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Resumen

En el presente trabajo se analizaron iz silico el niimero de copias
y la funcién de las familias multigénicas de Rbizobium etli CFN42.
Ademds, se compararon con aquellas descritas en Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium sp. NGR234, Bradyrhizobium japonicum,
Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti. Los resultados sugieren
que R. etli presenta la mayor cantidad de genes reiterados y que no hay
una correlacién directa entre el niimero de repeticiones y el tamaiio
del genoma. Asi mismo, se determiné que el mayor porcentaje de las
repeticiones encontradas en R. ezli se localizaron en pldsmidos, cuyas
funciones estin fuertemente asociadas a la simbiosis con plantas.
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Abstract

In the present study, the number of copies and the function of the
multigenic families of Rbizobium etli CFN42, were in silico analyzed.
In addition, they were compared with those described in Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium sp. NGR234, Bradyrhizobium japonicum,
Sinorhizobium meliloti and Mesorhizobium loti. The results suggest that
R. etli displays the greater amount of repeated genes and that there
is not a direct correlation between the number of repetitions with
the size of the genome. Also, we determined that a great percentage
of this repetitions found in R. ezli is located in plasmids, whose
functions are strongly associated to the symbiosis with plants.
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Introduccion

La recombinacién homdloga se define como el proceso por el
cual dos secuencias de ADN idénticas o altamente similares
intercambian informacién genética. Este es un mecanismo de
intercambio genético que juega importantes papeles durante la
reparacion del ADN, la segregacion de cromosomas, la generacién
de variacién genética, por mencionar algunos (West, 2003;
Marians, 2004). Asi, los eventos de recombinacién homdloga
requieren la presencia de secuencias repetidas.

Se ha sugerido que dicha caracteristica es comtn en
diversos genomas bacterianos (Romero ez al, 1999) y que
tales reiteraciones pueden estar localizadas en cromosomas o
pldsmidos, o en ambos, lo que podria generar diversos rearreglos
genémicos. Un resultado de un evento de recombinacién entre
secuencias repetidas del tipo entrecruzamiento o crossover,
generarfa amplificaciones o deleciones (Orozco-Mosqueda, e a/
2009). En una delecién, se podrian perder genes con funciones
importantes que pondrian en riesgo la viabilidad celular, mientras
que en las amplificaciones se incrementaria el nimero de copias
de un segmento de ADN. Por otra parte, un segundo resultado
serfa un evento de conversidon génica, la cual se define como la
donacién unidireccional de informacién genética entre las dos
moléculas que interactdan (Szostak ez al., 1983). Cabe destacar
que la conversién génica estd asociada a la evolucién concertadas
de familias multigénicas, asi como la variacién antigénica en
bacterias patdgenas que ayudan a evadir el sistema inmune del
huésped (Santoyo y Romero, 2005).
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Las reiteraciones multigénicas y los procesos de recombinacién
homéloga han sido ampliamente estudiados en sistemas
eucariotes y procariotes, tales como: Saccharomyces cereviciae
(Kuzminov, 2001), Escherichia coli (Takahashi y Kobayashi,
1990), Salmonella typhimurium (Alani et al., 1994) y Bacillus
subtilis (Belle et al., 2004). Sin embargo, otros grupos bacterianos
como las bacterias fijadoras de nitrégeno (conocidas como
rhizobias) han recibido poca atencién. Una probable razén es
por su importancia agronémica, aunque sin duda representan un
sistema interesante dentro del 4rea de la recombinacién homdloga
por la gran cantidad de secuencias repetidas que presentan sus
genomas (Romero ¢t al., 1999; Gonzdlez et al., 20006).

En este trabajo se analizd in silico la presencia, niimero de
copias y funcién de familias multigénicas del genoma de R. e#/i.
Ademids, hacemos un andlisis comparativo con las reiteraciones
encontradas en otros genomas de rhizobias representativas
(R. leguminosarum, Rhizobium sp. NGR234, Bradyrhizobium
Japonicum, Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti). Es de
resaltar que se analizaron Gnicamente familias multigénicas por su
importancia bioldgica; aunque existen otro tipo de reiteraciones,
tales como transposones, secuencias de insercién o aquellas no
codificantes.

Métodos

Se realiz6 labisqueda de genes repetidos reportados en laliteratura,
empleando la base de datos PUBMED (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed) del National Center for Biotechnology
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Information (NCBI). Posteriormente, se corrobord la presencia
de cada copia de las reiteraciones por busquedas tipo BLAST del
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), obteniendo el
nombre del gen repetido, localizacién gendmica, funcién y su
nimero de copias. As{ mismo, se obtuvo y analizé la secuencia
completa del genoma de cada rhizobia: R. eli (NC_007761.1),
Rhizobium sp. NGR234 (NC_012587.1), R. leguminosarum
(NC_008380.1), B. japonicum (NC_004463.1), S. meliloti
(NC_003047.1) y M. loti (NC_002678.2) para corroborar la

localizacién genémica de cada familia multigénica.

