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SUMMARY

Next-generation sequencing technologies developed in recent years have
let an increase in the number of bacterial genome sequencing projects. Cur-
rently, Proteobacteria is the phylum which presents the larger number of
bacterial genome sequencing projects, and Alphaproteobacteria contains
more than 600 completely sequenced genomes. Within this class, rhizobia
is a well studied soil bacterial group that establishes symbiotic interaction
with leguminous plants. Sinorhizobium bacteria are the microsymbionts of
Medicago (e.g., M. sativa and M. truncatula), Melilotus and Trigonella legume
species. S. meliloti 1021 was the first sequenced strain within this genera,

and it is considered one of the rhizobia reference genomes.

In recent years several isolates belonging to S. meliloti species have been
completely sequenced, such as SM11, AK83, BL225C, Rm41 and 2011. In
chapter 1 we present the complete genome sequencing project of S. meliloti
GR4, a widely studied strain isolated from Granada agronomic soils 30
years ago. It contains a 7.14 Mb size genome composed of five replicons:
chromosome (3.6 Mb), two cryptic plasmids, pRmeGR4a (176 kb) and pRme-
GR4b (226 kb), and two symbiotic plasmids, pRmeGR4c (1.4 Mb) and pRme-
GR4d (1.7 Mb). In order to perform genome resolution, a new parameter
called Fold Coverage Index (FCI) has been described. FCI estimates the
copy number of any genome sequence, and it has been useful to assign

any sequence to an specific replicon.

An important constituent of bacterial genomes is the mobilome, which
comprises all mobile genetic elements (MGEs) of a genome. One of these
MGE:s are group II introns. They are catalytic RNAs and mobile retroele-
ments initially found in organelles of plants and lower eukaryotes, and later
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identified in bacteria and archaea. One of the best studied group II introns
is RmIntl, discovered in S. meliloti GR4. We have characterized two RmInt1
phylogenetically related group Il introns: RmInt2 (a novel intron found in S.
meliloti GR4) and SmedIntl (discovered in S. medicae WSM419 and named
Sr.md.I1 in the group II intron database). Their distribution as well as the
dispersion of their DNA target (different IS elements) are analyzed in silico
and compared with RmlInt1 spread (chapter 2).

Group Il introns consist of a highly structured RNA (ribozyme) in six do-
mains (DI to DVI) and an internally encoded protein (known as IEP) within
DIV. Both components, ribozyme and IEP, are necessary for excision and
mobility processes, and several studies have demonstrated that host fac-
tors are also required. In chapter 2 we analyze the host chaperone GroEL
implication in RmIntl excision. In chapter 3 we demonstrate the excision
and mobility of RmInt2 and SmedIntl. By constructing chimeric introns
that combine different IEPs and ribozymes from studied introns (RmlIntl,
RmInt2 and SmedIntl) we empirically corroborate the suggested coevolu-
tion between these two components (chapter 3). In addition, RmInt2 can in-
crease the group Il intron collection available to be used as a gene-targeting
vector for genetic enginering since it shows mobility in heterologous hosts
as Escherichia coli (chapter 3).
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SECUENCIACION MASIVA

1.1 SECUENCIACION MASIVA

La secuenciacién del DNA ha sido ampliamente utilizada en biologia des-
de hace mas de 30 afios, y hoy en dia es una herramienta indispensable para
la investigacién en cualquier campo. A mediados de la década de los 70 se
desarrollaron métodos rapidos de secuenciaciéon del DNA que sustituyeron
a los anteriores métodos usados, como eran el método “de punto corrido”
de Gilbert & Maxam (1973) o el método de “mds y menos” de Sanger &
Coulson (1975). El primero de estos métodos rapidos publicado fue el pro-
puesto por Maxam & Gilbert (1977), en el cual se modifica quimicamente el
DNA y seguidamente se corta en bases especificas. Sin embargo, el método
de terminacién de cadena desarrollado por Sanger et al (1977), basado en
el uso de dideoxinucleétidos trifosfato (ddNTPs; nucleétidos a los que les
faltan dos grupos trifosfato, impidiendo asi la unién de otro nucleétido), se
acab6 imponiendo por su sencillez y precisiéon. Con este método se llevé a
cabo la secuenciacion del primer genoma, el bacteriéfago $X174, de 5.386
nt (Sanger ef al, 1978). La secuenciacién mediante el método Sanger se ha
ido mejorando con el uso de etiquetas fluorescentes en vez de radiactivas,
para detectar la marca de terminacion, y con el uso de electroforesis capi-
lar en vez de geles de poliacrilamida, para discriminar las bases. A pesar
de que se han explorado varias aproximaciones para reemplazarlo, como la
secuenciaciéon por hibridacién, por microscopia de fuerza atémica, por es-
pectémetro de masas o por sintesis, el método Sanger ha sido la tecnologia
dominante durante cerca de 20 afios (Rothberg & Leamon, 2008).

Los proyectos de secuenciaciéon a gran escala normalmente han necesi-
tado la clonacion de fragmentos de DNA en vectores bacterianos, ampli-
ficacion y purificacién de las muestras individuales, y una secuenciacién
por el método Sanger (figura 1.1A). Este se ha considerado una tecnologia
de secuenciacion de primera generacion, que finalmente ha sido reemplaza-
do por nuevos métodos de secuenciacion llamados de siguiente generacién
(NGS, Next Generation Sequencing) que llevan a cabo una secuenciacién mas
versatil (Lee & Tang, 2012). No obstante, el rdpido avance en la metodologia
ha llevado a la diferenciacién de técnicas de secuenciaciéon de segunda gene-
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Figura I.1: Comparacién del flujo de trabajo de la secuenciacién de primera y
segunda generacion. (A) La secuenciaciéon mediante el método Sanger
conlleva una etapa de clonacién in vivo y, tras el tinico ciclo de secuen-
ciacién que se realiza, se obtiene una lectura por cada electroforesis. (B)
Las técnicas de SGS generan grupos de amplicones que llevan un adap-
tador con el que se realiza posteriormente la secuenciacién. El proceso
de secuenciacién consta de varios ciclos, tras los que se consiguen mds
de 10° lecturas. Adaptada de Shendure & Ji, 2008.

raciéon (SGS), basadas en reacciones de PCR para obtener la muestra que se
secuenciara, y de tercera generacion (TGS), donde se secuencian moléculas
unicas de DNA (Schadt et al, 2010).
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La tecnologia NGS tiene gran diversidad de aplicaciones, como ChIP-
Seq, RNA-seq, transcriptémica, metagendmica, asi como secuenciacién de
nuevos genomas y resecuenciacion de otros. Sin embargo, presenta prin-
cipalmente dos inconvenientes: la longitud de las lecturas (menor que la
secuenciaciéon convencional) y la precision de la técnica. Por tanto, es nece-
sario evaluar las ventajas e inconvenientes de cada técnica para asi deter-
minar cudl de ellas se adapta mejor a los distintos estudios que se pueden
llevar a cabo (Metzker, 2010).

I.1.1 Técnicas de SGS

Hoy en dia existen una serie de plataformas de SGS basadas en diversas
aproximaciones, aunque todas ellas siguen un flujo de trabajo conceptual-
mente similar (figura I.1B). Primero se genera una genoteca mediante frag-
mentacion aleatoria del DNA, en la que se produce la ligacién, in vitro, de
una secuencia llamada adaptador. Y después se lleva a cabo la creacién de
grupos de amplicones clonados sobre un area, que se secuencian mediante
un proceso que consiste en sucesivos ciclos donde se alternan la reacciéon
de extension y la adquisicién de imagenes de ese drea (Shendure & Ji, 2008).

Las principales plataformas de SGS se describen a continuacion.

