genomas, los
cuartetos recombinantes se localizaron principalmente en el cromosoma y en los
replicones de p42d, p42e, p42f del genoma de referencia CFN42 (Figura 3). El
mismo sesgo cromosomal se observo, cuando tomamos como referencia al
cromosoma de CIAT652, pero a diferencia de CFN42, so6lo se encontraron dos
plasmidos (pA y pC). La distribucion de los cuartetos recombinantes fue
homogénea (a lo largo del replicdn), tanto en el cromosoma, como para los

plasmidos, ya sea tomando a CFN42 o CIAT652 como genomas de referencia.
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Figura 4. Cuartetos recombiantes localizados en el cromosoma de CFN42.
Cada linea equivale a un evento de recombinacion. El eje de las Y
son las coordenadas del cromosoma y el eje de las X
son los genomas incompletos.

Sin embargo, existe evidencia que la recombinacién puede observarse en
regiones especificas, también llamadas hostspots de recombinaciéon o en bloques
conservados de hasta 2000 pares de bases y ademas al disminuir el tamafio de

los bloques aumenta la frecuencia de recombinacion [137]. En el caso de R. etli, el
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tamafo promedio de los cuartetos recombinantes fue menor a 1,000 pares de
bases y ademas los eventos de recombinacién se disgregaron a lo largo de los
replicones. Debido a estas diferencias, decidimos valorar el alcance de la
recombinacién a nivel de operén, ya que representan unidades funcionales y se ha
seflalado que los genes que lo componen evolucionan de la misma manera o
tienden a conservarse juntos. En primer lugar, determinamos la estructura de
operon de los genomas de referencia: CFN42, CIAT652 y Leguminosarum bv
viciae 3841, usando el programa Uber-operon (ver Metodologia) [126]. La base de
datos utilizada para predecir operones incluyd a los genomas de: CFN42,
CIAT652, R. leguminosarum trifolii WSN2304, R. Leguminosarum bv viciae 3841y
S. meliloti 1012. En segundo lugar, cuantificamos el numero de genes localizados
en las estructuras de operon predichas para cada genoma de referencia. Para
realizar la cuantificacién identificamos los socios recombinantes (aquellas cepas
que participaron en un evento de recombinacion): CFEN42-CIAT652, CFN42-RLEG
y CIAT652-RLEG. Nosotros encontramos que el 40% de los genes de los
genomas de CFN42, CIAT652 y RLEG estan organizados en operones (Figura
4A). En el caso de los genomas incompletos, no es posible predecir la estructura
de operon debido por su naturaleza fragmentada, en su defecto, identificamos los
eventos de recombinacién donde haya participado dicho genoma incompleto. Una
vez identificados los genes recombinantes, los mapeamos contra los operones de
CFN42 (Figura 4B). Los genes recombinantes en los genomas completos, se

localizaron en un operén, siempre y cuando el operdn esté conservado en ambos
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genomas. Del total de los segmentos recombinantes, solo se mapearon

aproximadamente el 23%, tanto en los genomas completos como en los genomas

incompletos.
A) Porcentaje de genes
Genomas Operones Genes en operones
CFN42 505 2468 41
CIAT652 545 2541 42
RLEG 620 3101 43
B) Genomas incompletos  Pares recombinantes
100%
80% I I I I I I I I I B Cuartetos en operones
Cuartetos

60%

W 59 953 169 yg 135 4e 202 194 201

Cuartetos recombinantes

20%
0%
LR B S 7 AN N0 AN
BEEREERE
g ¢ 0 U b BY g
0 0 0

Figura 5. Determinacion y cuantificacion de operones. A) Identificacion de
operones en los genomas de referencia. B) Mapeo de cuartetos recombinantes.

El eje de las Y denota los porcentajes de cuartetos recombinantes y el Eje de las X
se divide en dos partes, genomas incompletos y pares recombinantes (solamente
para genomas completos). Los cuartetos que No estan en operones son denotados
por las barras de color gris claro, en contraparte, las barras de color gris obscuro son
los cuartetos que estan incluidos dentro de un operdn. Los numeros dentro de las barras
son la frecuencia de los cuartetos recombinantes.
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Las proporciones de genes recombinantes dentro de operones fueron
menores a lo esperado en los genomas de referencia. Cabe destacar, que los
genomas de IE4771 y 8C-3 presentaron un pequefo incremento en la proporcion
promedio de operones mapeados. Este resultado podria sugerir que la estructura
de operdn es menos propensa a presentar eventos de recombinacion, debido tal
vez a una restriccién funcional, por ejemplo, genes del mantenimiento central o

adaptativos.

V. 4. 3 Clases funcionales en cuartetos recombinantes

Al examinar las clases funcionales (COGs) en las regiones compartidas
entre todas las cepas de R. etli, encontramos que su distribucidon fue heterogénea
(representadas en todas las clases funcionales). De igual manera, hicimos la
valoracion de las clases funcionales para los grupos de cuartetos recombinantes.
Sin embargo, debido al disefio de la construccion de los cuartetos, utilizamos las
clases funcionales presentes en el genoma de CFN42 para determinar si existe
diferencia significativa contra los genes recombinantes. Aunque todas las clases
funcionales estuvieron representadas en los genomas incompletos, encontramos
sesgos en las categorias de: transporte de amino acidos y metabolismo,
transporte de carbohidratos y metabolismo, produccion de energia y conversion,
transporte de lipidos y metabolismo, prediccion de funcion general y finalmente
funcién desconocida. En contraparte, las categorias subrepresentadas fueron:
transcripcion y transduccidn de sefiales. A pesar de que las diferencias se

evaluaron mediante las pruebas estadisticas de Ji-cuadrada y Rangos [102], la
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naturaleza fragmentada de los genomas incompletos no permite concluir que la
recombinacién actua preferentemente en algunas clases funcionales, pero cabe
destacar el sesgo aparente a las categorias de metabolismo a pesar de la

muestra.

V. 4. 4 Diversidad Nucleotidica en cuartetos

Los analisis descritos arriba pueden sugerir que la recombinacién no juega
un rol importante en el manejo de la diversidad gendmica en R. etli, sin embargo
esta puede tener un efecto relativo limitado, ya que a bajas frecuencias, la
recombinacion puede tener un caracter diversificador [138]. Por lo tanto, para
examinar este punto, estimamos el promedio de la diversidad nucleotidica por sitio
(1) para cada grupo de cuartetos, tanto para los segmentos recombinantes, cdmo
para los no recombinantes. En general, los segmentos recombinantes mostraron
valores mayores de 1 en un rango de 0.09 a 0.115. Estas diferencias fueron
significativas solamente para las cepas CIAT894, GR56, IE4771 y KIM5, de
acuerdo a la prueba estadistica t-student’s, con un p < 0.001, pero los datos de
diversidad obtenidos de las 240 regiones concatenadas, entre ellas recombinantes
y no recombinantes de los ocho genoma de R. etli fue menor que los cuartetos (en
promedio 0.06). Ademas las regiones compartidas no presentaron diferencias
significativas entre los segmentos recombinantes y los no recombinantes, pero
cabe destacar que los promedios de diversidad fueron mayores en los segmentos
recombinantes que en los no recombinantes. Aunado a esto, calculamos las

proporciones de transiciones/transversiones (ts/tv), y dado que la probabilidad de
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transiciones es mayor a las de transversiones [139], las altas proporciones de ts/tv
pueden sugerir la presencia de seleccién purificadora, resultado de transiciones en
la tercera posicion de un coddén, que generalmente son mutaciones sinénimas

[140].

V. 4.5 Presién selectiva en cuartetos recombinantes

La mayoria de los cuartetos recombinantes incluyeron genes con funciones
metabdlicas, sin embargo, sélo el 23% se encuentran dentro de operones.
Ademas el tamafo promedio de los segmentos recombinantes fue menor a 1,000
pares de bases. La dispersion de los eventos recombinantes en todo el genoma 'y
la exclusion de los operones, podria sugerir una fuerte seleccién en todo el
genoma. Una comparacién previa tomando los genomas de CFN42 y R.
leguminosarum bv viciae 3841 mostré una fuerte seleccién purificadora [100], pero
el incremento de la diversidad nucleotidica en los cuartetos recombinantes, podria
sugerir variaciones en el tipo de seleccion. Por lo tanto, determinamos las tasas de
sustitucion sindénima (dS) y no sinénima (dN), tanto para los cuartetos
recombinantes como para los no recombinantes de cada genoma incompleto. En
este analisis, exploramos si el incremento de la diversidad nucleotidica se
acompafa de un incremento en las tasas dN, ya que esta relacion podria sugerir
una seleccion adaptativa. Alternativamente, un incremento en las tasas dN y dS
podria indicar un incremento de la deriva génica. Otro posible escenario, es la
disminucion de las tasas dN y dS lo que pudiera indicar una seleccion relajada

[141]. En la figura 5, se observa un sobrelape de los segmentos recombinantes
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(esferas rojas) y los no recombinantes (esferas azules), dando como resultado un
agrupamiento compacto de ambas tasas (dN y dS). Este sobrelape sugiere que
todos los cuartetos estan sujetos al mismo tipo de seleccion, con un fuerte sesgo
hacia dS. Sin embargo, en base a los valores de dS, se obtuvieron dos grupos:
aquellos con un rango mayor de 0.54 a 0.56 (GR56, KIM5 y IE4771) y aquellos
con un rango menor a 0.47 a 0.50 (CIAT894, 8C-3 y BRASIL5). Cabe destacar
que la compactacion forma un agrupamiento principal, identificado en la Figura 5
mediante un circulo con lineas cortadas, los cuartetos que se extienden o se
alejan del agrupamiento principal (centro de sobrelape), pueden sugerir
variaciones en el tipo de seleccion principal delimitado por los promedios de
ambas tasas (dS y dN). La direccidén de las desviaciones implica incrementos o
disminuciones en las tasas dN y dS, dando como resultado un tipo de seleccion
local, el cual existe a pesar del dominio de la seleccion purificadora. Por ejemplo,
la cepa BRASILS tiene un centro de sobrelape en las coordenadas X (0.48-0.53) y
coordenadas Y (0.0347-0.042) y observamos claramente dos grupos de genes, el
primero tiene un incremento en la tasa dN y un decremento en la tasa dS, lo cual
refleja un evento de seleccion adaptativa y el segundo presenté solamente
incremento en la tasa dS. En algunos casos, las desviaciones tienden ir
acompafnadas por disminuciones en los valores de diversidad nucleotidica (en la
Figura 5, se puede ver como una disminucién en el area de la esferas), esto refleja

la presencia de seleccion purificadora. Ejemplo de ésto, lo presentd la cepa
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CIAT894, donde un grupo de genes se separdé del agrupamiento principal,

mostrando un incremento en la tasa dS y una caida en la diversidad nucleotidica.
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Figura 6. Seleccion y diversidad nucleotidica. Las tasas de sustitucion no sindnima (dN, eje de las Y)
y sinénima (dS, eje de las X) fueron determinadas para cada grupo de cuartetos recombinantes,
obtenidos de los alineamientos entre cada genoma incompleto y de los genomas de CFN42, CIAT652 y
R. lequminosarum bv viciae 3841 (Ver Metodologia). Tanto para cuartetos recombinantes
(esferas rojas) como no recombinantes (esferas gris) determinamos la diversidad nucleotidica Pi,
denotada por el tamafio de las esferas. Los promedios de ambos tipos de tasas (dS y dN)
se muestran en la parte inferior derecha de cada grafica.
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CAPITULO VI.- DISCUSION

VI. 1 Valoracién de la metodologia

En el presente trabajo, usamos una propuesta gendémica para detectar los
SNPs y medir su variacion, ademas valoramos la contribucién de la recombinacién
en la diversificacion gendmica en los genomas de R. etli. Nuestros resultados
demostraron, que las muestras de secuencias gendmicas a bajas coberturas
(aproximadamente de 1X del genoma) pueden usarse para medir la variacion a
nivel de genoma completo en esta especie. En R. etli, encontramos en los
genomas incompletos una gran cantidad de variacion nucleotidica (mas de
161,998 SNPs), tomando como referencias los genomas de referencias CFN42 y
CIAT652. Con el fin de valorar la confiabilidad de nuestro método para identificar
SNPs, cuantificamos los SNPs en genomas de E. coli a una cobertura de 1Xy
10X. En dicha cuantificacion encontramos el mismo nivel de variacion, tanto en los
genomas incompletos de E. coli como en los completos. Este resultado indica que
las estimaciones de la variabilidad que se obtuvieron en los genomas incompletos
reflejan la variabilidad total del genoma. Richter y Rossell6-Mora [142], reportaron
que pueden usarse secuencias genomicas parciales de varias especies
bacterianas para inferir valores confiables de divergencia de DNA, siempre y
cuando las secuencias parciales cubran alrededor del 20% del genoma de
referencia. Ademas, mostraron que los valores de identidad nucleotidica promedio

(por sus siglas en inglés ANI) obtenidos de esas muestras correlacionan con los
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valores de hibridacion DNA-DNA (por sus siglas en inglés DDH), e indican que las
secuencias de genomas incompletos son un recurso aceptable para medir la
variacion nucleotidica. A la fecha, el rapido desarrollo de las tecnologias de
secuenciacion masiva de DNA, ya sea 454-Roche, Illumina, o SOLID4 permite a
los investigadores el uso de secuenciacion multiplex (meter varias muestras dentro
de una linea de secuenciacién) con el fin de abarcar un mayor numero de cepas y
aunque estos experimentos dan una gran cobertura, los genomas generalmente
quedan fragmentados (multiples contigs), y con valores de calidad heterogéneos.
Por lo tanto, nuestra propuesta metodolégica también puede utilizarse para el

analisis de la variacion nucleotidica, en estos genomas incompletos.