Resultados y discusion
Los genomas de bacterias fijadoras de nitrégeno, comtiinmente
conocidos como rhizobias, presentan diferencias importantes
en el tamafo y en arquitectura genémica (Tabla 1). Algunas
bacterias contienen varios pldsmidos como el caso de Rhizobium
etli, que cuenta con un cromosoma y seis pldsmidos, mientras
que el genoma de Bradyrhizobium japonicum estd compuesto de
un solo cromosoma y carece de pldsmidos. El andlisis realizadé
revel6 que la bacteria R e#li posee el mayor nimero de genes
repetidos, con 31, mientras que R. leguminosarum y Rhizobium
sp. NGR234 presentan tnicamente 12. El genoma mds grande
analizado en este trabajo fue el de B. japonicum, en el que se
encontraron 21 reiteraciones que pertenecen a familias génicas,
lo que sugiere que no existe una correlacién entre el nimero de
repeticiones y el tamano del genoma (Figura 1). Sin embargo, es
de resaltar que R. etli es la rhizobia mds estudiada en el 4rea de
la recombinacién homéloga y dindmica de genomas, por lo que
no se descarta la posibilidad de que, conforme se estudien en
mds detalle otras rhizobias, éstas contengan un mayor nimero
de repeticiones génicas (Quinto ez al., 1982; Romero et al., 1991
y 1995).

Las diferentes reiteraciones encontradas se localizaron en
diversos replicones, ya sea cromosoma o pldsmido, o en ambos.

R.sp. NGR234

S. melitoti

Tabla 1. Contenido y estructura genémica en rhizobias representativas.

. Plasmidos Cromosoma Genoma total
Especie
(pb) (pb) (pb)

Bradyrhizobium 0 9,105,828 9,105,828
Jjaponicum
Rhizobium 6 (2,694,167) 5,057,142 7,751,309
leguminosarum
Mesorhizobium loti 2 (560,226) 7,036,071 7,596,297
Rhizobium sp.
NGR234 2 (2,966,198) 3,925,702 6,891,900
Sinorhizobium 2 (3,037,559) 3,654,135 6,691,694
meliloti
Rhizobium etli 6 (2,148,620) 4,381,608 6,530,228

Esto sugiere que dichas reiteraciones pueden ser blanco para
llevar acabo eventos de recombinacién homdloga, y asi, generar
eventos de conversién génica y/o diversos rearreglos genémicos
(Orozco-Mosqueda ez al., 2009). Estos datos estdn en acuerdo
con Gonzdlez et al. (2006) donde reportan mds de 130 secuencias
repetidas presentes en los diferentes replicones del genoma de R.
etli CFN42. Es importante remarcar que no todas las secuencias
repetidas encontradas por Gonzélez ez al. (2006) forman parte
de familias multigénicas, y que ademds, podrian ser secuencias
pequenas (aproximadamente 100 pb) que no serian objetivos
para llevar a cabo eventos de recombinacién homdéloga. Se ha
sugerido que el minimo requerido para llevar a cabo eventos de
recombinacién homdloga a una alta frecuencia es de 300 pb o mds
en E. coliy R. etli (Santoyo et al., 2005). Por lo tanto, la presencia
de familias multigénicas, que pueden ser genes de mds de 1000
pb y con una alta similitud es mds probable que participen en
eventos de evolucion concertada o rearreglos genémicos (Hansen
et al., 2000; Guo et al., 2003; Santoyo y Romero, 2005).
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Figura 1. Niimero de genes repetidos en diferentes
especies de rhizobias y comparacién con el tamaiio 0
de genoma.
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Figura 2. Funcién de los genes reiterados en R. etli.

Las rhizobias pueden vivir de manera saprofitica o formando
simbiosis con diversas especies de plantas (Bena ez a/., 2005). Para
ello, requieren de la funcién de diversos genes que se encuentran
localizados principalmente en pldsmidos (Brom ez al., 1991). Por
lo anterior cabe destacar que entre las reiteraciones encontradas
estan los genes: fix, groEL, groES, nifH, nifD, nifK, nodD, dnal,
cuyos productos representan el 36% de las repeticiones y se
encuentran relacionados con la nodulacién y fijacién de nitrégeno
(Figura 2); asimismo, es importante destacar que el 66% de
genes reiterados en R. etli se localizaron en los pldsmidos (Figura
3). Hasta el momento se desconoce con precisién la razén del por
qué los genomas de rhizobias contienen varias copias de genes
que participan en procesos simbidticos. Se ha argumentado que
por medio de eventos de conversién génica, que conlleven a la
evolucidn concertada de la familia multigénica se podria evitar
la generacién de pseudogenes; sin embargo, un pseudogene de la
misma manera podria convertir un gen funcional en una copia
mds sin actividad. Por otra parte, en un trabajo reciente por Guo
et al., (2003) han sugerido que la presencia de dos o mds genes
relacionados con la fijacién de nitrégeno (nifH) podria tener
ventajas desde el punto de vista biotecnoldgico, ya que por medio
de la seleccién de eventos de amplificacion se seleccionarfan
cepas con una mejor capacidad para fijar nitrégeno, y mejorar de
manera indirecta, el crecimiento de la planta.

En conclusién, los genomas de rhizobias pueden ser un
excelente sistema para estudiar las reiteraciones génicas y su papel
en la dindmica gendmica, ya que contienen una gran cantidad
de genes o familias multigénicas, principalmente aquellas
relacionadas con la simbiosis de plantas. Asi mismo, conforme
se vayan secuenciando mds genomas completos de rhizobias, los
andlisis comparativos mostrardn un panorama mds completo de
su estructura genémica.
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