1.1.1.1 Plataforma 454/Roche

Esta fue la primera plataforma de secuenciacién masiva disponible en el
mercado, y se fundamenta en el método de pirosecuenciacion descrito por
Ronaghi et al (1996), el cual no necesita electroforesis ni cebadores marcados,
sino que se basa en la deteccién de los pirofosfatos liberados en la reaccién
de polimerizacién del DNA. La integracién de ese proceso de pirosecuen-
ciacién con un método de PCR de emulsién (Dressman et al, 2003), llevados
a cabo en placas de secuenciacién con pequefios pocillos, dio lugar a la tec-
nologia 454 (Margulies et al, 2005).
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Figura 1.2: Proceso de secuenciacion llevado a cabo por la tecnologia 454 GS-FLX
de Roche. (A) Primero se fragmenta el DNA, se ligan adaptadores a los
fragmentos y éstos se unen a unas bolitas en las que tiene lugar una PCR
de emulsién. Cada bolita con los grupos de amplicones en su superficie
se deposita en uno de los pocillos de la placa de secuenciacién. (B) Reac-
cién de pirosecuenciaciéon que ocurre cuando la polimerasa incorpora
nucleétidos, la cual termina con la emisién de una sefial luminica que
se mide con una cdmara acoplada al sistema. Adaptada de Mardis, 2008.
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La primera etapa, comun a las técnicas de SGS, consiste en la creacion
de una genoteca mediante fragmentacién del DNA vy ligacién de dos adap-
tadores diferentes en ambos extremos (figura [.2A). Cada fragmento resul-
tante se une a la superficie de una bolita de agarosa de 28 pm de didmetro
en condiciones que favorecen la unién de un fragmento por bolita. En ese
momento se lleva a cabo la PCR de emulsién con un cebador de secuencia
complementaria a uno de los adaptores (denominado A en la figura 1.2),
generando asi subgrupos de amplicones que son clones. Tras la emulsion,
el DNA se desnaturaliza y las bolitas que portan los clones se depositan en
cada uno de los cerca de dos millones de pocillos que contiene la placa de
secuenciacion. Posteriormente, se afiaden bolitas de latex y magnéticas de
1 um de didmetro que contienen las enzimas necesarias para la pirosecuen-
ciacion. En el proceso de pirosecuenciacion (figura 1.2B), la polimerasa va
incorporando nucle6tidos complementarios al amplicén que sirve de molde
a partir de un cebador que hibrida con el otro adaptador ligado durante la
creacion de la genoteca (denominado B en la figura 1.2). Tras la incorpo-
racion del nucleétido, éste libera un pirofosfato, que es convertido en ATP
por una ATP sulfurilasa, y gracias a la luciferasa presente en la reaccion, se
emite una sefial luminica que es medida por una cdmara de alta resolucién
acoplada a la placa. Después de cada medicion, la placa se lava y comien-
za el ciclo con la incorporacién del siguiente nucleétido. La luz emitida es
directamente proporcional a la cantidad de un nucleétido determinado in-
corporado. Por este motivo, la mayor limitacién de la tecnologia 454 reside
en los homopolimeros, puesto que la sefial puede exceder el nivel de satu-
racion del detector (Margulies et al, 2005; Rothberg & Leamon, 2008; Shen-
dure & Ji, 2008; Kircher & Kelso, 2010).

El instrumento mas utilizado para llevar a cabo la tecnologia 454 es el se-
cuenciador GS-FLX Titanium, que proporciona lecturas de unos 400 nt (Lee
& Tang, 2012). No obstante, la técnica se estd mejorando, y el nuevo instru-
mento en desarrollo permitird producir lecturas de una longitud similar a la
secuenciacion Sanger (Forde & O’Toole, 2013). La principal ventaja de esta
tecnologia es la elevada longitud de las lecturas frente a las lecturas gene-
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radas por otras plataformas, lo que facilita el ensamblaje de genomas com-
pletos (tema que trataremos mds adelante, en el apartado 1.1.3). Ademas,
es una de las tecnologfas que menor tasa de error comete. La mayor parte
de estos errores son pequefios InDels (inserciones o deleciones), causados
por la presencia de homopolimeros. La intensidad de la sefial emitida por
un homopolimero de 6 bases deberia ser el doble que la de uno de 3 bases,
sin embargo, la relacion de la intensidad de esa sefial no es lineal, y la pre-
cisién con la que se estima el homopolimero disminuye con la longitud de
éste. Una solucion a este problema es el aumento de la cobertura, aunque
esto no resuelve los homopolimeros mayores de 10 nt. Al igual que ocurre
en la secuenciacion Sanger, la tasa de error aumenta con la posiciéon en la
secuencia. En el caso de la tecnologia 454 esto es debido a la reduccién de la
eficiencia de la enzima o a la pérdida de ésta, lo que provoca una reduccién
en la intensidad de la senal (Kircher & Kelso, 2010; Metzker, 2010).

1.1.1.2  Plataforma Solexa/lllumina

Esta tecnologia se fundamenta en una secuenciacién por sintesis con dos
caracteristicas: nucle6tidos de terminacién reversibles, con cada una de las
bases marcada con un fluorocromo distinto, y una DNA polimerasa capaz
de incorporar ese tipo de nucle6tidos. Primero se lleva a cabo la construc-
cioén de una genoteca mediante cualquier método que acabe con una mez-
cla de fragmentos flanqueados por adaptadores. Después se generan los
subgrupos de amplicones con una estrategia diferente a la que usa la tec-
nologia 454, mediante PCR en puente (Adessi ef al, 2000). Los clones de
cada subgrupo quedan inmobilizados en la superficie de un sustrato soli-
do, se linearizan mediante desnaturalizacién, y se secuencian a partir de
un cebador universal que hibrida en uno de los adaptadores (figura 1.3). La
fluorescencia del nucleétido (de distinto color para cada base) incorporado
en cada ciclo de secuenciacién se mide con una cdmara acoplada al sistema
(Shendure & Ji, 2008; Ansorge, 2009; Voelkerding et al, 2009; Kircher & Kel-
so, 2010).
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Figura 1.3: Proceso de secuenciacién llevado a cabo por la plataforma Solexa de
Illumina. (A) Construccién de una genoteca mediante fragmentaciéon
del DNA vy ligacién de adaptadores a los fragmentos. (B) Creacion de
los grupos de amplicones mediante PCR en puente sobre una superficie
s6lida. Tras la amplificacién, se desnaturaliza la muestra y se hibrida
el cebador con el que tendrd lugar la secuenciacién. (C) Secuenciacién
por sintesis en la que los nucleétidos estan marcados con un fluorocro-
mo en su extremo 3’ (cada base con un fluorocromo de diferente color)
y la sefial se mide con una cdmara acoplada al sistema. Adaptada de
Ansorge, 2009.
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La longitud de las lecturas esta limitada por multiples factores que cau-
san la pérdida de sefial y el desfase entre la incorporacién del nucleétido y
la captacién de la imagen. El principal tipo de error es la sustituciéon (mas
que las inserciones o deleciones), y los homopolimeros no son un problema
tan acusado como en la tecnologia 454 (Shendure & Ji, 2008). La longitud de
las lecturas (entre 35-150 nt) es muy inferior a la de las lecturas obtenidas
mediante la tecnologia 454 (Lee & Tang, 2012), lo cual complica el ensambla-
je de genomas completos (tema que trataremos mds adelante, en el apartado
[.1.3).