VI. 2 Variacion nucletidica promedio

La variaciéon identificada en los genomas de R. etli fue mayor a la que se
encontré en los genomas de E. coli. Hecho que puede interpretarse que la primera
especie tiene mayores tasas de mutacion o es un linaje mas antiguo, y no a un
artefacto de secuenciacién o de cobertura. La divergencia entre las cepas de R.
etli y de R. leguminosarum bv viciae 3841 tuvo un rango del 7% al 11% (medianas
de las distribucidon de SNPs), este ultimo valor se obtuvo con el genoma de
CFN42. R. etli y R. leguminosarum son especies distintas, de acuerdo a las
comparaciones hechas con el 16S ribosomal. Sin embargo, estas cepas
comparten un genoma core comun y ademas poseen un componente accesorio
variable (plasmidos) [100, 130, 143]. Por lo tanto, un rango de variacion

nucleotidica promedio (VNP) del 7% al 11% puede ser un buen indicador de
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especiacion dentro de Rhizobium, a pesar de las diferencias de VNP (4%-6%)
entre las cepas muestreadas de R. etli. Los niveles de VNP fueron mayores en la
cepa CFN42 (la cepa tipo) [78, 144], que en la CIAT652. En el presente analisis,
encontramos que la cepa CFN42 fue la mas divergente entre las cepas
estudiadas, ya que tiene la mayor proporcion de SNPs unicos y se agrupé como
una rama independientemente divergente cuando se exploré la filogenia.
Recientemente resecuenciamos la cepa CFN42 wusando tecnologia de
secuenciacion masiva Solexa-lllumina y comparamos la secuencia obtenida contra
el genoma completo: encontramos muy pocos indeles y menos de 20 SNPs, asi
como ningun rearreglo genémico. Por lo tanto, muy pocas variaciones pueden ser
esperadas por el manejo in vitro dentro del laboratorio. En contraste, la mayoria de
las cepas analizadas fueron mas cercanas filogenéticamente a la cepa CIAT652
que a la CFEN42. Un estudio reciente indica que las cepas CIAT652 y CFN42
tienen valores bajos de identidad nucleotidica promedio: alrededor de 90.44%
[142] y sugiere que la cepa CIAT652 esta erroneamente caracterizada como R.
etli. Sin embargo, previamente mostramos que CFN42 y CIAT652 comparten
regiones altamente conservadas del plasmido simbidtico, pero tienen alta
divergencia entre el resto de sus genomas [130]. Dado que todos los aislados de
R. etli se colectaron a través de nddulos de frijol que fijan nitrégeno, esta
caracteristica pudiera ser la dominante en el criterio de clasificacion. La
divergencia descrita aqui es por lo tanto consistente con un modelo en el cual la

especie de R. etli esta compuesta por linajes genomicos divergentes que
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comparten el fenotipo simbidtico conferido por los plasmidos simbiéticos [130], el
cual es llamado como un simbiovar comun [145]. De hecho, nuestros analisis
sugieren, que en algunos casos el uso de la cepa tipo (CFN42) podria conducir a
una clasificacion taxondmica engafosa, especialmente cuando los mecanismos de
la transferencia de genes estan activos. R. etli claramente posee elementos
moviles como plasmidos conjugativos, secuencias de insercidon y bacteriéfagos
[146-148]. Por lo tanto, el flujo de genes y la recombinacion entre la cepas R. etli,
pueden ser importantes para la produccion de una diversidad genémica que se

refleja claramente en su estructura pangenomica [130].

VI. 3 Recombinacion homadloga e inferencia filogenética

En trabajos recientes concluyen que poblaciones de R. etli son
esencialmente clonales con pocos eventos de recombinacion, incluso en
poblaciones simpatricas, usando MLEE o MLST [149-152]. Por otra parte, Flores
et al. [135] mostraron que a pesar de la alta conservacién de 6 regiones del
plasmido simbibtico (cepas colectadas de distinto origen geografico) algunas
regiones compartieron perfiles idénticos de SNPs. Esta observacion se interpretd
como evidencia de recombinacion homologa. En este trabajo, obtuvimos
resultados similares para un conjunto de segmentos de DNA gendmicos comunes
entre las ocho cepas de R. etli, distribuidos principalmente en el cromosoma y en
algunos plasmidos. La cuantificacidn de los probables eventos de recombinacion y
la extrapolacidn de nuestros resultados al nivel de genoma completo sugieren que

un minimo de 260 eventos de recombinacion podrian ocurrir en el genoma de
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cada cepa. Sin embargo, las cepas CFN42 y CIAT894 fueron las mas variables en
término de SNPs y ésta ultima también mostré la mayoria de eventos
recombinantes en nuestro analisis de cuartetos (dentro de los segmentos

ortélogos).

A pesar de que existieron discrepancias dentro de algunos nodos de varios
de los arboles filogenéticos que generamos, la mayoria de arboles fueron
congruentes con el arbol consenso. Independientemente de las incongruencias
entre las cepas CIAT894 y R. leguminosarum bv viciae 3841, en todas las
topologias se mostraron relacionadas a pesar del hecho de que la cepa CIAT894
se clasifico como R. etli [150] y ademas, la cepa CIAT894 presentd la mayor
proporcion de recombinacion con R. leguminosarum, lo que sugiere un flujo de
genes entre ambas especies. Esta hipbtesis se soporta a nivel de poblacion, ya
que existe evidencia de recombinacién en el gen 16S ribosomal entre aislados de
R. etli y de R. leguminosarum en distintas localidades de México y Colombia [153].
Esta recombinacién ribosomal también se detectd en aislados de Bradyrhizobium
y la frecuencia de recombinacién entre cepas fue baja [154]. Algunas veces, esta
recombinacion puede impedir una identificacion confiable de las especies, como

es el caso de R. gallicum y de R. mongolense [155].

VI. 4 Contribucién de la recombinacion homologa

La contribucion de la recombinacién homdloga en la evolucidn bacteriana

no esta del todo clara. En algunos casos, la recombinacién puede promover la
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diversidad nucleotidica [66]. A nivel de especies, la mayoria de diversidad es
intragénica, contenida en pequenos segmentos de genes distribuidos en todo el
genoma Yy algunos de los loci que muestran microdiversidad pueden originarse por
recombinaciéon [156]. En R. etli, aunque la recombinacion estimada fue
proporcional a la diversidad nucleotidica (mayor frecuencia de recombinacién
mayor diversidad), las frecuencias de recombinacion fueron bajas (3%-10%) y
ademas el tamano promedio de los segmentos recombinantes fue de 623 pares de
bases, distribuidos de manera homogénea a través de todo el genoma. Esto
correlaciona con los sitios de microdiversidad encontrado en otras bacterias. Las
frecuencias de recombinacién que se determinaron para R. etli fueron pequenas
en comparacion a las obtenidas en los géneros Rickettsia y Streptococcus, los
cuales tuvieron un rango de 18%-37% y 28%, respectivamente [157, 158]. Aunque
estos analisis no son comparables debido a que la deteccion de la recombinacion
se realizé dentro del genoma core, nuestros datos sugieren que solamente una
fraccion menor del genoma de R. etli esta bajo recombinacion, la cual representa
solamente una pequena proporcion de los polimorfismos totales en esta especie.
Sin embargo, esta pequena porcion recombinante, presenté un sesgo aparente en
las categorias funcionales de “transporte de lipidos, aminoacidos y carbohidratos”,
asi como “metabolismo”. Este sesgo funcional podria promover adaptacién a
nuevos ambientes y en el caso de R. etli podria promover el incremento de los
fenotipos simbidticos o habilidad competitiva. Esto se ha visto en los genomas de

cepas patogénicas de E. coli, que mostraron evidencia de un extensivo
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intercambio de elementos moviles, que generé complejos multiclonales capaces
de adaptarse a nuevos huéspedes [159]. Un panorama similar se presentd en
genomas de Bacillus, Alcaraz et al. encontraron que las diferencias funcionales
promueven la diferenciacion de grupos taxondmicos y ademas la mayoria de la
variacion ocurren en los genes que se requieren para responder al estrés
ambiental [160]. De hecho, la mayoria de segmentos recombinantes no estan en
operones ya que mas del 76% forma parte de genes individuales. Estos
segmentos pequefios de genes favorecen la disgregacion de la microdiversidad en
todo genoma. Este “tiroleado” de diversidad, aun en frecuencia baja, esta limitado
por una seleccion purificadora que actua en todo el genoma, pero también existe
variaciones en los tipos de seleccidén ya sea en los genes recombinantes o en los

no-recombinantes.

Finalmente, la frecuencia de recombinacion homodloga mediada por RecA
depende del nivel de identidad de DNA en las bacterias. Los pequefios fragmentos
de DNA son a menudo introducidos en la célula via conjugacién, transformacion o
transduccion. Estos fragmentos recombinantes, presentan una divergencia mayor
al promedio del genoma, ocasionando que solamente una fraccion del DNA total
pueda ser alcanza por la recombinacion homéloga [161]. Los genomas de R. etli
presentaron una variacién nucleotidica promedio del 8%, esta gran divergencia es
un factor importante para delimitar la accion de la recombinacion. Otros factores
pueden influir las bajas frecuencias de recombinacién detectadas en los aislados

de R. etli, como son: su origen biogeografico distante (USA, México, Costa Rica,
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Colombia, Brasil y Espafa) [130] y el pequeio numero de cepas analizadas. Bailly
et al. obtuvieron resultados similares en analisis de gendmica poblacional de
cepas simpatricas de S. medicae [162]. Ellos encontraron niveles muy bajos de
polimorfismos y de recombinacién en el cromosoma en comparacién a los
megaplasmidos. Nuestros resultados y algunos reportes previos en R. etli apoyan
un modelo en cual la especie estda compuesta por linajes evolutivos
independientes, con bajos niveles de recombinacién entre ellos, pero que
comparten un fenotipo simbidtico. Sin embargo, aunque las barreras genéticas
impuestas por la divergencia nucleotidica, asi como las barreras biogeograficas y
la seleccion purificadora evitan o regulan la recombinacion entre las cepas, el flujo
de genes (entre poblaciones) y la transferencia lateral (mediante plasmidos e islas

cromosomales) podrian ser determinantes en la estructura pangendémica de R. etli.
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GLOSARIO

El orden de las definiciones esta relacionado con su aparicion en la tesis.

Fijacion de Nitrogeno.- Es el proceso por el cual el nitrdgeno se toma de su
forma molecular natural, relativamente inerte (N2) en la atmdsfera y convertido en
compuestos del nitrégeno (por ejemplo amoniaco, nitrato y dioxido del nitrégeno).
La fijacion de nitrogeno es realizada naturalmente por un numero de diferentes
procariotes, incluyendo bacterias, actinobacteria, y ciertos tipos de anaerobio

bacterias.

Islas simbioticas.- Agrupamientos de genes que son requeridos para la
interaccion simbidtica con un huésped eucarionte, de origen ilegitimo (transferidos
lateralmente) y se encuentran flanqueados por elementos de insercion, como IS
(secuencias de insercion) o transposones. Generalmente se encuentran dentro de

plasmidos y en menor grado en cromosomas.

Marcadores taxonomicos.- Estan basados en segmentos de DNA, ya sea
regiones codificantes (genes) o no codificantes y proporcionan informacion para
permitir una rapida clasificacion taxonémica preliminar y ayudar en casos donde

existen dudas o los datos morfolégicos no son claros

Hibridaciones DNA-DNA.- Técnica para medir el grado de similitud genética
entre dos genomas, mediante la medicidon de calor requerido para romper los
enlaces de hidrégeno entre pares de bases que forman uniones entre las dos

hebras de la doble hélice del DNA duplex.


http://www.multilingualarchive.com/ma/enwiki/es/Nitrogen�
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http://www.multilingualarchive.com/ma/enwiki/es/Bacteria�
http://www.multilingualarchive.com/ma/enwiki/es/Actinobacteria�
http://www.multilingualarchive.com/ma/enwiki/es/Anaerobic_organism�

108

Incongruencia filogenética.- Es un camino para valorar la disminucion de la
compatibilidad entre un arbol de referencia (arbol de una especie) y un conjunto de
arboles a través del conteo de biparticiones o cuartetos topoldégicamente distintos

al arbol individual muestreado.