[.1.1.3 Plataforma SOLiD/Applied Biosystems

Esta fue la tercera tecnologia disponible en el mercado, y su principal
diferencia con las anteriores plataformas es que se basa en la secuenciacién
mediante ligacion. Tras la creacion de la genoteca (fragmentos de DNA flan-
queados por un adaptador), se generan los subgrupos de amplicones sobre
la superficie de bolitas de 1 pum con el método de PCR de emulsién (Dress-
man et al, 2003). Despties de la emulsién y la desnaturalizacion del DNA,
las bolitas con los clones se depositan en un sustrato s6lido de vidrio. La se-
cuenciacion comienza con la unién de un cebador al adaptador entre unas
posiciones determinadas (cebador n en la figura 1.4), y se realiza a través
de una ligasa en vez de una polimerasa. La estrategia seguida por esta
plataforma conlleva la unién de unas sondas de 8 bases (octdmeros) mar-
cadas con fluorocromos que contienen las dos primeras bases especificas
y el resto de bases degeneradas. Las bases especificas de estos octdmeros
consisten en una de las 16 posibles combinaciones mostradas en la figura
I.4A, y su identidad se relaciona con un fluorocromo distinto. En cada ciclo
de secuenciacion se produce la ligacién de un octdmero, se graba el color
de la fluorescencia que emite y se corta quimicamente entre las posiciones
5y 6 (eliminando asi el fluorocromo para el siguiente ciclo y generando el
grupo 5-PO4 para la unién del siguiente octdmero). Durante la extensién
a partir de un cebador se realizan siete ciclos de ligacion, lo que compone
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Figura I.4: Proceso de secuenciacién llevado a cabo por la plataforma SOLiD de Applied
Biosystems. (A) Cédigo de color del fluorocromo que se encuentra unido al ex-
tremo 5’ de los octdmeros usados en la secuenciacién por ligacién, cuya identi-
dad viene determinada por las dos primeras bases del octimero (bases especifi-
cas). Se sefiala el sitio donde se produce el corte del octdimero antes de pasar al
siguiente ciclo de secuenciacion. (B) Primer ciclo de secuenciacién, en el que se
incorporan todos los octdmeros a la muestra y sélo hibrida el correspondiente a
las dos bases siguientes al cebador usado (n). (C) Tras la ligacién del octamero,
se capta la sefal del fluorocromo y se produce el corte entre las posiciones 5
y 6 del octdmero. (D) Ligacién del octdmero durante el segundo ciclo de se-
cuenciacion. (E) La extension del cebador n se completa tras siete ciclos de liga-
cién, lo que constituye una ronda de secuenciacién. Después se desnaturaliza la
muestra y se liga un nuevo cebador al adaptador (en este caso el cebador n-1).
(F) Segunda ronda de secuenciacién, en la que se lleva a cabo la extensién del
cebador n-1. En total se realizan cinco rondas de secuenciacion, con distintos
cebadores (n-2, n-3, n-4). Adaptada de Voelkerding et al, 2009.
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una ronda de secuenciacion. Tras ésta se produce una desnaturalizaciéon de
la muestra para eliminar el cebador (n) y el producto extendido y que ten-
ga lugar la segunda ronda utilizando otro cebador de la misma longitud
(n-1). La secuenciacién conlleva cinco rondas, en las que la posicién donde
hibridan los cebadores en el adaptador se ve incrementada un nucleétido
en el extremo 3’ y disminuida en el 5" (n, n-1, n-2, y asi sucesivamente).
Esto permite determinar la secuencia de DNA de la muestra mediante in-
terpretacion de los resultados de la ligacion en cada caso teniendo en cuenta
las 16 posibles combinaciones de las bases especificas (Shendure & Ji, 2008;
Ansorge, 2009; Voelkerding et al, 2009; Kircher & Kelso, 2010).

Tomando como referencia la secuencia del adaptador, el sistema de codi-
ficacion seguido por la plataforma SOLiD permite detectar errores de la
maquina y aplicar una correccién para reducir la tasa de error media. En
ausencia de una secuencia de referencia, cualquier conversiéon del color
errénea en la lectura del fluorocromo causa que la secuencia aguas abajo
del error sea incorrecta, y en este caso la tasa de error media es mayor que
para la plataforma Illumina. Los errores mds comunes en esta técnica son
causados por la amplificacién que se lleva a cabo durante el proceso, por
la proximidad de las bolitas que portan los clones (que pueden crear lec-
turas falsas), y por problemas con los fluorocromos (como que se produzca
un corte incompleto del octdimero o que decaiga la intensidad de la sefial).
Otro problema afiadido para la secuenciaciéon de genomas completos es la
longitud de las lecturas obtenidas (entre 25-50 nt), incluso menor que las
obtenidas con Illumina (Kircher & Kelso, 2010; Lee & Tang, 2012).

I.1.2 Técnicas de TGS

La principal ventaja de esta nueva generaciéon de técnicas es la elimi-
nacion de la etapa de amplificacién de la muestra, la cual supone una de
las causas de errores de las tecnologias de SGS. Esto se ve compensado por
el sistema de deteccion de la fluorescencia que usan las técnicas de TGS, mu-
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cho més sensible que el de las plataformas descritas en el apartado anterior
(Schadt et al, 2010).

Entre las tecnologias consideradas de tercera generacién encontramos las
plataformas HeliScope, de Helicos Biosciences (Harris et al, 2008), y PacBio,
de Pacific Biosciences (Eid ef al, 2009), asi como nuevas técnicas que se estan
desarrollando basadas en otras aproximaciones como la secuenciacion de
DNA a tiempo real usando transferencia de energia de resonancia de fluo-
rescencia (FRET), de VisiGen Biotechnologies, el escaneo directo de DNA
usando microscopia electrénica de transmisién (TEM), de Halcyon Molecu-
lar, o la secuenciacion de DNA mediante el uso de nanoporos (Schadt ef al,
2010; Yahaya, 2012; Mardis, 2013).

I.1.3 Ensamblaje de genomas completos mediante datos derivados de
las técnicas de SGS

El elevado volumen de datos generado con la tecnologia NGS ha pre-
sentado un desafio bioinformatico para su almacenamiento, tratamiento y
analisis. Los datos obtenidos mediante las imdgenes durante el proceso de
secuenciacion tienen que ser convertidos en secuencias o lecturas a las que
se les asigna un valor de calidad. Este pardmetro se usa para eliminar las lec-
turas que presentan una calidad baja y recortar las bases que, dentro de una
lectura, tengan baja calidad, para asi mejorar la precision del alineamiento
(Voelkerding et al, 2009).

Una de las aplicaciones de la tecnologia NGS es la secuenciacién de geno-
mas completos. Con el fin de reconstruir el genoma, las lecturas obtenidas
tras la secuenciacion deben ensamblarse, generando asi secuencias conti-
nuas denominadas contigs. La limitacién de este proceso reside en los méto-
dos de secuenciacion, los cuales producen lecturas relativamente cortas com-
paradas con el tamafio total del genoma. Este problema ha forzado a que
la mayoria de ensambladores desarrollados utilicen varias aproximaciones

heuristicas, y, dependiendo de la estrategia en la que se basen, se clasifi-
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can en una de las tres categorias principales: aproximacién greedy, aproxi-
maciéon OLC (overlap-layout-consensus) y aproximacion del grafico de Brujin
(Miller et al, 2010; Lee & Tang, 2012).

El ensamblaje de los genomas se puede realizar mediante programas que
usan un genoma de referencia (mapping o ensamblaje por referencia), co-
mo es el caso de Bowtie, SOAP o Mosaik, o mediante ensambladores que
prescinden de éste (ensamblaje de novo), entre los que encontramos Celera,
Mira, Velvet o Newbler. El ensamblaje de novo se ve facilitado por las lec-
turas tan largas obtenidas con la tecnologia 454 comparadas con aquéllas
obtenidas a partir de las tecnologias Illumina y SOLiD. Este motivo, junto a
la baja tasa de error de identificacion de bases, hacen que la tecnologia 454
sea la mas usada en la secuenciacién de genomas completos y en la iden-
tificacion de polimorfismo de nucleétidos simples (SNPs; Kircher & Kelso,
2010). No obstante, para conseguir un ensamblaje de novo 6ptimo, lo mas
efectivo es unir la informacién obtenida con tecnologias complementarias,
como 454 e Illumina, con las que se produce un ensamblaje de novo con
una calidad similar al conseguido mediante el método Sanger, y donde los
errores de homopolimeros son solventados gracias a la elevada cobertura
proporcionada por Illumina (Forde & O’Toole, 2013).

En este trabajo hemos llevado a cabo la secuenciacién de un genoma bac-
teriano, con la tecnologia 454, y un ensamblaje de novo mediante el progra-
ma Newbler, que utiliza una aproximacién OLC. Por este motivo, las expli-

caremos en mayor detalle.

El problema que conlleva un ensamblaje de novo con lecturas cortas es la
presencia de regiones repetidas en el genoma, que provocan la formacion de
numerosos contigs a los que se les debe asignar una posicion y orientacién
relativa para asi generar estructuras de mayor longitud, denominadas an-
damiajes (scaffolds). Este proceso se ha visto facilitado por el desarrollo de
un método basado en la construccién de genotecas paired end (Ng et al, 2006;
Jarvie & Harkins, 2008). La informacién que proporciona esta genoteca per-
mite determinar contigs que deben ser contiguos pero estar separados por
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una regién de secuencia repetida. La construccién de la genoteca paired end
se realiza de manera paralela a la genoteca que se usard en la pirosecuen-
ciacion directa (figura L.5). Basicamente, la técnica consiste en crear fragmen-
tos de entre 2-4 kb a partir del DNA gendémico, ligarles en los extremos una
secuencia conocida llamada conector, circularizar la molécula a través del
conector, y llevar a cabo una rotura aleatoria de esas moléculas. Asf se gene-
ran fragmentos de entre 500-800 pb que siguen el proceso de secuenciacién
mediante la tecnologia 454 que hemos explicado anteriormente (apartado
[.1.1.1). Hay que destacar que la rotura aleatoria de las moléculas circulari-
zadas producira dos tipos de fragmentos: los que contengan el conector y
puedan ser usados para la construcciéon de los andamiajes (ya que las se-
cuencias que se encuentran aguas arriba y abajo del conector fisicamente
distan 2-4 kb dentro del genoma), y los que no contengan el conector o éste
se encuentre en un extremo de la lectura (que se incluirdn en el total de lec-
turas obtenidas, pero no aportardn informacién sobre la posicion relativa
de dos contigs). Inicialmente se desarroll6 esta genoteca paired end, de 3 kb,
aunque hoy en dia también se realizan genotecas paired end de 8 kb y 20 kb
(Lee & Tang, 2012).

El problema de los ensamblajes de novo, causado por las regiones repeti-
das en los genomas, se podria solventar con el aumento de la longitud de
las lecturas obtenidas con la tecnologia 454 (Jiang et al, 2012). Aun asf, las
técnicas de TGS tienen el potencial para acabar con las limitaciones que en-
contramos en las técnicas de SGS respecto a la calidad de los ensamblajes,
puesto que tanto la precision del método como la longitud de las lecturas
son mayores, eliminando la necesidad de usar genotecas paired end para
construir el andamiaje (Schadt ef al, 2010).

La formacién de los andamiajes conlleva la introduccién de “Ns” en la
secuencia, con una longitud entre los contigs unidos que es estimada a par-
tir de las lecturas pareadas (obtenidas mediante la genoteca paired end). Por
tanto, para la consecucién de la secuencia completa del genoma se requiere
llevar a cabo un proceso denominado finishing, con el que se rellenan to-
dos los huecos entre contigs generados por el ensamblador. Los métodos
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Figura I.5: Proceso de construccién de los dos tipos de genotecas usadas en la tec-
nologia 454 de Roche. A la izquierda se muestran las etapas de la cons-
truccién de una genoteca directa, mientras que a la derecha se indican
las de una genoteca paired end. En ambas se produce inicialmente una
fragmentacién del DNA, aunque difieren en el tamafio de los fragmen-
tos resultantes. Para generar la genoteca paired end se liga un conector que
permite la circularizacién de la molécula, tras lo que se produce una rotu-
ra del DNA aleatoria. Los fragmentos obtenidos se procesan del mismo
modo que los fragmentos de la genoteca directa: en los extremos se ligan
unos adaptadores con los que se lleva a cabo el proceso de secuenciacion
(descrito en el apartado 1.1.1.1). Adaptada de Wiley et al, 2009.

experimentales més utilizados para realizar esta tarea se fundamentan en
reacciones de PCR, mediante el disefio de cebadores que flanquean la zona
de “Ns”. Sin embargo, se estan desarrollando aproximaciones computa-
cionales que se basan en el uso de las lecturas pareadas para llevar a cabo
un ensamblaje local en esas zonas conflictivas (Lee & Tang, 2012).
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I.2 GENOMAS BACTERIANOS

El avance y abaratamiento de las nuevas tecnologias de secuenciacién
ha permitido incrementar el ntiimero de proyectos llevados a cabo para
secuenciar genomas tanto de bacterias y arqueas como de eucariotas. En
la figura [.6A se muestra la aparicién de las plataformas de SGS descritas
anteriormente y la progresion del ntiimero de genomas completamente se-
cuenciados y publicados. La base de datos GOLD (Genomes Online Database;
www.genomesonline.org), a principios de mayo de 2013, presentaba un to-
tal de 4.327 genomas (completos y borradores permanentes), de los cuales
3.957 eran bacterianos, 187 de arqueas y 183 de eucariotas (figura 1.6B). En
menos de un afio se ha completado el proyecto de secuenciacion de 1.110
nuevos genomas bacterianos (en octubre de 2012 se encontraban secuen-
ciadas 2.847 bacterias) y los proyectos clasificados como “en progreso” han
duplicado su ndmero (8.559 en mayo de 2013 frente a los 4.226 en octubre
de 2012; Forde & O’Toole, 2013).

La distribucién del total de proyectos de secuenciacién de genomas bac-
terianos presentes en la base de datos GOLD a principios de mayo de 2013,
representada por filos bacterianos, pone de manifiesto que las proteobac-
terias son el filo con el que se estdn llevando a cabo mas proyectos de se-
cuenciacion (figura I.6B). En concreto, las a-proteobacterias presentan cerca
de 600 genomas completamente secuenciados, y es una de las clases bacte-
rianas més estudiadas. Las especies pertenecientes a las x-proteobacterias
presentan unas caracteristicas genémicas muy heterogéneas y gran versa-
tilidad para adaptarse a diferentes habitats (figura 1.7). Por este motivo,
dicha clase constituye un excelente sistema modelo para estudiar la evolu-
ciéon de los genomas bacterianos y los rasgos genémicos implicados en la
adaptacion al medio ambiente (Pini ef al, 2011).

El genoma de los organismos evoluciona por adquisicién de nuevas se-
cuencias y por reordenacion de las ya existentes, generando asi, ademés, di-
versidad genética. En bacterias, los elementos extracromosémicos mueven

el material genético mediante transferencia horizontal, ya sea a través de
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Figura 1.6: Comparacién del nimero de genomas secuenciados en octubre de
2012 y mayo de 2013. (A) Grafica que muestra el ntimero de genomas
(de los tres reinos, bacteria, arquea y eucaria) completamente secuencia-
dos cada afio desde 1995. Se indica el afio de aparicién de las técnicas
de SGS comentadas en el apartado 1.1.1. (B) Ntumero de proyectos com-
pletados y en progreso de cada reino hasta el 12 de octubre de 2012 (a
la izquierda) y el 2 de mayo de 2013 (a la derecha). Debajo se muestra
la distribucién de todos los proyectos por filo bacteriano hasta esas mis-
mas fechas. Adaptada de Forde & O’Toole, 2013.
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Figura I.7: Relacién filogenética de las especies pertenecientes a las «-
proteobacterias. Para cada especie se muestra el habitat donde se en-
cuentra y el contenido GC y el tamafio de su genoma. Adaptada de
Ettema & Andersson, 2009.

plasmidos, por conjugacion, o mediante fagos, por infeccion. Sin embargo,
en eucariotas, s6lo algunos virus pueden transferir informacién genética

entre individuos durante el ciclo infectivo (Lewin, 2007).

La diferencia de tamafio en el genoma de las bacterias pertenecientes a
las «-proteobacterias refleja la adaptacion que han sufrido a los distintos
ambientes, con la pérdida o ganancia de cientos de genes. Las bacterias
adaptadas al citoplasma de células eucaridticas (con un ambiente relati-
vamente estatico) han evolucionado hacia genomas pequefios y con bajo
contenido GC, mientras que las bacterias de vida libre adaptadas al suelo
(con un ambiente nutricionalmente mds variable) presentan genomas mu-
cho mas grandes y con un alto contenido GC (figura 1.7). La reduccién del
tamafio de los genomas puede ocurrir por pérdida de genes innecesarios
(como pseudogenes o elementos genéticos moviles), por pérdida de genes
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involucrados en procesos que la bacteria ya no lleva a cabo (por ejemplo,

biosintesis de metabolitos, los cuales importa del citoplasma eucariético)

o por transferencia génica hacia el genoma del hospedador (figura 1.8A).