Filogendmica.- Utiliza datos gendmicos (genomas) para estudiar el arbol de la
vida o para algun taxén en particular. Se basa en 4 propuestas: i) a partir de un
lote de arboles de genes individuales, ii) concatenando un grupo de genes para
construir un super arbol, iii) construir un unico arbol basado en el contenido de
genes dentro de genomas ya sean ortélogos u homaélogos e iv) investigar el orden
de genes dentro de un grupo de regiones compartidas entre todos los genomas

muestreados.

Evolucion adaptativa.- Es aquel cambio provocado por la seleccién natural en el
fenotipo de los organismos dirigido a incrementar el fithness en un ambiente

determinado.

Electroforesis de Enzimas Multiloci (MLEE).- Es un método para caracterizar
organismos a través de las movilidades relativas de un largo numero de enzimas
intracelulares bajo electroforesis. Estas diferencias en la movilidad estan
relacionadas a mutaciones en un locus (gene) que causa una sustitucion de un
amino acido en la enzima codificada por el gen. Diferencias en las cargas
electroestaticas entre el amino acido original y el amino acido sustituido pueden

afectar la carga neta de la enzima y por lo tanto su movilidad electroforética. Asi,
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es posible relacionar diferencias en la movilidad con diferentes alelos para un

locus en particular. Estas variantes en movilidad se denominan electroferotipos.

Polimofismos en longitud de los fragmentos amplificados (AFLP).- Son un
tipo de marcador molecular que esta basado en la restriccion del DNA gendémico
mediante enzimas de restriccion y en la subsecuente amplificacion de algunos de
esos fragmentos mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa. Son una
herramienta poderosa de andlisis del genoma dado que poseen un alto poder de
deteccion de la variabilidad genética. El ensayo de AFLP combina la especificidad,
resolucidon y poder de muestreo de la digestion con enzimas de restriccion con la
velocidad y practicidad de la deteccion de polimorfismos mediante PCR, sin

necesidad de disponer de informacion previa del genoma a estudiar.

Andlisis de secuencia de multiloci (MLST).- El objetivo del MLST es
proporcionar un sistema de tipificacion portatil, preciso y muy exigente que puede
ser utilizado para la mayoria de las bacterias y algunos otros organismos. El MLST
se basa en los conceptos probados de la electroforesis de enzimas multilocus
(MLEE) y se han adaptado para que los alelos en cada locus se definan
directamente, mediante la secuenciacion de nucleotidos, en lugar de

indirectamente de la movilidad electroforética de los productos de sus genes.

Desequilibrio de ligamiento.- Ocurre cuando dos alelos se presentan juntos mas
a menudo de lo que puede explicarse por el azar. También indica que los dos

alelos estan fisicamente cerca sobre una misma cadena de DNA.


http://es.wikipedia.org/wiki/Marcador_molecular�
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima_de_restricci%C3%B3n�
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa�
http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma�
http://es.wikipedia.org/wiki/Variabilidad_gen%C3%A9tica�
http://es.wikipedia.org/wiki/PCR�
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Identidad nucleotidica.- Denota el porcentaje de nucleétidos idénticos entre un
par de secuencias alineadas. Este porcentaje disminuye por la presencia de

mutaciones o inserciones dentro del alineamiento.

Contenido génico.- El numero total de genes incluidos en un genoma.

Pan-genoma abierto.- El pangenoma se define como los genes totales de una
especie y esta formado por el genoma core (genes compartidos por todas las
cepas), el genoma dispensable (genes presentes en dos o mas cepas) y
finalmente los genes unicos (pertenecientes a una cepa especifica). Se denomina
un pangenoma abierto cuando el tamafo de este tiende al infinito, es decir, que
conforme se va afadiendo un nuevo genoma a la especie se provee nuevos

genes al pangenoma y su crecimiento nunca tiende a la asintota.

Rearreglos gendmicos.- Son cambios que afecta la estructura del genoma y se
define como el reacomodo (cambio de lugar) de segmentos gendmicos, ya sea
dentro del cromosoma o en plasmidos. Su tamafio va desde grandes porciones a

cientos o miles de pares de bases.

Inversiones gendmicas.- Una inversion es cuando un segmento gendmico
cambia de orientacion dentro de un cromosoma o plasmido. Para que se produzca
este suceso es necesario una doble rotura y un doble giro de 180° del segmento
formado por las roturas. En el caso de organismo diploides, hay dos tipos de
inversiones segun su relaciéon con el centrémero: i) Pericéntricas: Incluyen al

centrédmero. Se detectan facilmente al microscopio optico pues implican un cambio
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en la forma del cromosoma. ii) Paracéntricas: No incluyen al centrémero y por

tanto tampoco afectan a la forma del cromosoma.

Plasmido con estructuras de mosaico.- Son plasmidos con distintas regiones
adquiridas de multiples genomas. Estas regiones pueden ir flanqueadas por
elementos mdviles como: secuencias de insercion, transposones y elementos de

bacteriéfagos.

Sintenia gendmica.- Se define como la localizacion paralela entre dos segmentos
genémicos de diferentes organismos. Esta sintenia puede contener desde

operones hasta grandes porciones de cromosomas o plasmidos.

Genes homoélogos.- Un gen relacionado a otro gene mediante descendencia de
una secuencia de DNA ancestral. Este término también se puede aplicar a la

relacion entre genes separados por un evento de especiacion.

Genes ortdlogos.- Son genes de diferentes especies que evolucionaron de un
gen ancestral comun por especiacion. Normalmente, los genes ortélogos retienen
la misma funcion en el transcurso de la evolucion. La identificacion de los genes
ortdlogos es crucial para una confiable predicciéon de la funcion de genes en

genomas recién secuenciados.

Genes paralogos.- Son genes generados por una duplicacion dentro de un

genoma. Generalmente estos genes evolucionan a nuevas funciones.
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SNPs.- Es una variacion en una secuencia de DNA que ocurre en un solo
nucledtido (A, T,G,C), esta variacion puede ocurrir dentro de un cromosoma,
plasmido o segmentos de estos. Generalmente esta mutacion puntual difiere entre
miembros de una especie biolégica o cromosomas pareados (organismos
diploides). Dentro de una poblacién, los SNPs pueden ser asignados con una

frecuencia alélica minima.

Factores sigma.- Es un factor de iniciacién de la transcripcién bacteriana que
permite la union especifica de la RNA polimerasa a los promotores de los genes.
Diferentes factores sigma se activan en respuesta a diferentes condiciones
ambientales. Cada molécula de RNA polimerasa contiene exactamente una

subunidad factor sigma.

Familias de genes.- Son grupos de genes homologos que comparten funciones
similares. En muchos casos, los genes en una familia comparten similar secuencia
de DNA representada por bloques a lo largo de la secuencia. Las diferencias en el
tamano de las familias son debido a duplicaciones o pérdidas de genes en linajes-

especificos.

Redundancia metabdlica.- Es el resultado de una alta duplicacion de genes que
comparten una misma funcién. Por lo tanto, las familias de genes paralogos
generan una redundancia en funciones que son necesarias para el fitness de la

bacteria.
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Cobertura 1X.- Es el numero promedio de veces que un determinado nucledtido
es representado en la secuencia, por ejemplo, una cobertura 1X significa que un
nucledétido se ha secuenciado una sola vez, 2X denota que ha sido secuenciado

dos veces y asi sucesivamente.

Contigs.- Es una secuencia continua de DNA que fue ensamblada a partir del
sobrelape de fragmentos de DNA clonados. La longitud de un contig es la longitud

de la secuencia consenso.

ORFs.- Es una secuencia de DNA que no contiene un stop coddn en un
determinado marco de lectura. Existen 6 marcos de lectura, 3 en la cadena

principal y 3 en la cadena secundaria.

Reciprocal best hits.- También conocido como el criterio boomerang, para
determinar ortologia entre secuencias. El best hits puede ser encontrado mediante
el programa blast o por un algun otro reciente algoritmo a parir de una
comparacién entre dos genomas. Este criterio se cumple siempre y cuando el best
hit del gen A en el genoma A" sea el gen B del genoma B’ y viceversa. Sin
embargo, en algunos casos el Reciprocal best hits no es suficiente para satisfacer

la condicion de ortologia.

Gap.- Las secuencias homodlogas pueden tener diferentes longitudes. Estas
diferencias pueden ser explicadas por inserciones o deleciones. Asi, una letra o
un conjunto de letras pueden ser emparejadas con guiones en otras secuencias

dentro de un alineamiento, dando como resultado final un bloque de secuencias
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con la misma longitud. Estos gaps reflejan una insercion o delecion. Ya que una
insercion en una secuencia da como resultado siempre una delecion en otra

secuencia, a esto se le denomina indel.

Score de un alineamiento.- Se obtiene de un cédigo de substitucion que es
elegido para cada par de letras alineadas. El conjunto de estos cddigos se
denomina matrix de substitucion. Al comparar dos secuencias, la igualdad en
nucleotidos refleja un alto score (sumatoria) ponderado por el coédigo de
substitucion, a mayor score, mayor identidad entre secuencias. Por lo tanto, el
score de un alineamiento es la suma de los scores especificos para cada par de
letras alineadas, los indeles también son tomados en cuenta en el score. Un

mayor score denota un mejor alineamiento.

Frameshifts.- Es una mutacion que inserta o borra un simple nucledtido en una
secuencia de ADN. Debido a la naturaleza de la expresion genética, en forma de
triplete, la insercion o borrado puede alterar la agrupacion de codones, dando

como resultado una traduccidén completamente diferente del original.

Valor de calidad Qphred.- Es una probabilidad de error log-transformada de que
un nucleétido se ha secuenciado correctamente, un Q20 denota un error en cada
100 pares de bases, un Q30, un error en cada 1000 pares de bases y asi

sucesivamente.

Probabilidad de sitio polimarfico.- Probabilidad bayesiana de que un sitio dentro

de un alineamiento sea una mutacion y no sea producto de un error de secuencia.


http://es.wikipedia.org/wiki/Mutaci%C3%B3n�
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido�
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN�
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Se obtiene del valor de calidad de las secuencias vecinas al sitio que presenta la

mutacion putativa.

Diversidad nucleotidica.- Es la distancia promedio entre dos secuencias de DNA
elegidas al azar de una poblacion. Se utiliza para medir el grado de polimorfismo

en una poblacién.
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Introduction

Rhizobium etli and Rhizobium leguminosarum bv viciae (henceforth
called R. leguminosarum) are closely related species which are able to
fix atmospheric nitrogen in symbiosis with specific leguminous
plants. The common bean is the natural host of R. etli whereas R.
leguminosarum interacts with peas, lentils, vetches and Lathyrus spp.
Recently, we reported the complete genome sequences of a strain
of R etli and a strain of R. leguminosarum [1,2], but no
comprehensive genome comparison between these species had
been carried out. To date, several other complete genome
sequences of symbiotic nitrogen fixing bacteria have been
published: Mesorhizobium lotr, Bradyrhizobium japonicum, B. spp.
ORS278, B. spp. BTAil and Sinorhizobium meliloti [3-6]). Our
comparisons of R. etli and R. leguminosarum show that: 1) Rhizobiuum
genomes are composed of “core” and “accessory”” components; 2)
the chromosomes are markedly conserved in gene content (despite
differences in size) and amongst the closest species gene order is
also conserved; 3) the plasmids are heterogeneous in size and gene
content and in some cases no synteny can be seen even in
comparison with phylogenetic neighbours.

Rhizobium field isolates have the unusual feature of harbouring
several plasmids, ranging in size from 100 kb to >1,000 kb and
the plasmid profiles of a particular isolate can be used to type
strains reliably [7]. Since R. etli CFN42 and R. leguminosarum 3841

@ PLoS ONE | www.plosone.org

are the most closely-related rhizobial species yet sequenced and
both strains have six large plasmids, a detailed genome
comparison between them may help us interpret the evolutionary
history of these prototypical accessory elements. Indeed, whole
genome comparisons allowed us to discern the distinctive
properties of the core genome, and also to highlight the genetic
differences between these species.