Por otro lado, el tamafio de los genomas bacterianos puede aumentar por

adquisicion de replicones accesorios (cuyo tamafio y contenido génico varia
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Figura 1.8: Mecanismos de reduccién y expansién de los genomas de las -
proteobacterias. A modo de ejemplo se indica la especie bacteriana en
la que ha ocurrido cada mecanismo. (A) Representacion de los mecanis-
mos que llevan a la reduccién de los genomas: pérdida de genes innece-
sarios, pérdida de genes involucrados en procesos que la bacteria ya no
lleva a cabo y transferencia de genes al hospedador. (B) Representacién
de los mecanismos que llevan a la expansion de los genomas: adquisi-
cién de replicones accesorios, integracién al cromosoma principal de
replicones accesorios, transferencia de islas genémicas y adquisicién de
genes del hospedador. Adaptada de Ettema & Andersson, 2009.
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considerablemente entre cepas, facilitando asi la especificidad de nichos),
por integracion al cromosoma principal de replicones accesorios (evitando
asi la pérdida de éstos en la poblacién), por transferencia de islas genémicas
entre especies bacterianas o por adquisicién de genes desde el genoma del
hospedador (figura 1.8B; Ettema & Andersson, 2009).

I.3 BACTERIAS DEL ORDEN RHIZOBIALES

Dentro de la clase x-proteobacterias (figura 1.7) encontramos bacterias
que viven en ambientes acudticos (como Caulobacter sp. y varias especies del
orden Rhodobacterales), bacterias que son patdgenos de plantas (Agrobac-
terium), bacterias que son pardsitos intracelulares de animales (como Rick-
ettsin y Brucella), y bacterias que viven en el suelo (como muchas de las
especies del orden Rhizobiales). Esta clase bacteriana tiene un interés espe-
cial debido a que se cree que son el grupo ancestral de las mitocondrias. De
hecho, el orden Rickettsiales es el que se cita mds a menudo como grupo
bacteriano del que emergen las mitocondrias (Williams et al, 2007). Un tipo
de bacterias muy importante a nivel agronémico es el formado por aquéllas
que son capaces de establecer simbiosis mutualistas especificas con plantas
leguminosas. En este grupo se enmarcan muchas de las especies pertenecien-
tes al orden Rhizobiales, a las que colectivamente se les denomina rizobios.
Entre ellas encontramos bacterias de los géneros Mesorhizobium, Bradyrhizo-
bium, Rhizobium, Sinorhizobium (o Ensifer), Azorhizobium y Methylobacterium
(Pini et al, 2011).

La importancia de los rizobios reside en su capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico, sin embargo, este proceso requiere gran cantidad de energia.
Por otro lado, el nitrégeno en forma molecular N, presente en la atmosfera
no puede ser incorporado por los vegetales, siendo uno de los factores limi-
tantes de su crecimiento. El gran interés biolégico de la relacion simbidtica
rizobio-leguminosa se basa en la elevada eficiencia de fijacién de nitrégeno
que se obtiene con esa interaccién, puesto que la actividad fotosintética de
la planta es una fuente de energia que permite fijar del orden de 10 a 20
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veces mds nitrégeno que en el caso de los rizobios fijadores de vida libre
(Vance, 1998). Ademads, la amplia dispersion geografica de estas plantas y
su considerable empleo en alimentacion, asi como la protecciéon de los cul-
tivos y del medio ambiente al evitar el uso indiscriminado de fertilizantes
industriales, hacen de la relacién simbiética un tema de interés a gran es-

cala.

Durante la simbiosis, el rizobio induce la formaciéon de nédulos en raices
de leguminosas, donde se establece en el interior de las células vegetales y
se diferencia morfolégicamente a bacteroide, la forma especializada de la
bacteria que lleva a cabo la fijacién del nitrégeno atmosférico y su trans-
formacion en amonio (una molécula asimilable por la planta). Este proceso
tiene lugar bajo la expresién coordinada de diversos genes relacionados con
la simbiosis presentes en ambos organismos. Los flavonoides (compuestos
aromaéticos secretados por la leguminosa) inician la produccién de factores
de nodulacién por parte del rizobio. Estos factores de nodulacién, a su vez,
activan multiples respuestas en la planta que la preparan para ser invadida
por la bacteria. La formacioén de nédulos fijadores de nitrégeno productivos
conlleva una asociacién especifica rizobio-leguminosa. Asi, cada rizobio es
capaz de establecer simbiosis con una o muy pocas especies vegetales, nor-
malmente muy relacionadas filogenéticamente. Uno de los sistemas mode-
lo para estudiar esta interaccién es el formado por la bacteria Sinorhizobium
meliloti y algunas leguminosas del género Medicago, incluyendo M. sativa
(alfalfa; Jones et al, 2007).

1.3.1 Sinorhizobium meliloti

La primera bacteria del género Sinorhizobium completamente secuencia-
da fue S. meliloti 1021 (Galibert et al, 2001), elegida como cepa modelo. Co-
mo hemos comentado, la secuenciaciéon de genomas bacterianos ha aumen-
tado exponencialmente en los tltimos afios (figura 1.7), y hasta mayo de
2013 encontramos seis genomas de cepas de S. meliloti totalmente secuen-
ciados ademds del de 1021. Estas son SM11 (Schneiker-Bekel et al, 2011),
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AKS83 y BL225C (Galardini et al, 2011b), GR4 (Martinez-Abarca et al, 2013),
Rm41 (Weidner et al, 2013) y 2011 (www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PR]

NA193772). El genoma de la cepa CCNWSX0020 (Li et al, 2012b) aparece co-
mo borrador en la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
1004), en la que también encontramos nuevos proyectos de secuenciaciéon

de varias cepas de S. meliloti (figura 1.9).
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Figura 1.9: Dendograma de la especie S. meliloti. Enmarcadas en rojo y en verde
se muestran las cepas que han sido totalmente secuenciadas y que
se encuentran como borrador de genoma respectivamente. El resto
de cepas presentan un proyecto de secuenciaciéon en progreso. Ima-
gen obtenida el 2 de mayo de 2013 de la base de datos del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1004).

En general, el genoma de los rizobios es multipartito (figura 1.8B), com-
puesto habitualmente por un cromosoma y varios plasmidos (hasta 11 en R.
leguminosarum) de diferente tamafio (desde 45 kb hasta alrededor de 2’5 Mb,
siendo los pldsmidos de pequefio tamafio poco comunes en rizobios). Todas
las cepas de S. meliloti secuenciadas portan al menos dos replicones ademas
del cromosoma, denominados megaplasmidos o plasmidos simbiéticos por
contener genes implicados en la simbiosis. En la cepa 1021, el megaplasmi-
do de menor tamafio se denomina pSymA, y porta los genes necesarios
para la nodulacion (genes nod) y la fijacion de nitrégeno (genes fix y nif). E1
megapldsmido de mayor tamafio, denominado pSymB, se caracteriza por
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contener grupos de genes involucrados en la sintesis de exopolisacaridos
(requeridos para una nodulacién efectiva), aunque también presenta genes
asociados a otros procesos esenciales, como los genes dctA, dctC y dctBD
del sistema de transporte de dicarboxilatos necesario para la fijacién de
nitrégeno o genes implicados en el catabolismo y transporte de aztcares.
Este megapldsmido es considerado un cromosoma verdadero por contener
regiones necesarias para la viabilidad de la célula, mientras que pSymA es
considerado un plasmido puesto que se pueden obtener células curadas de
él (Barloy-Hubler & Jebbar, 2009; Lépez-Guerrero et al, 2012).

Ademas de estos pladsmidos simbiéticos, en el genoma de S. meliloti pode-
mos encontrar plasmidos dispensables para la simbiosis, denominados plas-
midos accesorios o cripticos, que aparecen en bajo niimero de copias. La
inestabilidad de este tipo de plasmidos se ve contrarrestada por la presen-
cia de genes necesarios para el crecimiento o la supervivencia, lo cual hace
que se mantengan en la poblacién. En concreto, la cepa S. meliloti GR4 con-
tiene dos plasmidos cripticos: pPRmeGR4a, de 115 MDa, y pPRmeGR4b, de
140 MDa (Toro & Olivares, 1986). Este tltimo presenta una regién, denomi-
nada nfe (nodule formation eficiency), implicada en la competitividad para la
nodulacién (Toro & Olivares, 1986; Sanjuan & Olivares, 1989; Soto et al, 1993;
Garcia-Rodriguez & Toro, 2000). Por tanto, la importancia de esta bacteria,
que ha sido estudiada desde hace mds de 30 afios (Casadests & Olivares,
1979), radica en el elevado grado de competitividad que presenta cuando
se compara con otras cepas del mismo género.