Results

Main features of the compared species

Both R. etli CFN42 and R. leguminosarum 3841 have large
genomes composed of a circular chromosome and six large
plasmids [1,2]. The six CFN42 plasmids, pRetCFN42a-f, will be
referred to as p42a-f throughout this article, whilst the six 3841
plasmids (sometimes known as pRL7JI-pRLI2JI) are termed
pRL7-12. The total size of the R. etli CFN42 genome is
1,221,081 bp shorter than that of R. leguminosarum 3841 (Table
S1). The two smaller plasmids of R. etli are substantially larger than
the two smallest plasmids of R. leguminosarum, whilst the opposite is
the case for the other four plasmids (Table S1). R. leguminosarum
plasmids comprise 34.8% of the total genome, whilst R. etli
plasmids comprise an equivalent 32.9%. The two smallest R.
leguminosarum plasmids are of lower than average GC content,
whilst in R. etli the major nitrogen fixation plasmid (pSym; p42d)

July 2008 | Volume 3 | Issue 7 | e2567



and the smallest plasmid (p42a) are the only plasmids of
significantly lower GC content. The largest plasmids in both
genomes resemble their corresponding chromosomes both in GC
content and dinucleotide signatures. Symbiotic functions, specified
by the nod, nol, nif and fix genes, are mainly encoded by a single
plasmid (p42d in R. etli and pRL10 in R. leguminosarum), but other
symbiosis-related genes are located on other plasmids and in the
chromosome [1,8]. The R. etli plasmid p42a is transferable at high
frequencies and can help the mobilization of p42d [9-11] and
p42d is also self-transmissible by conjugation [12] although its
transfer ability is tightly repressed [13]. In R. leguminosarum, pRL7
and pRL8 are transmissible by conjugation, although neither
carries a full set of #ra genes [2].

Phylogenomic relatedness between R. etli and R.

leguminosarum

R. leguminosarum and R. etli are closely related species, judged by
16S rRNA comparisons and other molecular criteria (Figure S1).
We first tested the consistency of these traditional phylogenies with
genome phylogenies obtained with all individual proteins included
in quartops (QUARTtet of Orthologous Proteins). To do this, we
incorporated two other species of the Rhizobiaceae family, S.
melilots and the non-nitrogen-fixing Agrobacterium tumefaciens, whose
complete genomes are also available.. A total of 33% and 39% of
R. leguminosarum and R. etli proteins, respectively, were present in
the Quartops; this equates to 2,392 predicted proteins representing
core genes that are common to these four organisms (Table 1).
Most of these predicted proteins are chromosomally encoded
(2,054) but 338 belong to plasmids pRL9, pRL11 and pRLI12.
Three of the plasmids (pRL7, pRL8 and pRL10) do not have any
proteins in Quartops. A total of 2,241 (85% of all proteins included
in quartops) supports the phylogenetic relationship that proposes
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Table 1. Quartops analysis with R. leguminosarum, R. etli, A.
tumefaciens and S. meliloti.

Total No in Percentage in

proteins quartops quartops RI-Re RI-At RI-Sm
Chr 4736 2054 434 1951 25 23
pRL12 790 96 12.1 71 5 6
pRL11 635 147 23.1 136 - 5
pRL10 461 - - - -
pRL9 313 95 303 83 4 4
pRL8 140 - - - -
pRL7 188 - - - -
doi:10.1371/journal.pone.0002567.t001

R. leguminosarum and R. etli are the most closely related. However,
the high numbers of proteins absent from Quartops suggests that
gene losses and gains might significantly have driven the
diversification of the fast growing rhizobia. To investigate this
area, we clustered all the predicted proteins of R. etly, R.
leguminosarum, S. meliloti and A. tumefaciens into families by means
of the MCL algorithm [14]. About 28% of the protein families
identified (1,965 out 6,827) are shared by the four species, whereas
about 10% (668) are only present in three species (Figure 1, bars
1-6). The rest of the protein families (13% or 908) occur in just
two species. Most of these families (443) belong to the R. etli-R.
leguminosarum pair, giving further support to the quartop phylogeny
and the recent divergence of these two species (Figure 1, bars 7—
11). Moreover, an appreciable number of families were particular
to individual genomes. They belong to known and hypothetical

2000

1500 ~

1000 ~

Protein families

500 ~

8 9 10 1 12 13 14 15

Genomes

Figure 1. Distribution of protein families in the genomes of S. meliloti (S), A. tumefaciens (R), R. leguminosarum (L) and R. etli (E). - Bar
number indicates the assignation of the protein families to the corresponding genome according to the following letters code: 1, SALE; 2, SAL; 3, ALE;
4, SAE; 5, SLE; 6. SA; 7, LE; 8, AL; 9, SE; 10, SL; 11, AE; 12, S; 13, A; 14, L; 15, E. Bars 12-15 show in red the proportion of orphan genes compared with
those which match with known or hypothetical proteins present in the nr database of Genbank (yellow).

doi:10.1371/journal.pone.0002567.g001
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families already present in the Genbank or they are orphan genes
(Figure 1, bars 12—15). This confirms the previous findings that the
coding potential of the rhizobial species is very variable while
maintaining a stable common core.

Genome synteny

To investigate whether the evolutionary relationship between R.
etlh and R. leguminosarum is also maintained at the level of gene
order, the whole genomes were compared using ACT and
Nucmer softwares [15,16]. A clear syntenic pattern is distinguished
between both chromosomes but it is also noticeable for some pairs
of plasmids: (p42f-pRL12), (p42e-pRL11) and (p42b-pRLI) as well
as large parts of p42c woth pRLI10, suggesting a common origin
(Figure 2). These observations are supported by the similarity of
the replication genes, 7¢pABC, of those pairs of plasmids, as well as
experimental demonstration of incompatibility between the
plasmid pairs (Clark, Mattson, Garcia and Hynes, in preparation).
Plasmids pRL7 and pRL8 appear to be unique to R. leguminosarum
whilst p42a is peculiar to R. etli (see below). A more accurate
measure of synteny between the genomes was obtained by
calculating the length and number of colineal blocks (CBs). To
do this, we employed a whole alignment obtained by Nucmer [16],
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then individual matches were clustered in CBs taking all the
continuous segments separated by gaps less than 1kb. In total,
4,557,466 bp (70%) of the R. etli genome is contained in CBs with
nucleotide identity about 85-95% (to R. leguminosarum). In the total
genome of R. leguminosarum, 4,931,491 bp (63%) are contained in
CBs. A total of 353 CBs >1 kb were recognized. The largest and
most abundant (221) CBs are located on the chromosome and the
rest on plasmids. Figure 3 shows that 81% and 74% of the
chromosomes of R. etli and R. leguminosarum respectively are
contained in CBs. Three of the R. etli plasmids have 44-58% of
their genetic information in CBs that also occur in R. leguminosarum.
Plasmids with fewer CBs are p42a, p42d, pRL7 and pRL8. Some
of the plasmid pairs can be functionally identified by the presence
of specific genes. For example, p42f and pRL12 carry some genes
for flagellar biosynthesis (flgLAF) and for oxidative stress protection
(oxyR and katG); p42e and pRLI1 harbor cell division genes
(minCDE), as well as thiamin, cobalamin, NAD biosynthetic genes
(thiMED, cobFGHIJRIM, nadABC), and an isolated flagellin (fla)
gene, as well as a rhamnose catabolism operon[17]. In some cases,
e.g. thiMED, these genes are functionally interchangeable between
these species [18]. A duplication of the fix NOQP operon in p42f
[19], in R. leguminosarum is located in pRLY, a plasmid with
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Figure 2. ACT View of Chromosome and Plasmids. The chromosomal and plasmid DNAs have been laid end-to-end and analysed using the
Artemis comparison tool (ACT) [15]. Red bars represent close matches, whilst blue bars represent inverted close matches. The R. leguminosarum
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doi:10.1371/journal.pone.0002567.g002
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homologous segments to p42b. Conjugative plasmids pRL8, pRL7
and p42a, which are otherwise unrelated to each other, have
homologous tra-trb systems.

Core genome composition and evolution

R. etli and R. leguminosarum share 5,470 genes with approximately
89-100% similarity (see methods). A significant fraction of these
common genes (3,359 or 62%) is solely present in both
chromosomes (Chromosomal Only, CHR-O). The rest are
situated either in the chromosome or plasmids or exclusively in
the plasmids (Non-Chromosomal, N-CHR). Using the Riley
classification scheme [20], CHR-O genes are overrepresented in
the categories corresponding to small and macromolecule
metabolism, structural elements, regulators and hypothetical
conserved genes. In contrast, the N-CHR group tends to contain
genes implicated in processes like chemotaxis, chaperones,
transport, and elements of external origin (Figure 4a). A detailed
classification using COGs [21] reveals other differences between
CHR-O and N-CHR groups. Some of the COGs that are
overrepresented in N-CHR are COG K (replication, recombina-
tion and repair) and the COGs related with predicted transport
and metabolism of carbohydrates, amino acids, lipids and
inorganic ions (COG G, L, I, and P) (Figure 4b), but not COGs
related to information storage and processing.

Differences between the CHR-O and the N-CHR gene
compartments were also detected in regard to rates of evolution.
To do this, we calculated the rates of nucleotide substitution per
synonymous (Ks) and non-synonymous sites (Ka), for a subset of
2,917 single copy homologues (see methods; Figure 5). It is clear
that both CHR-O and N-CHR homologous groups are under
negative selection. Nevertheless, as seen by the slopes of the
regression lines, the CHR-O group seems to be under stronger
negative selection than the N-CHR group. However, many genes
of the N-CHR group show higher Ka (>0.19) and Ks (>2.0)
values than those of the CHR-O group. Therefore, negative
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selection is acting on the whole genome, but overall, the N-CHR
gene compartment is less constrained.

Mosaic replicons

Despite the high level of genome conservation, it is reasonable
to expect that some degree of intra-genomic recombination has
occurred since these two strains R. etli and R. leguminosarum had a
common ancestor. This was substantiated by comparing the
locations of the N-CHR group of genes in the different replicons of
both genomes. Approximately 7% of the chromosomal genes of R.
leguminosarum are represented in the plasmids of R. etlz, and 10% of
the chromosomal genes of R. etli are located in the R. leguminosarum
plasmids. As shown before, some pairs of plasmids are likely
equivalent in terms of their global similarity, but they are mosaic
replicons that contain genes from the other replicons. For instance,
pRLI12 has significant similarity with p42f, but also possesses genes
that in R. etli are chromosomal or on another plasmid (Figure 6). A
similar pattern is observed in the other replicons (Figure 6). Such
heterogeneous composition of the plasmids has precluded any
attempt to make a reliable plasmid phylogeny. One way to assess
the phylogenetic relatedness among plasmids is to compare their
RepABC proteins that are essential components for plasmid
replication [22].. However, we observed here that only the p42c-
pRL10, p42d-pRL11 and p42f-pRL12 pairs carry closely related
replication systems. They share nucleotide identities greater than
82% in the three proteins, whereas the RepABC: proteins of the
other plasmids are poorly related. Therefore, the replication genes
might have been shuffled several times among the distinct
plasmids, perhaps to allow a number of plasmids to coexist in
the same cell.

A potential symbiosis cassette

A comparison of the major symbiotic plasmids (pSyms) pRL10
and p42d shows that the nif-nod region in pRL10 is compacted into
60 kb, whereas in p42d it encompasses 125 kb. As many as 20
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common nod and nif genes have been identified in comparisons
among complete sequences of pSyms and symbiotic islands of
different rhizobia [8]. The plasmid pRLI10 contains 18 of these
genes and has a particularly enhanced set of nodulation genes,
including genes that lack homologs in R. etli, such as nod INMLEF
and mABCR. In contrast, pRL10 has a restricted set of genes for
nitrogenase maturation, lacking nyfS, nfW, mfZ, nifX, wsc/N, and
nifU, which are present in R. etli and in other rhizobia. Besides the
common nodulation genes, the R. etli pSym possesses nolT, nolL,
nolR, noel, noej, and a Type III secretion system.

The symbiotic genes of R. leguminosarum may have been acquired
by horizontal gene transfer, since an i si/ico analysis of pRL10 with

@ PLoS ONE | www.plosone.org

the Alien Hunter program [23] reveals that its symbiotic gene
cluster, which includes the nif, nod, vhi and fix genes, is located in a
short potentially mobile region of DNA (~63.5 kb). Internal to this
region are the ny/NEKDH genes that are found bounded by two
identical IS element repeat regions. The 7k and nod gene cluster,
together with fixABCX, lie adjacent on this potential genomic
island and are potentially bounded by 20 bp repeats, whilst the
JxNOPQ and fixGHIS genes lie immediately downstream on a
separate putative genomic island of approximately 11,000 bp,
potentially bounded by 18 bp repeats (Figure 7). It is possible that
the fixNOPQ, fixGHIS island represents a second acquisition of
DNA as an independent event. These adjacent symbiotic nitrogen
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fixation gene clusters are located in one particular region of the
plasmid with six other short potentially horizontally transferred
areas. The remainder of the pRL10 plasmid is highly similar to the
p42c plasmid of Rhizobium etli. By contrast, the symbiotic nitrogen
fixation genes are scattered throughout 125 kb of the p42d
plasmid of R. etli. However, this region is surrounded by insertion
sequences, which prompted the idea that it might be transposable
[8]. When plasmid p42d was analysed by the Alien Hunter
program 16 regions were detected as atypical. These regions
contain the Type III transport system genes, nod genes, genes for
virulence and conjugation (vir and tra), as well as cytochrome and
chemotaxis genes (Figure S2). They are bordered by repeated
sequences that might represent potential composite transposons
when the repeats are homologous insertion sequences. Alterna-
tively, the chimeric structure of p42d might have been the result of
multiple gene exchanges and rearrangements.