1.4 ORGANIZACION GENOMICA

Los procariotas tienen genomas compactos, y en ellos los procesos celu-
lares que interacttian directa o indirectamente con el DNA afectan y dan
forma a la estructura genémica. El cromosoma de estos organismos es rela-
tivamente uniforme en términos de densidad génica y, en rizobios, presenta
un mayor grado de conservacién que los plasmidos tanto a nivel de secuen-
cia como de sintenia (conservacioén del orden de los genes). A diferencia

48



ORGANIZACION GENOMICA

Ori
Cadena retrasada | Cadena lider

Sesgo de genes

Mayor desviacién GC en la cadena lider

en la cadena lider

Organizacion
en operones
Cromosoma dividido en

dos zonas de replicacion
practicamente simétricas

'd
2 Acumulacién de motivos
2 KOPS cerca del sitio dif

|
sitio dif

Figura 1.10: Elementos de la organizacién genémica en procariotas. Se indican el
origen (ori) y término (sitio dif) de la replicacion, asi como la cadena
lider y retrasada. También se muestran algunas de las caracteristicas
de los genomas bacterianos. Adaptada de Rocha, 2008.

de los genomas eucariéticos (que tienen una tipica organizacién de exén-
intrén), en procariotas los genes generalmente se cotranscriben en unidades
llamadas operones (figura 1.10). Estos operones codifican genes que normal-
mente interactdan fisicamente, y pueden agruparse en superoperones (el
superoperdn ribosomal es el més grande, formado por unos 50 genes). Es
interesante destacar el sesgo que existe en la presencia de genes en ambas
cadenas (encontrdndose un mayor ntimero de genes en la cadena lider), asi
como en el contenido de guaninas y citosinas (en la mayoria de genomas
bacterianos la cadena lider tiende a ser rica en G y la cadena retrasada en C;
Rocha, 2008; Koonin, 2009).

Durante la replicacion, las translocasas (como FtsK en E. coli o SpollIE en
B. subtilis) dirigen el DNA hacia las células hijas gracias al reconocimien-
to de motivos que apuntan al sitio de terminacién de la replicacién (sitio
dif). En E. coli, esos motivos se denominan KOPS (FtsK Orientating Polar
Sequences), y su densidad es mayor en la cadena lider y aumenta cerca del
sitio dif (figura 1.10; Bigot et al, 2005). La localizacién de estos motivos, asi
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como el andlisis de la desviaciéon GC (basada en el sesgo de G y C entre
ambas cadenas; Lobry, 1996), permiten la identificacién del origen y térmi-
no de replicacion en los genomas bacterianos (Sernova & Gelfand, 2008).
El patrén de distribuciéon mostrado por estos pardmetros permite dilucidar
el origen y término de replicacién en el cromosoma mejor que en los plés-
midos, cuya replicacion se rige por el gen repC codificado por el operén
repABC (Cevallos et al, 2008).

I.5 MOVILOMA

Los elementos genéticos méviles (MGEs) son uno de los factores que mas
influyen en la generacion de diversidad genética, y, junto al DNA que movi-
lizan, constituyen el llamado moviloma de un genoma. Desde el descubri-
miento de los elementos transponibles a finales de los afios 40 por Barbara
McClintock, se han identificado muchos elementos méviles tanto en euca-
riotas como en procariotas (Hernandez-Lucas et al, 2006). Los MGEs se de-
finen como una regién de DNA de longitud variable que tiene la capaci-
dad de moverse entre genomas o dentro del mismo genoma, y que portan
la informacién necesaria para transferirse y recombinarse con el genoma
hospedador. Los MGEs se pueden dividir en varias categorias en base a su
mecanismo de movilidad y al tipo de DNA que los compone. Las princi-
pales categorias son: elementos transponibles (TEs), que incluye retrotrans-
posones (de tipo LTR, no-LTR y retovirus), transposones de DNA y secuen-
cias de insercién (ISs); plasmidos (conjugativos y no conjugativos); bacte-
ri6fagos, como profagos y fagos filamentosos; y moléculas con autoescision,
donde se incluyen los intrones del grupo I 'y del grupo II (Siefert, 2009; Tou-
ssaint & Chandler, 2012).

Los retrotransposones no-LTR (non-long-terminal-repeat) son una de las
clases mas abundantes de TEs. Tanto la organizacién como el mecanismo
de transposicién de estos retroelementos no-LTR estdn muy estrechamente
relacionados con los descritos para los intrones del grupo II presentes en
bacterias y organulos (Malik et al, 1999). Por esta razén, se han propuesto
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a los intrones del grupo II como los antecesores evolutivos de retrotrans-
posones no-LTR. Ambos comparten dos caracteristicas fundamentales. La
primera es que se replican obligatoriamente a través de intermediarios de
RNA usando mecanismos dependientes de reverso transcriptasas. La se-
gunda es que no parece que confieran una obvia ventaja selectiva a sus
hospedadores, sino que son deletéreos o, en el mejor de los casos, neu-
trales. En un sentido evolutivo, a menudo se piensa en los retroelementos
como pardsitos genéticos (selfish DNA), y por tanto, la movilidad puede ser
una consecuencia necesaria de su naturaleza parasitica (Medhekar & Miller,
2007).

Los intrones forman parte de la organizacién genémica de eucariotas (in-
trones espliceosdmicos), aunque también se encuentran en procariotas (in-
trones del grupo I y del grupo II), e incluso se han descubierto un grupo de
intrones especificos de arqueas. Se ha propuesto que los intrones del grupo
IT son los ancestros de los intrones espliceosémicos debido a la similitud que
presentan el mecanismo de escision y la estructura formada tras la escision
de ambos tipos de intrones (Koonin, 2006). Esto, junto a diversas aplica-
ciones biotecnolégicas que comentaremos mds adelante (apartado 1.10), ha
suscitado el interés por el estudio de los intrones del grupo IL

En los siguientes apartados nos centraremos en explicar dos de los ele-
mentos genéticos méviles mds expandidos por los genomas bacterianos y
que son objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, las secuencias de inserciéon

y los intrones del grupo IL

1.6 SECUENCIAS DE INSERCION

Las secuencias de insercién (ISs) son los elementos transponibles auténo-
mos mas simples que se encuentran en los genomas bacterianos. Las ISs
tienen un tamafio de entre 0’7 y 3’5 kb, y contienen, al menos, un ORF que
codifica una transposasa (figura 1.11). En sus extremos, la mayoria de ISs
presentan repeticiones invertidas (IRs) terminales imperfectas de entre 10
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Figura I.11: Estructura de las secuencias de insercién (ISs). Se indican los distin-
tos elementos de las ISs: la transposasa que codifica, las repeticiones
invertidas terminales izquierda (IRL) y derecha (IRR) y las repeticiones
directas (DR).

pb y 40 pb de longitud. La movilidad de las ISs ocurre por un proceso lla-
mado transposicién, en el cual se requiere la transposasa codificada por
ellas ademds de otras proteinas del hospedador. Durante este proceso, la
transposasa se une al DNA diana y a las IRs, permitiendo la insercién de
la IS. Tras la transposicion, las ISs generan repeticiones directas (DRs) de la
secuencia diana, cuya longitud varia entre 2 pb y 14 pb y es especifica para
cada familia de ISs (Mahillon & Chandler, 1998; Cerveau et al, 2011).

Se han descrito mas de 4.000 ISs, ampliamente distribuidas por los geno-
mas bacterianos y también encontradas en arqueas (Siguier et al, 2012). Los
plasmidos bacterianos con menos de ~20 kb generalmente no presentan
ISs, y, dependiendo de su tamafio, el porcentaje de ISs puede variar des-
de un 5% hasta un 40 % en el caso del megaplasmido pW100 de Shigella
flexneri. Sin embargo, en los cromosomas bacterianos la densidad de ISs es-
ta generalmente por debajo del 3 % salvo en unos pocos casos (Siguier et al,
2006a). Las ISs son un factor importante en la variabilidad genética puesto
que pueden promover reordenaciones gendmicas y generar mutaciones por
su insercién en genes o secuencias reguladoras. Esta es una de las razones
por las que se asume que la transposicion normalmente se encuentra regu-
lada en bacterias, sobre todo en las de vida libre (Gil & Latorre, 2012).

Las ISs se clasifican en mds de 25 familias en base a los rasgos que com-
parten. Una familia se define como un grupo de ISs con transposasas rela-
cionadas, IRs similares, conservacién del sitio catalitico y conservacion de
la organizacion (Siguier ef al, 2012). En el género Sinorhizobium se han descu-
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bierto més de 30 ISs diferentes, pertenecientes a varias familias. Entre ellas
se encuentra la familia IS66, cuyos miembros se limitan al filo Proteobacte-
ria (Gourbeyre et al, 2010). En este filo bacteriano las ISs son particularmente
abundantes en los plasmidos simbiéticos y en las islas cromosémicas sim-
biédticas (Lozano et al, 2010).

I.7 INTRONES DEL GRUPO II

Los intrones del grupo II son RNAs cataliticos capaces de autoescindirse
de una molécula precursora. Estos elementos se identificaron inicialmente
en orgdnulos de plantas, hongos y otros eucariotas inferiores (Michel et al,
1989), y posteriormente se describieron en bacterias y algunos genomas de
arqueas (Ferat & Michel, 1993; Toro, 2003; Lambowitz & Zimmerly, 2004).
Los intrones del grupo II mejor estudiados son L1.1trB, encontrado en Lacto-
coccus lactis (Mills et al, 1996; Shearman et al, 1996), y RmlInt1, descubierto
en S. meliloti (Martinez-Abarca et al, 1998).

Los intrones del grupo II tienen una longitud de entre 100 nt y 3 kb. Gene-
ralmente constan de dos componentes: un RNA, denominado ribozima, con
una estructura secundaria dispuesta en seis dominios de diferente longitud
(dominios DI-DVI), y una proteina, denominada IEP (Intron Encoded Pro-
tein), con actividad madurasa y reverso transcriptasa (RT); aunque también
se pueden encontrar intrones del grupo II carentes de proteina (Lehmann
& Schmidt, 2003). De acuerdo a diferencias en la estructura del RNA del in-
trén y a estudios filogenéticos de la ribozima y la proteina se han definido
varias subclases de intrones del grupo IL

I.7.1 Clasificacién, distribucién y evolucién de los intrones del grupo II

Aunque todos los intrones del grupo II comparten la estructura bésica
dispuesta en seis dominios, se pueden hacer divisiones en base a diferen-
cias estructurales de la ribozima (caracteristicas detalladas en el siguiente
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apartado, 1.7.2). Inicialmente, cuando no se conocian intrones del grupo II
en bacterias y arqueas, se definieron dos subclases, intrones IIA y IIB, que,
a su vez, se dividian en IIA1, IIA2, IIB1 y IIB2 (Michel et al, 1989). Poste-
riormente, y con el descubrimiento de nuevos intrones, se han clasificado
en tres subclases principales, IIA, IIB y IIC (Toor et al, 2001), de las cuales la
IIB se diferencia en cinco grupos (IIB1-I1IB5; Toro, 2003).

Por otro lado, también se ha llevado a cabo una clasificacién de los in-
trones del grupo II en base a estudios filogenéticos de la proteina que codi-
fican. Como ocurre con la ribozima, el aumento del niimero de intrones des-
critos conlleva la aparicién de nuevas clases. Primeramente se definieron
seis clases de intrones: de tipo mitocondriales (ML), de tipo cloroplastidia-
les (CL; que se dividen en CL1 y CL2), y cuatro clases de intrones bacteria-
nos (A-D; Toor et al, 2001). Mas tarde se afiadieron las clases bacterianas E
(Toro et al, 2002) y F (Simon et al, 2008), aunque ésta tltima se ha puesto en
duda con la reciente definicién de cuatro subgrupos nuevos (G1-G4; Toro &
Martinez-Abarca, 2013). Las ribozimas de los intrones del grupo II se unen
especificamente a la proteina que codifican, formando un complejo ribonu-
cleoprotéico necesario para la movilidad de estos elementos. Por este moti-
VO, se piensa que existe una coevolucion entre el RNA del intrén y la IEP
(hipotesis del retroelemento ancestral), generandose asi linajes filogenéti-
cos (Toor et al, 2001; Toro, 2003; Toro et al, 2007). Cada grupo de intrones
definido en base a la IEP se engloba dentro de una subclase de la ribozima
(figura 1.12). Asi, los intrones ML se asocian a la subclase IIA, los intrones
bacterianos C a la IIC, los CL a la IIB1 y IIB2, los intrones bacterianos D a la
subclase IIB3, los B a la IIB4, los E a la IIB5, y el resto de intrones bacteria-
nos (A y G1-G4) se consideran de la subclase IIB a pesar de no presentar to-
das las caracteristicas de los miembros incluidos en ella. Hay que destacar
que en los genomas bacterianos se han encontrado intrones del grupo II de
todos los linajes, mientras que mitocondrias y cloroplastos sélo contienen
intrones de las clases ML y CL (figura I12; Toro et al, 2007; Simon et al, 2009).
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Figura 1.12: Linajes de los intrones del grupo II. Se muestra la relacién filogenética
de los intrones del grupo Il en base a sus IEPs (clases bacterianas, ML y
CL). En morado se indica el subgrupo en base a la estructura del RNA
con el que se corresponde cada clase. Las bacterias presentan intrones
de todos los linajes, sin embargo, en mitocondrias y cloplastos s6lo se
han encontrado los linajes indicados en verde. Adaptada de Toro &
Martinez-Abarca, 2013.

En mitocondrias y cloroplastos de hongos y plantas los intrones del grupo
II son muy abundantes, sin embargo, su presencia en arqueas es rara, y
los pocos intrones encontrados se piensa que han sido adquiridos desde
bacterias por eventos de transferencia horizontal relativamente recientes.
En el reino bacteriano estdn presentes en aproximadamente el 25 % de los
genomas secuenciados, generalmente en bajo niimero de copias y como ele-
mentos activos con ribozima y proteina funcionales. Por el contrario, en
organulos se encuentran frecuentemente estructuras de RNA degradadas
que carecen de ORFs o bien codifican una IEP degenerada que no promueve
la movilidad del intrén. Todavia no se han descrito intrones del grupo Il en
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genomas nucleares de eucariotas, sin embargo, los intrones espliceosémicos
y retrotransposones estan ampliamente distribuidos y son muy abundantes

en eucariotas (Pyle, 2010; Lambowitz & Zimmerly, 2011).

I1.7.2 Estructura de la ribozima

Los intrones del grupo II se caracterizan por tener una estructura secun-
daria muy conservada a pesar de las diferencias que puedan presentar las
estructuras primarias. Esto ha permitido establecer una estructura secun-
daria consenso para este tipo de elementos, organizada en seis dominios
alrededor de una estructura central (figura 1.13). En ella se forman una serie
de interacciones terciarias, en las que estdn involucrados motivos conser-
vados del intrén, que dan lugar a una estructura terciaria cataliticamente
activa. Algunas de esas interacciones son del tipo Watson-Crick (x-«’, 3-8,
v-vy’, 8-, e-¢’, IBS1-EBS1, IBS2,EBS2 e IBS3-EBS3), otras son interacciones
tetrabucle-receptor de geometrias conocidas (¢-¢', 11"y 6-6”) y también se
encuentran otras interacciones menos definidas no Watson-Crick (A-A’, k-’
y u-u’; Pyle, 2010). Las caracteristicas y funciones asociadas a cada dominio

se describen a continuacién.