Physiological differences

The consequences of the evolutionary process of gain and losses
are reflected in some physiological differences. For example, no
candidate genes for respiratory nitrate reductases have been identified
in the R. etli or R. leguminosarum genomes, however, the nirk gene for
the respiratory nitrite reductase is present on R. eth p42f
(REIPF0000526). This gene appears to participate in nitrite
detoxification [24]. Nitric oxide (NO) removal is encoded by R. eth
as a predicted norEECBD operon on the p42f plasmid located in
proximity to the nirKl and probable regulators. These genes are
absent in R. leguminosarum, although there are possible alternative NO
consumption systems. One of such pathways encoded chromosom-
ally by both R. etli and R. leguminosarum is via the assimilatory nitrite
reductase. Another difference is the presence of erythritol catabolic
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genes, possibly originating from a horizontal transfer event, on
pRLI12 [25]. This gene cluster is absent from the CFN42 genome.
Since the lifestyles of R. etli and R. leguminosarum bv. viciae are
similar, they may have similar responses to environmental stimuli.
Thus, they may respond similarly with respect to environmental
stimuli. For instance, population-density-dependent gene induc-
tion by N-acyl homoserine lactones (AHLs) influence symbiotic
functions such as nodulation, nitrogen fixation, and surface
polysaccharide production as well as several aspects of growth
including plasmid transfer and stationary phase adaptation [8,26]
for reviews). Comparative analysis with known AHL regulators
shows that there are 11 LuxR-type regulators in R. etli and 9 in R.
leguminosarum. Some of them are known AHL regulators (CinR,
TraR and RhiR) with associated AHL synthases (Cinl, Tral, and
Rhil) but there are also three other regulators, ExpR, AvhR and
AsaR, for which there are no matching AHL synthases. In
addition, we identified three LuxR-like sequences in R. legumino-
sarum (RL0606, RLO607 and RIL3528) that matched the LuxR
family over their entire length, but they could not be identified
using protein domain searches. Two of these (RLO606 and
RLO0607) are highly conserved in R. etli, and in each case, they are
located within a cluster of genes associated with bacterial motility,
chemotaxis and flagella biosynthesis. Two related genes, vis/N and
visR from S. meliloti strain RU10/406 act as global regulators of
flagellar motility and chemotaxis, their products probably
functioning as a heterodimer [27]. Although the third regulator
(RLL3258) also appears to be conserved in R. etli (CHO03080) it has
no known function. Remarkably, RhiR regulates the 7uABC
operon that plays an undefined role in legume infection in R.
leguminosarum, although this regulator is not present in R. etli, [28].

Discussion

Rhizobium genomes consist of single circular chromosomes and
several large plasmids. It is not understood why these genomes are
so large and divided. Young et al. (2006) proposed that microbial
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life in the soil, a very heterogeneous environment, selects for a
versatile genomes that encode multiple capabilities [2]. Therefore,
genome comparisons between closely related Rhizobium species
may indicate how variable these capabilities could be, as well as
establishing whether they are distributed throughout the genome
or in particular replicons. The comparative analysis presented here
allows us to conclude that most of the differences between R. etli
and R. leguminosarum tend to be in the plasmids. Previous genomic
comparisons of S. melilotr, A. tumefaciens, and R. etli have shown that
chromosomes are well conserved both in gene content and gene
order, whereas plasmids have few common regions (nif-nod, tra-trb,
vir, and others) and a lack of synteny [8]. These comparisons
indicate that the plasmids in those three species are not closely
related phylogenetically or that they have undergone many
recombination events. Our analysis reveals many syntenic blocks
exist between some pairs of plasmids of R. etli and R. leguminosarum
(p42f-pRL12, p42e-pRLI11 and p42b-pRLY as well large parts of
p42c with pRL10) suggesting a common origin. Plasmids of R. etli
are smaller than those of R. leguminosarum, and 44-58% of their
length is contained in CBs common to R. [leguminosarum.
Nonetheless, the phylogenetic relationships among the plasmids
remain obscure.

A particular case of the mosaic structure of Rhizobium plasmids is
shown by comparison of the symbiotic plasmids. In R. legumino-
sarum the pSyms are variable in size and also differ in repC group
[2]. It has been noted that pRL10 and pRLI (a pSym of 200 kb in
R. leguminosarum) have a virtually identical nod-nif region, but the
remainder of these plasmids appear to be dissimilar [2].
Speculatively, the entire symbiotic region may be a mobile
element in R. leguminosarum, as has been proposed for the symbiotic
region of p42d [8]. Although direct evidence for this scenario is
still lacking, it is plausible given the observed recombinational
plasticity displayed by rhizobial plasmids (reviewed by [29,30].
Nevertheless, the overall structure of pRLIO more closely
resembles p42c than p42d of R. et (Figure 2). Extensive syntenic
regions are common between pRL10 and p42c, accounting for
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59% of the length of p42c (Figure 2). Thus, either pRL10 has
gained a large insertion carrying the symbiotic nitrogen fixation
functions, or p42c has suffered a large deletion of these genes. We
show here that the former possibility could be plausible since the
nif-nod region is a potential symbiotic cassette surrounded by
repeated sequences. Furthermore, the structural differences
between the pSyms of R. etli and R. leguminosarum, prompt us to
suggest that they have evolved differently. In R. leguminosarum the
Sym region resembles an specific “cassette”, whereas in R. etli the
partial nucleotide sequence of different pSyms suggests that their
diversification is driven by general recombination [31].

Some authors have proposed that bacterial genomes consist of
“core” and “accessory”’ components [2,32]. The “Core” compo-
nent, exemplified by the chromosome, is more stable and changes
more slowly over time than the “accessory” component. Plasmids
are prototypical accessory elements composed of genes from
different genomic contexts and evolutionary origin. As shown
here, R. etli and R. leguminosarum are good models to study the
evolution of plasmid (“accessory”) versus chromosome (“‘core”)
evolution. Their chromosomes are nearly identical and harbor a
distinct collection of plasmids that have evolved at different rates to
the chromosome. It is tantalizing to speculate that these organisms
can recruit plasmids from a pool in their soil environment [32].
Plasmids p42a, p42d, pRL7 and pRLS, in particular, seem to be
the outliers. Other plasmids share many common regions and
might have been part of the ancestral chromosome. Shuffling of
the repABC genes might be a strategy to allow many plasmids to
coexist in the same bacterium, and might explain the amazing
plasmid diversity of Rhizobium. A more comprehensive picture of
the evolution of the partitioned genomes can only be reached by
comparing the respective plasmid pool of additional strains of R.
etli and R. leguminosarum to describe how they are able to function in
a common genomic framework.

Methods

Phylogenetic analysis

The 16S rRNA sequences were downloaded from EMBL for R.
leguminosarum bv viciae Rlv3841, R. etll CFN42, Agrobacterium tumefaciens
C58, Sinorhizobium meliloti 2011, Mesorhizobium loti MAFF303099,
Bradyrluzobwum japonicum USDA 110 and Escherichia coli T10. We first
aligned the sequences using ClustalX [33] and generated a maximum
likelihood tree using the PHYLIP package [34].

Genome Comparisons

The complete nucleotide sequences of the R. etli CFN42 and R.
leguminosarum Rlv3841 were obtained from Genbank (Accession
numbers: R. etli, NC_007761-NC_007766, and NC_004041; R.
leguminosarum NC_008378-NC008384). The sequences of the
replicons for each genome were concatenated and used in a
global comparison using ACT [15] and the Nucmer application of
the Mummer package [16], with the default settings. To calculate
the CBs, we took the nucmer.delta output and then parsed it with
the show-coords utility. Syntenic segments >1 kb and separated
by >1 kb were curated with ad hoc perl scripts and manual editing.

Clustering of protein families. First we did BLAST-P compari-
sons of “all versus all” complete proteomes of R. etli, R. leguminosarum,
S. meliloti and A. tumefaciens. Clustering was achieved with MCL using
an e-value of 1077 and an inflation parameter of 1.5 [14].

Homolog grouping and analysis of evolutionary rates
The most probable set of homologous proteins shared by R. etli

and R. leguminosarum was identified using a reciprocal best-hit

criterion. To that end, all R. ezli predicted proteins were searched
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against the R. leguminosarum predicted proteome and vice versa using
BLAST with cutoff e value of 10~ '? and employing the Blosum-80
matrix [35]. In addition to this criterion, to be included in a
homolog group the difference in length between the subject
protein and query protein had to be <10%, the alignment region
had to be at least of 80%, and there had to be a at least 50%
similarity of both query and target sizes. We identified 5,470
homolog groups. The whole set was divided into two subdivisions.
The first subdivision contains all the homolog groups in which
there was only one protein per genome (unique bidirectional hits
or possible orthologs, 2,917). The second subdivision contains
homolog groups in which there is more than one protein in at least
one genome, that is, possible paralogs (2,533). Further classifica-
tion of the homolog groups was based on their localization. The
“chromosomal-only”” group (CHR-O) of homologs is present only
in the chromosomes of both genomes, whereas the non-
chromosomal group (N-CHR) was located either in chromosome
or in plasmids, or exclusively in plasmids. Exclusive genes were
recorded as those with no hits in the genomes at e-value of <107°,
The number of nucleotide substitutions per synonymous site “Ks”
and the number of nucleotide substitutions per non-synonymous
site “Ka” were determined with yn00 from PAML13.14 [36]

Identification of genes involved in quorum sensing

We identified LuxI homologues using homology searches and
independently determined proteins matching InterPro family
IPR001690 (Autoinducer synthase). Both methods gave identical
results. LuxR homologues were identified using homology searches
as a guide, but were not by themselves used to identify likely LuxR
proteins since the C-terminal DNA-binding domain in LuxR is also
present at the C-terminus of a number of other proteins. Proteins
containing the InterPro domain IPR005143 were identified, which
corresponds to the N-terminal autoinducer-binding domain.

Identification of horizontally acquired regions

Potentially horizontally acquired areas of DNA were identified
with the Alien Hunter program, available from http://www.
sanger.ac.uk/Software/analysis/alien_hunter.

Supporting Information

Table S1 General features of the Genomes of R.etli and
R.leguminosarum. A comparison of the main features of the genomes
of Rhizobium leguminosarum and Rhizobium etli. Each replicon is
described in terms of length in base pairs, %G+C content and
number of coding sequences (CDS).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0002567.s001
DOC)

(0.04 MB

Figure S1 Phylogenetic tree. Maximum likelihood phylogenetic
tree showing bacteria related to R.etli and R.leguminosarum
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0002567.s002 (0.08 MB TIF)

Figure 2 Chimeric structure of R.etli plasmid p42d. The circles
show (outermost to innermost): 1. Atypical regions as bars of
degraded colour (red to pale rose) according to the scores obtained
from Alien Hunter (red, highest score 73 over a threshold of 32). 2.
The 125 kb nif-nod region. 3, CDS of p42d according to the
following colour code: blue, nodulation genes; yellow, nif genes;
red, energy transfer genes (fix genes); green, insertion sequences;
pink, transfer and replication genes; brown, hypotheticals; grey,
transport (vir and tssIII genes); sky blue, regulators. 4. Insertion
sequences 5. Repeats from 100 to 300 identical nucleotides (black
lines); repeats higher than 300 nucleotides (red lines).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0002567.s003 (0.54 MB EPS)
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Strains of the same bacterial species often show considerable genomic variation. To examine the extent of
such variation in Rhizobium etli, the complete genome sequence of R. efli CIAT652 and the partial genomic
sequences of six additional R. etli strains having different geographical origins were determined. The sequences
were compared with each other and with the previously reported genome sequence of R. efli CFN42. DNA
sequences common to all strains constituted the greater part of these genomes and were localized in both the
chromosome and large plasmids. About 700 to 1,000 kb of DNA that did not match sequences of the complete
genomes of strains CIAT652 and CFN42 was unique to each R. etli strain. These sequences were distributed
throughout the chromosome as individual genes or chromosomal islands and in plasmids, and they encoded
accessory functions, such as transport of sugars and amino acids, or secondary metabolism; they also included
mobile elements and hypothetical genes. Sequences corresponding to symbiotic plasmids showed high levels of
nucleotide identity (about 98 to 99%), whereas chromosomal sequences and the sequences with matches to
other plasmids showed lower levels of identity (on average, about 90 to 95%). We concluded that R. etli has a
pangenomic structure with a core genome composed of both chromosomal and plasmid sequences, including

a highly conserved symbiotic plasmid, despite the overall genomic divergence.

It is becoming clear that bacterial genomes of strains of the
same species vary widely both in size and in gene composition
(39). An unexpected degree of genomic diversity has been
found by comparing whole genomes (39). For instance, in
Escherichia coli strains, differences of up to 1,400 kb account
for some strain-specific pathogenic traits (5, 56). The extent of
intraspecies genome diversity varies in different bacterial lin-
eages. Some species have a wide range of variation; these
species include E. coli (42), Streptococcus agalactiae (53), and
Haloquadratum walsbyi (34). Other bacteria display only lim-
ited gene content diversity; an example is Ureaplasma urealyti-
cum (1, 54). Tettelin and colleagues have suggested that bac-
terial species can be characterized by the presence of a
pangenome consisting of a core genome containing genes
present in all strains and a dispensable genome consisting of
partially shared and strain-specific genes (53, 54). This concept
is rooted in the earlier ideas of Reanney (43) and Campbell (7)
concerning the structure of bacterial populations, and it indi-
cates both that there is a pool of accessory genetic information
in bacterial species and that strains of the same or even dif-
ferent species can obtain this information by horizontal trans-
fer mechanisms (7, 43).

Genome size and diversity are related to bacterial lifestyle.
Small genomes are typical of strict pathogens such as Rickettsia
prowazekii (2) and endosymbionts such as Buchnera aphidicola
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(44a). In contrast, free-living bacteria, such as Pseudomonas
syringae and Streptomyces coelicolor, have large genomes (4, 6).
The bacteria with the largest genomes are common inhabitants
of heterogeneous environments, such as soil, where energy
sources are limited but diverse (32). An increase in genome
size is attributable mainly to expansion of functions such as
secondary metabolism, transport of metabolites, and gene reg-
ulation. All these features are common to the nitrogen-fixing
symbiotic bacteria of legumes, which are collectively known as
rhizobia, and their close relative the plant pathogen Agrobac-
terium. The genomes of such bacterial species have diverse
architectures with circular chromosomes that are different
sizes or linear chromosomes, like that in Agrobacterium spe-
cies, and the organisms contain variable numbers of large plas-
mids (31, 49). Comparative genomic studies have highlighted
the conservation of gene content and order among the chro-
mosomes of some species of rhizobia (22, 23, 25, 40). Further-
more, Guerrero and colleagues (25) observed that most essen-
tial genes occur in syntenic arrangements and display a higher
level of sequence identity than nonsyntenic genes. In contrast,
plasmids, including symbiotic plasmids and symbiotic chromo-
somal islands (like those in Mesorhizobium loti and Bradyrhi-
zobium japonicum) are poorly conserved in terms of both gene
content and gene order (21). It is not clear what evolutionary
advantage, if any, is provided by multipartite genomes, but
some authors have speculated that such genomes may allow
further accumulation of genes independent of the chromo-
some. Recently, Slater and coworkers (46) proposed a model
for the origin of secondary chromosomes. Their idea is based
on the notion of intragenomic gene transfers that might oc-
cur from primary chromosomes to ancestral plasmids of the
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TABLE 1. Genome features and sequence data for the R. etli strains used in this work
No. of .
. . No. of No. of . Predicted genome

Strain Origin plasmids readings > Q20 No. of contigs bass;qlilner;i(:igs length (bp) Coverage
CFN42 México 6 7 6,530,228 6,530,230 9%
CIAT652 Costa Rica 3 71,605 4 6,448,138 6,498,420 7.9X
Kim5 USA 2 14,359 2,749 4,416,663 5,982,980 0.96X
Brasil5 Brazil 4 13,920 2,734 3,762,131 5,958,880 0.93X
8C-3 Spain 3 12,866 2,732 3,760,107 6,007,740 0.86X
GR56 Spain 4 12,628 2,315 4,472,919 5,034,290 1x
1E4771 Meéxico 4 14,613 2,904 4,317,800 6,335,090 0.92X
CIAT894 Colombia 4 14,081 2,852 3,998,701 6,232,930 0.9X%

repABC type. Observations of conservation of clusters of genes
in secondary chromosomes or in large plasmids that retain
synteny with respect to the main chromosome support this
hypothesis (46).

We have been studying Rhizobium etli as a multipartite ge-
nome model species (23). This organism is a free-living soil
bacterium that is able to form nodules and fix nitrogen in the
roots of bean plants. The genome of R. etli is partitioned into
several replicons, a circular chromosome, and several large
plasmids. In the reference strain R. etli CFN42, the genome is
composed of a circular chromosome consisting of about 4,381
kb and 6 large plasmids whose total size is 2,148 kb (23). A
371-kb plasmid, termed pSym or the symbiotic plasmid, con-
tains most of the genes required for symbiosis (21). Previous
studies have described the high level of genetic diversity among
geographically different R. etli isolates (41). The strains are also
variable with respect to the number and size of plasmids. Nev-
ertheless, there has been no direct measurement of diversity at
the genomic level, nor have comparative studies of shared and
particular genomic features of R. etli strains been reported.
Therefore, to assess the degrees of genomic difference and
genomic similarity in R. etli, we obtained the complete genomic
sequence of an additional R. etli strain and partial genomic
sequences of six other R. etli strains isolated worldwide. Our
results support the concept of a pangenomic structure at the
multireplicon level and show that a highly conserved symbiotic
plasmid is present in divergent R. etli isolates.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Seven strains of R. etli were chosen for this study (Table 1),
and in our analysis we also used the complete genomic sequences of R. etli
CFN42 (referred to below as RetCFN42) and R. leguminosarum biovar viciae
3841 (referred to below as R1v3841) described previously (23, 58). R. etli strains
were previously classified by using the following taxonomic criteria: the ability to
nodulate and fix nitrogen in common bean plants, the presence of reiterations of
the nifHDK operon encoding nitrogenase, and demonstration of species-specific
growth characteristics. The strains were isolated from distinct locations world-
wide and had different plasmid contents (Table 1).

DNA sequencing. Random genomic sequences were obtained from the seven
strains by the shotgun method, and this was followed by capillary DNA sequenc-
ing using an ABI3730XL automatic DNA sequencing machine (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). We determined the complete genomic sequence for one
strain, R. etli CIAT652 (referred to below as RetCIAT652), and partial genomic
sequences (coverage, about 1X) for the other six strains (Table 1). Assemblies
were obtained using Phred-Phrap-Consed software (15, 16, 24). Gaps were filled
in by use of appropriate PCR amplification. Partial assemblies were obtained for
the low-coverage genomes using only high-quality readings. An ad hoc perl script
was used to trim at least the first 20 low-quality bases at the 5" and 3’ ends of each
read. Reads with Phred values lower than Q20 were discarded.

Genome size prediction. We used the formula of Fraser and Fleischmann (19)
to estimate genome size (L) (L = —nw/In(c/n) where n is the number of clones,
w is the average read length, and ¢ is the number of contigs). To predict the
fraction (percentage) (p) of DNA which was not sequenced and to estimate
genome coverage, we employed the formula of Lander and Waterman (p =
e~™/) (33). To evaluate the accuracy of our predictions, we assembled 13,000
random reads for the complete genomes of RetCFN42 and RetCIAT652 and
then predicted the genome sizes of the other strains using the formula described
above and the partial genomic sequences. We found good agreement between
the predictions and the experimentally determined lengths of the complete
genomes (Table 1).

Protein families. We performed pairwise comparisons of the whole proteomes
of RetCFN42, RetCIAT652, and RIv3841 using BLASTp with an E value of
<le-7 without filtering for low complexity and enabling the algorithm of Smith
and Waterman (47). Orthologs were defined by constructing a similarity matrix
using OrthoMCL (35). Similarity matrices were used to run the MCL program
(14) to cluster orthologs (and recent paralogs) into families using the following
parameters: inflation (I) = 1.5, initial iteration (i) = 1.4, initial inflation (I) = 5,
scheme (K) = 7, and centering (c) = 1.2. Proteins that were not grouped into any
family were classified as single-member families.

Distribution profiles of single-copy protein families. Genes encoding members
of single-member protein families were located in the replicons of RetCFN42
(seven replicons), RetCIAT652 (four replicons), and RIv3841 (seven replicons).
To identify replicons with common gene contents in the three genomes, we
constructed a profile for each family using genome localization. The profiles were
given the following numbers: 1 for the chromosomes of the three genomes; 2 to
7 for plasmids of RetCFN42 and RIv3841, starting with the smallest plasmid; and
2 to 5 for plasmids of RetCIAT652, starting with the smallest plasmid. The
absence of a gene in any replicon was encoded 0. As expected, linked genes in a
replicon had the same profile. For instance, the profile 1-1-1 reflected genes
present exclusively in chromosomes, and the profile 1-1-2 meant that the gene
was located in the chromosome in two species but in plasmid 2 in the other
species. To visualize the profiles, we used the program E-Burst V3 (17, 50).

Annotation and comparative genomics. The RetCIAT652 genome was anno-
tated manually by following the gene model constructed for the previously
reported genomic sequence of RetCFN42 (23). Open reading frames were pre-
dicted by using GLIMMER 2.0 (10, 44), and annotations were obtained by
analysis of BLASTx hits with the nonredundant databases of GenBank and
Interpro. To compare partial genomic sequences with the nonredundant data-
base of GenBank, BLASTx searches were performed, and the top hits were
classified with respect to organisms with which they matched. Additional com-
parisons of the complete genomes of RetCFN42, RetCIAT62, and R1v3841 and
the collection of shotgun genomic sequences of strains of R. etli were performed
using either BLASTn, BLASTx, or Mummer (12). To be considered homologous
contigs, genes, or proteins, alignments had to be 30% (60% in the case of
contigs) identical over 60% of the length of the largest contig, gene, or protein.
Chromosomal islands were defined as contiguous groups of genes that were
present in one strain but not in another. Predictions of chromosomal islands were
obtained with the aid of the Alien-Hunter program (55). Pangenomic prediction
was performed using the power law fit method as described by Tettelin and
colleagues (54).

Genome tree construction. R. etli complete genomes and the contigs of partial
genomes were compared all versus all by BLASTn. Then we used the median
percentage of identity for bidirectional best hits between pairs of genomes as a
similarity measure, making no distinction between coding and noncoding regions
(48). Further, this value was used to estimate the evolutionary distances based on
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FIG. 1. Synteny relationships between RetCIAT652 and RetCFN42. (a) Nucmer plots of the chromosomes. (b) Nucmer plots of the concat-

enated plasmids.

the numbers of substitutions per site, to construct a distance matrix, and subse-
quently to construct an unrooted tree by the neighbor-joining method (57). For
estimation of evolutionary distances we used the Poisson distance (d), deter-
mined as follows: d = —Inp, where p is (¢ — 0.05)/0.95 and ¢ is the percentage
of identity.

Nucleotide sequence accession numbers. The complete sequences of the
RetCIAT652 chromosome (accession number NC_010994) and plasmids
pCIAT652a (NC_010998), pCIAT652b (NC_010996), and pCIAT652¢
(NC_010997) have been deposited in the GenBank database. Draft genomes of
R. etli strains 8C-3 (NZ_ABRA00000000), Brasil5 (NZ_ABQZ00000000),
CIAT894 (NZ_ABRDO00000000), GR56 (NZ_AABRD00000000), IE4771
(NZ_ABRDO00000000), and Kim5 (NZ_ABQY00000000) have also been depos-
ited in the GenBank database.

RESULTS

General features of the genome of R. etli CIAT652. R. etli
strains have diverse genomic architectures highlighted by
disparities in plasmid size and number (Table 1). To study
the degree of intraspecies genomic similarity and diver-
gence, we obtained the complete genomic sequence of Ret-
CIATG652, a strain isolated in Costa Rica, and the partial
sequences of six other R. etli strains isolated from various
sites worldwide (23). RetCIAT652 had a circular chromo-
some consisting of about 4,513 kb and three plasmids (des-
ignated pCIAT652a, pCIAT652b, and pCIAT652c¢) consist-
ing of about 414 kb, 429 kb, and 1,091 kb, respectively. The
chromosome of RetCIAT652 is 131 kb larger than the chro-
mosome of RetCFN42. In RetCIAT652, most of the genes
required for symbiosis were carried on the pCIAT652b plas-
mid, which is 58 kb larger than the equivalent plasmid of R. etli
CFN42, p42d. Annotation of the CIAT652 genome yielded
4,072 protein-encoding sequences (CDS) in functional classes
and a substantial number (about 2,220) of hypothetical and
orphan CDS. Compared with the CFN42 genome, the
CIAT652 genome contained 473 more CDS with unknown
functions and 215 fewer CDS for which functional annotations
were available. Like the CFN42 genome, the CIAT652 genome
contained a large number of CDS involved in transport and
transcriptional regulation. There were 20 sigma subunits en-

coded in the CIAT652 genome, compared with the 23 sigma
subunits encoded in the CFN42 genome.

Structural correspondence among RetCIAT652 and
RetCFN42 replicons. To establish structural correspondence
among the replicons of the two R. etli strains, the chromosomal
and plasmid sequences were aligned using Mummer (11). The
chromosomes of both strain showed a straight line of synteny
interrupted by several gaps of different sizes but without in-
versions or any other large rearrangements (Fig. 1). The plas-
mids were structurally heterogeneous, but some of them
seemed to be equivalent. For instance, pCIAT652a had several
large segments in common with p42e, as did pCIAT652b with
p42d (pSym), and pCIAT652¢ with p42f and p42b. There were
no matches with plasmids p42a and p42c of RetCFN42, indi-
cating that these plasmids were not present in RetCIAT652.

Previous genomic comparisons of RetCFN42 and its close
relative RIv3841 showed that there is extensive chromosomal
synteny and, to a lesser degree, synteny between some pairs of
plasmids (9). A similar result was obtained when RetCIAT652
and RIv3841 were compared (data not shown). Despite the
divergence of these species, plasmid pCIAT652a showed con-
servation with pRL11 and plasmid pCIAT652c showed conser-
vation with pRL9 and pRL12. The symbiotic plasmids of R. etli
(p42d and pCIAT652b) are not related to any replicon in
R1v38411, except for 20 common genes required for symbi-
osis (9). Recently, the complete genome sequences of two
strains of R. leguminosarum biovar trifoli (RtrWSM1325 and
RtrWSM2304) were deposited in the GenBank database;
for RtrWSM1325 the accession number for the chromosome
was NC_012850 and the accession numbers for the plasmids
were NC_12848, NC_12858, NC_12853, NC_12852, and
NC_12854, and for RtrWSM2304 the accession number for
the chromosome was NC_011369 and the accession numbers
for the plasmids were NC_11366, NC_011368, NC_011370,
and NC_011371. Strain RtrWSM1325 has 5 plasmids, and
strain RtrWSM2304 contains 4 plasmids. We looked for
plasmid equivalence between these strains and RetCFN42.
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gests that there may be a common plasmid pool for R. legu-
minosarum and R. etli.

Core genome of Rhizobium. Synteny relationships among the
replicons of the two R. etli strains and the single R1v3841 strain
indicate that the core genome of Rhizobium might be not
confined to the chromosome but may extend to some plasmids.
To test this possibility, we used a clustering method to group
the whole predicted proteomes encoded by the three complete
genomes into protein families and then examine the distribu-
tions of these families in replicons. We found that a set of 3,971
protein families was encoded in the three genomes; 3,753 of
these protein families were protein products of single genes,
whereas 218 families corresponded to families with two or

FIG. 2. Common protein families in R. et/i and RIv3841. A total of ~ more protein homologs encoded in the genomes (Fig. 2). The
19,0§§ gregrcﬁﬁ;ie Splrlcgitzintsheenéﬁgleodl\fg Ltl:lflzl éhl\r/leé LgZil(;nr]lt:}sl nvlvse(r;:401;585 genes encoding the 3,753 single-protein families were localized
E:::ee I\;Irzlit(e):rials and Metghods). The total numbers of %amilies are i,ndi- in the replicons of the three g enorpes by coqstructlng presence-
cated, and the total numbers of proteins are indicated in parentheses. absence profiles, as described in Materials and Methods.
Both single-member families and paralogous families are included. Genes encoding core protein families were found predomi-
BLASTXx searching of the GenBank nonredundant database for ho- nantly in chromosomes but were also present in plasmids com-
mologs of proteips ugique to RetCFN42, RetCIAT652, and RIv3841 mon to the three genomes (Fig. 3). There were two main
resulted in identification of 170, 350, and 291 orphan genes, respec- . . .
tively. clusters that contained plasmid-encoded proteins. One cluster

corresponded to p42f, pCIAT652c, and pRL12 genes encoding
242 proteins and represented 42% of the coding capacity of
Nucmer comparisons showed that the plasmids of the p42f, 23% of the coding capacity of pCIAT652c, and 30%
RtrWSM1325 and RtrWSM2304 strains have large syntenic of the coding capacity of pRL12. The second cluster consisted
regions in common with plasmids p42b, p42c, p42e, and p42f of 237 proteins encoded by genes in p42e (51% of the total
but not with the pSym (p42d) plasmid. This observation sug- coding capacity), pCIAT652a (59%), and pRL11 (37%). Fur-
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FIG. 3. Core genome profiles and their distribution in Rhizobium replicons. Single-member protein families were used to construct presence-
absence profiles for replicons of the three genomes. Large circles represent the most common profiles, and small circles represent profiles
containing few proteins. Plotting of profile distributions was accomplished by using the e-burst program (17, 50). Profile numbers were assigned
arbitrarily.
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thermore, most genes encoding these proteins were arranged
in syntenic segments common to the three plasmids (data not
shown). Another cluster consisted of 91 proteins common to
plasmid pCIAT652c, the largest plasmid in the CIAT652 ge-
nome, and plasmids p42b and pRLO. Since, as shown above,
plasmid pCIAT652c is related p42f and pRL12, this cluster
shows that pCIAT652¢ might represent a chimeric structure
that originated by interreplicon recombination. In addition,
several other minor profiles appeared in the analysis, indicat-
ing that intragenomic recombination also involves small DNA
segments (Fig. 3, smallest circles).

Core genome stability is affected by other recombination
processes, like gene duplications and gene loss. For construc-
tion of profiles we only used single-member proteins; thus, we
were unable to observe the effect of gene duplications. How-
ever, gene loss was illustrated well by the presence of profiles
that included proteins encoded by only two genomes in common
clusters. Proteins encoded by only two genomes are subgroups of
core replicons (data not shown). For example, proteins repre-
sented by the pCIAT642c-pCFEN42f, pCIAT652¢c-pRL12, and
pCFN42f-pRL12 profiles, as well as proteins encoded by two
chromosomes, fall into this category (data not shown). A par-
ticular but important case in this category is the proteins en-
coded by the symbiotic plasmids that have a unique profile for
the two R. etli strains and are grouped separate from the
symbiotic plasmid pRL10 of RIv3841 together with R. etli plas-
mid p42c (data not shown) (9). These data suggest that the
genes that encode proteins involved in symbiosis are not part
of the core genome of Rhizobium (Fig. 3). Quite a few of the
symbiosis genes that have been identified are common among
Rhizobium species (9, 22). In RetCIAT652, RetCFN42, and
RIv3841, only 11 genes were maintained in the symbiotic plas-
mids (cluster 18) (Fig. 3). These genes are nodA, nodB, nodC,
fdxB, nodl, nodl, fixX, fixA, fixB, fixC, and nifN.

Estimation of the size of the core genome of Rhizobium
was performed by using the methods of Tettelin et al. (54) and
the three complete Rhizobium genome sequences available
(RetCFN42, RetCIAT652, and R1v4841 sequences). This esti-
mation yielded 3,220 core genes (with a 99% confidence inter-
val) and predicted that about 99 new genes might be added to
the pangenome by every new complete genome sequence (data
not shown). Although the analysis was limited by the small
number of complete Rhizobium genome sequences available,
the estimate for the o parameter was 0.6. Since « represents
the proportion of new genes discovered as more genomes are
sampled, the fact that in this case « is <1 suggests that Rhizo-
bium might have an open pangenome.

Accessory genome of Rhizobium. The difference between R.
etli and R. leguminosarum can be measured by estimating the
numbers of species-specific proteins. Rlv3841 has the highest
number of individual protein families (2,071), whereas the two
R. etli strains were significantly different for this characteristic
(Fig. 2). There were 698 protein families of RetCFN42 that
were not present in RetCIAT652 and 994 protein families in
RetCIAT652 that were not present in RetCFN42. Most mem-
bers of these families are hypothetical conserved proteins with
unknown functions or orphans (23% and 35% for RetCFN42
and RetCIAT652, respectively). In contrast to core genes,
which have an average G+C content of 61%, genes unique to
each genome had low G+C contents (on average, 57 to 58%).
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To further examine genomic differences between R. etli
strains, we analyzed samples of genome sequences from six R.
etli strains having distinct geographical origins. The data were
obtained by random shotgun sequencing of whole genomes
with coverage of about 1X that of the predicted genome length
(Table 1). This coverage allowed estimation of the genome
lengths for these strains of R. etli. The genome size varied over
a wide range; strain GR56, an isolate from Spain, had the
smallest genome (about 5,000 kb), and RetCFN42 and
RetCIAT652 had the largest genomes. Thus, the differences in
genome sizes among the strains of R. etli examined here were
on the order of hundreds of kilobases to 1,500 kb (Table 1).

To determine genomic relationships among R. etli strains,
BLASTn analysis was used to compare the contigs of each
partial genomic sequence with the whole-genome sequences of
RetCFN42 and RetCIAT652 and the GenBank nonredundant
database. As expected, most sequences of R. etli strains were
present in the complete genomes (Fig. 4, red and orange bars).
These sequences were equivalent to approximately 3,000 kb of
common DNA and thus represented less than 50% of the total
genome of RetCFN42 or RetCIAT652. In addition, there was
about 1,000 kb in each strain for which no homologous
sequences were detected in the complete RetCFN42 ge-
nome. A smaller, but still substantial, amount of extra DNA
was found when similar comparisons were performed using
the RetCIAT652 genome as the reference (Fig. 4). A pro-
portion of this extra DNA showed matches to sequences of
other organisms deposited in the GenBank database. How-
ever, most of the extra DNA did not match any other se-
quence in the database. A small proportion of the extra
DNA was similar to sequences present in at least one other
R. etli strain (Fig. 4, dark blue and light blue bars).

Chromosomal islands in R. etli. When the collection of shot-
gun genomic sequences was aligned with the sequence of the
chromosome of either RetCFN42 or RetCIAT652, the distri-
bution of sequences along the chromosomes was found to be
essentially random. Almost every chromosomal region of
RetCFN42 and RetCIAT652 contained sequences present in
at least one strain. Nevertheless, some chromosomal regions in
RetCFN42 and RetCIAT652 contained sequences with no
matches with any sequence from either incompletely or com-
pletely sequenced R. efli strains or RIv3841 (Fig. 5). A predic-
tion of the Alien Hunter program suggested that many of these
regions are chromosomal islands that were acquired by hori-
zontal transfer. Such regions differ from the average with re-
spect to nucleotide composition and codon usage. We analyzed
13 chromosomal islands that were present exclusively in
RetCFN42 and 12 chromosomal islands that were unique to
RetCIAT652. As Fig. 5 shows, these islands were for the most
part not present in the other R. efli strains examined and
RIv3841. The chromosomal islands were variable in length
(range, about 8 kb to 69 kb), and the largest chromosomal
island was found in the RetCFN42 chromosome. The islands
were dispersed throughout the chromosomes, and only three
locations appeared to be preferentially used for island inser-
tion. Islands 3, 4, and 6 of RetCFN42 had the same locations
as islands in the RetCIAT652 chromosome (islands 3, 4, and
5), but the islands differed in gene composition. Island 3, be-
tween the tRNA™® and tRNAS™ genes in the RetCFN42
chromosome, contains genes already described as the a-Ips
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FIG. 4. DNA common to or unique in R. etli strains. DNA readings from each partial genome sequence assembled into contigs were compared,
using BLASTn, with the complete genomic sequences of RetCIAT652 (red bars) and RetCFN42 (orange bars), using the parameters described
in Materials and Methods. Contigs without matches to RetCIAT62 or RetCFN42 sequences were compared with the GenBank nonredundant
database (dark green and light green bars, respectively). The dark blue bars indicate the remaining DNA in contigs without matches with either
RetCIAT652 or the nonredundant database, and the light blue bars indicate the remaining DNA in contigs without matches with RetCFN42 or
the nonredundant database. These contigs contain sequences found only in R. ef/i and orphan genes.

region, which is involved in synthesis, maturation, and trans- the presence of this island is not widespread in R. efli. In
port of the O antigen (8, 13). Although mutations in some contrast, an island at the same position was found in the chro-
genes of this locus affect the symbiotic capabilities of R. etli mosome of RetCIAT652, and it also seemed to contain genes
CE3 (a streptomycin-resistant strain derived from RetCFN42), involved in polysaccharide synthesis and transport; however,
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FIG. 5. Chromosomal islands in R. etli. Readings for every partial genomic sequence were aligned, using BLASTn, with the chromosomes of
RetCIAT652 (a) and RetCFN42 (b). The outer blue circles represent sequences from strains 8C-3, Brasil 5, CIAT894, GR56, IE4771, and Kim3,
respectively, from the outside toward the center. The inner green circles represent alignments with the chromosomes of RIv3841 and RetCFN42
(a) or with the chromosome of RetCIAT652 (b). The next circles represent the G+C content, which was either above average (blue peaks) or
below average (red peaks). The two black circles represent genes unique to RetCIAT652 (a) or RetCFN42 chromosomes (b), and the distribution
of tRNA genes along the chromosomes is also shown (> and <). The numbers outside the circles indicate putative islands in the chromosomes
of RetCIAT652 (a) and RetCFN42 (b), predicted by the Alien Hunter program (55), that agree with regions without any sequence representation
(red bars) or heterogeneous sequence representation (turquoise bars) in other R. etli strains.
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FIG. 6. Nucleotide identities for the replicons of RetCIAT652 and RetCFN42. Local alignments constructed by BLASTn for the two genomes
were computed using individual maximal segment pairs (MSPs). All MSPs more than 200 bp long with levels of nucleotide identity of >79% (the
lowest value found) were recorded. The average length of MSPs was 2,234 bp. The MSPs for the pCIAT652b-pCFN42d (pSym) pair were the
longest MSPs (average, 3,974 bp; longest match, 42,006 bp) and exhibited the highest levels of nucleotide identity (98 to 100%).

none of these genes was homologous to genes of the a-Ips loci.
Island 4 of both chromosomes was highly variable in terms of
genetic content, whereas island 6 in RetCFN42 (island 5 in
RetCIAT652) was located near the putative terminus of rep-
lication, a region of the bacterial chromosome thought to un-
dergo frequent genetic rearrangement. The other islands har-
bored most genes unique to RetCFN42 or RetCIAT652. These
genes are genes related to a variety of enzyme activities, genes
with unknown functions, and mobile elements (insertion se-
quences and genes of phage and plasmid origin). Genomic
comparisons of B. japonicum strains using macroarrays of the
reference strain B. japonicum USDA110 showed the presence
of 14 genomic islands, some of which were associated with the
symbiotic performance of strain USDA110 (29). Thus, the
presence of genomic islands in R. etli might also be related to
some symbiotic capabilities, but this possibility was not ad-
dressed here.

DNA conservation among R. efli pSym plasmids. We showed
that the two complete R. etli genome sequences displayed a
high degree of conservation at the chromosomal level and that
large syntenic segments were present in plasmids. To evaluate
the level of DNA divergence between homologous replicons of
the two completely sequenced R. etli genomes, we compiled all
local alignments made by BLASTn. The aligned regions of
plasmids pCIAT652a and pCIAT652c, as well as those of the
chromosomes, had levels of nucleotide identity of about 85 to

95% (Fig. 6). In marked contrast, sequences that the pSym
plasmid of RetCFN42 (pCFN42d) and the pSym plasmid of
RetCIAT652 (pCIAT652b) had in common showed the high-
est levels of nucleotide identity for these genomes (98 to
100%) (Fig. 6). Mummer alignments of the collection of partial
genomic sequences with the complete genome sequence of
RetCFN42 showed a similar pattern of nucleotide identity in
the pSym plasmids, in contrast to the rest of the genomic
sequences (Table 2). An exception to this pattern was strain
1E4771, an isolate from Puebla, México, which had the most
divergent pSym sequences compared with the pSym plasmid
sequences of both RetCFN42 and RetCIAT652. Strain IE4771
also had a low proportion of pSym sequences (less than 10%)
compared with other strains, which clearly contained at least
50% of the pSym sequence (Table 2). This indicates that the
IE4771 strain lost pSym or that a different type of pSym plas-
mid is present. The latter suggestion seems more plausible
because BLASTx comparisons of the partial sequence of strain
IE4771 yielded matches with some pSym genes of RetCFN42
or RetCIAT652, including nifH, nifA, fixN, fixA, and fixB.
When the R. etli CIAT652 genome was used as a reference
in a comparison of the partial genome sequences, other con-
servation patterns were observed. Strains 8C-3 and Brasil 5
exhibited a high level of nucleotide conservation compared to
RetCIAT652, and there were no appreciable differences in
nucleotide identities among the pSym sequences and the rest
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TABLE 2. Nucleotide identities of pSym sequences®
CFN42 CIAT652
Strain Genome pSym Genome pSym

% % % % % % % %

Identity Coverage Identity Coverage Identity Coverage Identity Coverage
8C-3 90.3 =33 29 979 = 3.7 54 98.1 = 2.7 37 96.8 = 3.8 51
Brasil5 90.2 +33 26 97.1 = 3.6 50 96.6 = 2.5 32 973+ 4 55
CIAT894 89.1 £2.9 29 96.6 + 4 44 89.7+ 3.1 31 97.7+35 46
GR56 90.2 = 3.1 35 972 +3.9 58 92529 40 96.4 = 4 61
1E4771 89 = 3.1 33 89.2 = 4.5 10 92 £29 37 89.3 =44 9
Kim5 89.9 = 3.1 36 96.7 = 4.4 54 9229 40 92.6 x4 52

“ The values are averages *+ standard deviations. The genome data are the results for the chromosome and plasmids of the strain without the sequences that match

the pSym sequences of CFN42 or CIAT652.

of their genomes. Two strains (IE4771 and Kim5) had the
lowest levels of nucleotide identity in the genome as a whole,
and only strains CIAT894 and GR56 had pSym sequences that
were more conserved than the chromosome (Table 2).

To evaluate if there is a relationship between the overall
genomic divergence in R. etli strains and the conservation of
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FIG. 7. Genetic relatedness of R. etli strains. A distance matrix
derived from all-versus-all BLASTn alignments was used to estimate
the degrees of divergence among R. etli strains and R1v3841. Next, an
unrooted tree was constructed using the neighbor-joining method of
the PHYLIP program (see Materials and Methods). The numbers at
the branch points indicate the numbers of substitutions per site.

pSym, we constructed a distance matrix tree based on BLASTn
comparisons performed in an all-versus-all manner, using both
the two complete genomes and the partial genomic sequences
of R. etli and including RIv3841 as the outgroup (Fig. 7). This
tree showed that RetCIAT652, 8C-3, and Brasil 5 are very
closely related but the rest of the strains have diverged to
different degrees. In particular, RetCFN42 appeared to have
no close relatives. Based on all of these observations, we con-
cluded that pSym sequences are highly conserved and dis-
persed in variable genomic backgrounds.

DISCUSSION

Previous theories of bacterial evolution emphasized that
bacteria have evolved a “strategy to expand the effective ge-
nome size of the species without imposing on each individual
the burden of reproducing the entire genome” (7). Campbell
and other researchers hypothesized that a bacterial genome is
composed of an “euchromosome” and “accessory elements”
(7, 43). The terms have been changed in the modern genomic
era and are now the “core genome” and “pangenome” (3, 37,
52). The core genome is defined as the set of genes shared by
all members of a monophyletic group (1). In contrast, the
pangenome is an expanded version of the repertoire of genes
found in a species, and accessory genes are not present in all
individual bacteria. Genome sequences of a number of strains
of species such as S. agalactiae, E. coli, Haemophilus influenzae,
and Streptococcus pneumoniae have provided support for this
concept (27, 28, 42, 52).

We have previously sequenced the complete genome of
RetCFN42, the reference strain. Here we approached an un-
derstanding of the pangenomic structure of R. etli by sequenc-
ing another complete genome and by low-coverage sequencing
of six other genomes of strains of R. efli. We found a set of
genes that might represent the core genome of Rhizobium by
comparing sequences of the two complete R. etli genomes and
the sequence of the close relative Rlv3841. Furthermore, we
found that in R. etli (and RIv3841) the core genome is not
limited to the chromosome but also extends to some large
plasmids. It is known that members of the rhizobia have mul-
tipartitioned genomes composed of the chromosome and a
variable number of plasmids (31, 49). Genes of the core ge-
nome are commonly carried on the chromosome and are main-
tained in syntenic blocks in closely related species (25, 51). In
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contrast, neither symbiotic plasmids nor other plasmids are
conserved, except for the presence of a few common genes (21,
23). We found here that plasmids p42f, pCIAT652c, and
pRLI12 are highly related in terms of gene content, as are
plasmids p42e, pCIAT652a, and pRL11 and might be consid-
ered part of the core genome. The large plasmids and the
linear chromosome of Agrobacterium, chromosome II of Bru-
cella, and the pSymB plasmid of Sinorhizobium meliloti might
also be viewed as secondary chromosomes (46). The sizes of
the replicons, the G+C content, and the presence of certain
classes of genes normally found in primary chromosomes make
this possibility plausible. Recently, Slater and colleagues sug-
gested that secondary chromosomes originated via in-
tragenomic gene transfers from primary chromosomes to an
ancestral repABC replicon (46). Evidence for this hypothesis
comes from the conservation of several syntenic blocks of
genes, such as minCDE (cell division proteins), hutIGU (histi-
dine biosynthesis), and pcaGHID (protocatechuate biosynthe-
sis), in secondary chromosomes and plasmids across members
of the rhizobia (46). These three blocks of genes are located in
the p42e-pCIAT652a-pRL11 cluster that is included in the set
of genes encoding core proteins. Our comparison in the
present work revealed that a substantial proportion of about
479 single-member protein families are encoded in the largest
plasmids common to the genomes of R. etli and RIv3841. Fur-
thermore, most genes encoding these proteins were arranged
in common syntenic segments (data not shown).

We found that a substantial proportion of DNA in the newly
partially sequenced strains of R. etli was not present in the
model strain RetCFN42 and in RetCIAT652, whose new com-
plete genome sequence is reported here. There were 738 and
1,002 different protein-encoding genes in RetCFN42 and
RetCIAT652, respectively, for which complete genome se-
quences are available. Similar amounts of extra DNA were
detected when partial genomic sequences of various R. etli
strains were compared to sequences of the complete genomes
of RetCFN42 and RetCIAT652. The extra DNA represents
the accessory component of the R. etli pangenome. This DNA
has a low G+C content and contains numerous hypothetical
genes and mobile elements that are also common in the ac-
cessory components of other bacterial species. Strain-specific
chromosomal islands, which were shown here to be present in
the chromosomes of RetCFN42 and RetCIAT652, are some of
the locations of such extra DNA. The plasmid pool of R. etli is
variable and also contributes importantly to the extra DNA,
but it is not known to what extent.

A striking result of the present work was the high level of
nucleotide identity in homologous segments of pSym of R. etli,
in contrast to the more divergent sequences seen in the rest of
the genome. In these segments there are 210 very conserved
CDS (98 to 100% nucleotide identity), which represent 60% of
the coding capacity of the pSym plasmid of RetCFN42, includ-
ing known symbiosis genes (nif, nod, fix, fdx), as well as other
genes not involved in symbiosis (vir, tra) and hypothetical
genes. Only strain IE4771 displayed a low level of nucleotide
identity and a low level of coverage compared with pSym
sequences of RetCFN42 and RetCIAT652. According to 16S
RNA gene data and nodulation tests, strain IE4771 belongs to
an R. etli group that is distinct because it has two copies, not
three copies, of nifH (three copies are usual in the more com-
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mon R. etli strains) (45). These data suggest that at least two
symbiotic plasmids may exist in the R. etli population. One
plasmid would be highly conserved, often found in R. etli iso-
lates, and prototypically defined by three nifH reiterations.
This plasmid is exemplified by the pSym plasmids of
RetCFN42 and RetCIAT652. The other, more divergent pSym
plasmid, which is present in isolates from Puebla, México, has
not been characterized at the genomic level yet. A recent
origin of pSym is the simplest explanation for the high level of
conservation of pSym in very divergent R. etli isolates. Alter-
natively, nodulation performance might provide strong selec-
tion pressure, selecting against any variation in pSym. The
latter hypothesis seems improbable, as pSym genes with roles
in nodulation and genes having unknown functions both have
identical nucleotide sequences. In previous work, we analyzed
the patterns of single-nucleotide polymorphisms in DNA se-
quences of the pSym plasmids of several R. etli strains (some of
which were included in this study) (18). The data indicate that
most of the nucleotide substitutions are spread over the pop-
ulation by recombination and that the contribution of muta-
tions to polymorphism is relatively low. In agreement with this
model, very few nucleotide variations were found in the pSym
sequences compared here.

Several years ago Palacios and colleagues (38) asked how
many genotypes would be capable of conferring the R. etli
phenotype. Our data indicate that a unique pSym genotype (or
perhaps very few pSym genotypes) might be responsible for the
ability of R. etli to nodulate the common bean. Other compar-
ative genomics studies using microarrays have shown that the
symbiotic plasmid pSymA is the most variable replicon in
strains of S. meliloti (20, 26). This result contrasts with the
pSym conservation in the R. etli strains compared here. Since it
was demonstrated that the ability to nodulate is encoded by
plasmids (30), it has been common to call these plasmids “sym-
biotic.” New genome sequencing technologies and compara-
tive genomics have revealed that a variety of mechanisms have
led to symbiosis with legumes (36) and that pSym plasmids in
rhizobial species are not comparable despite the fact that they
have some common nod and nif genes. It should be empha-
sized that as genome sequence technology is becoming more
accessible, it is now feasible to analyze many more R. etli
genomes to understand diversification and evolution in R. etli
pSym plasmids and the genome of the species as a whole.
Future work should also help determine more accurately the
sizes of the core and accessory genomes, as well as the size of
the plasmid pool of R. etli. Lastly, a clear picture of the evo-
lutionary relationships among the different genome compo-
nents of Rhizobium should emerge from studies performed
with this kind of approach.
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