El DI es el de mayor longitud (figura 1.13) y, al igual que el DV, es impres-
cindible para la catélisis (Fedorova & Zingler, 2007). Se han descrito cuatro
interacciones conservadas importantes para la actividad catalitica del in-
tron: las uniones (-C’ y -k’ son criticas para la formacién de la estructura
terciaria, puesto que permiten el ensamblaje del DI al DV, la interaccion e-€’
es fundamental en el posicionamiento del primer nucleétido del intrén en
el sitio catalitico y la A-A" juega un papel directo en la catalisis (Boudvillain
& Marie Pyle, 1998; Boudvillain et al, 2000). Otras interacciones esenciales
para el correcto plegamiento y estabilidad del intrén son la x-o, la cual
estd muy conservada (Michel et al, 1989), la 3-B’, que no estd presente en
todos los intrones del grupo II (Michel & Feral, 1995), la 0-0’, que ademas
de estabilizar la molécula acerca los DI y DIII, y la 8-8’, descrita tinicamente

en intrones del grupo IIB y conocida como regién de coordinacién, la cual
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Figura 1.13: Estructura secundaria de los intrones del grupo II. Esquema (no re-
presentado a escala) de la estructura secundaria de un intrén de la
clase ITA, mostrandose en circulos las variaciones més notables en los
intrones IIB y IIC respecto a esta estructura. Las cajas indican las se-
cuencias involucradas en interacciones terciarias (letras griegas, IBSs y
EBSs). Adaptada de Lambowitz & Zimmerly, 2011.

facilita que las secuencias de reconocimiento de los dos exones y la A pro-
tuberante del DVI se encuentren préximas espacialmente (Hamill & Pyle,
2006).

Ademas de estas interacciones terciarias intradominio e interdominio (fi-
gura 1.13), en el DI se encuentran las secuencias de reconocimiento de los
exones (EBS; Exon Binding Sites), que se unen mediante apareamiento de
bases a zonas complementarias presentes en los exones (IBS, Intron Binding
Sites). Estas uniones comprenden regiones de distinta longitud y posicién
dependiendo de la subclase a la que pertenezca el intrén (figura 1.14). Las
EBS1 y EBS2 interaccionan con las regiones IBS1 e IBS2 contenidas en la
secuencia que estd aguas arriba del intrén, denominado exén 1 (Jacquier
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Figura 1.14: Interacciones IBS-EBS en los intrones de la clase IIA, IIB y IIC. Se
muestran los apareamientos de bases que tienen lugar en cada tipo de
intrones. IBS: secuencia de unién al intrén; EBS, secuencia de unién al
exén. Adaptada de Lambowitz & Zimmerly, 2011.

& Michel, 1987). Esto ocurre en los intrones de la subclase IIA y IIB, sin
embargo, los intrones IIC no presentan EBS2 (Toor et al, 2006). Los intrones
IIB y IIC también tienen en este dominio la EBS3, que aparea con la IBS3
presente en la secuencia aguas abajo del intrén, denominado exén 2. En el
caso de la subclase IIA, este tiltimo apareamiento no existe, sino que es una
interaccién homologa (8-0”) la que acerca el DI al exén 2 (Costa et al, 2000).

El DII es la regién menos conservada entre intrones del grupo II, tanto a
nivel de estructura primaria como secundaria. Este dominio forma contac-
tos terciarios esenciales con el DI (6-0") y el DVI (n-1"), que son importantes
para un correcto plegamiento y estabilizacion de la molécula durante toda
la reaccién de escision y que facilitan el acercamiento de los exones (Fedoro-
va et al, 2003; Fedorova & Pyle, 2005).

Entre los dominios II y III se encuentra una region rica en purinas muy
conservada en todos los intrones del grupo II, denominada J2/3, que forma
parte del centro catalitico de la molécula (Fedorova et al, 2003).

El DIII estd bastante conservado y, aunque no es un elemento impres-
cindible para la catélisis, mejora la eficiencia de escisién y de insercion del
intron. Este dominio establece una interaccion terciaria con el DV (u-p),
que acerca el DIII al centro catalitico (Fedorova & Pyle, 2005).
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El DIV es la regién més variable entre intrones del grupo II. No presenta
interacciones con el resto de dominios, ni estd involucrado en la catélisis,
pero en algunos intrones contiene un ORF que codifica una proteina cono-
cida como IEP. Esta proteina ayuda al plegamiento de la ribozima y tam-
bién se une a ella durante los procesos de escisién y de insercién del intrén
(Fedorova & Zingler, 2007). Las caracteristicas de la IEP se describen en el
apartado 1.7.3.

El DV es el mds conservado filogenéticamente y, junto al DI, es absolu-
tamente necesario para la catalisis de los intrones del grupo II. Funcional-
mente, este dominio se divide en dos regiones: el sitio de unién, donde se
producen las interacciones terciarias con el resto de dominios, y la regién
catalitica. El motivo mds conservado dentro de este dominio es la llamada
triada catalitica (AGC), situada en la base del DV y esencial para su fun-
cionamiento (figura I.13; Fedorova & Zingler, 2007; Pyle, 2010).

El DVI se encuentra poco conservado entre intrones del grupo II, pero
contiene una adenosina desapareada (A protuberante) muy conservada a 7-
8 nucledtidos del final del intrén que esta involucrada en la primera etapa
de la reaccion de escision (Fedorova & Zingler, 2007).

I.7.3 Proteina codificada por el intrén (IEP)

La mayoria de intrones del grupo II bacterianos y la mitad de los pre-
sentes en mitocondrias y cloroplastos contienen un ORF en el DIV que codi-
fica una proteina (IEP, Intron Encoded Protein) necesaria para la actividad
de estos elementos. Las proteinas se componen de varios dominios y, de-
pendiendo del ntiimero de dominios que presente, tienen una longitud de
entre 1'2-2 kb (Lambowitz & Zimmerly, 2011). Las IEPs se traducen de for-
ma independiente a los exones, puesto que dentro del intrén se localizan
tanto el sitio de unién a los ribosomas como un codén de iniciaciéon de la
traduccién; no obstante, en mitocondrias existen IEPs cuya traduccién esté
ligada al exoén que hay aguas arriba. Estas proteinas intervienen en el co-
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rrecto plegamiento de la molécula de RNA del intrén, la estabilizacién de
la ribozima y los procesos de movilidad hacia secuencias DNA diana libres
de intrén (Lehmann & Schmidt, 2003).

Las IEPs de los intrones del grupo II contienen tres dominios principales
conservados, el dominio RT (reverso transcriptasa), el dominio X (madurasa)
y el dominio D (de unién al DNA), y en algunos de ellos también encon-
tramos el dominio En (endonucleasa; figura 1.15). El dominio RT (de entre
250-300 aa) esta compuesto, a su vez, por siete bloques conservados (RT1-
RT7, de color marrén en la figura 1.15) y comunes a otros retroelementos
(como ejemplo se muestra la RT del virus de inmunodeficiencia humana;
figura 1.15G). La regién RT5 contiene la secuencia altamente conservada
YADD, que forma parte del centro activo de la RT. La RT de los intrones del
grupo II tiene mayor longitud que la de los retrovirus debido a la presen-
cia de pequerias regiones entre subdominios (fragmentos de color rojo en la
figura 1.15) y a una extensién en la zona N-terminal (RT0) que las relaciona
con retrotransposones no-LTR. El dominio X (de aproximadamente 100 aa)
se caracteriza por contener secuencias conservadas y tres o-hélices que son
estructuralmente analogas a aquéllas encontradas en el dominio pulgar de
las RTs retrovirales. Este dominio X, junto al dominio RT, promueven la for-
macioén de la estructura activa de la ribozima y posicionan la proteina para
el comienzo de la transcripciéon. El dominio D (de en torno a 55 aa) esté
poco conservado, aunque presenta dos motivos importantes de unién al
DNA: una zona muy rica en aminodcidos bésicos y una regién cuya estruc-
tura secundaria predicha es una «-hélice. El dominio En (de unos 50-60 aa)
se encarga de producir el corte en el DNA diana para asi generar el cebador
con el que tendra lugar la reverso transcripcién del intrén. Los intrones del
grupo II que no presentan este dominio (RmIntl es el intrén con esta ca-
racteristica mejor estudiado; figura 1.15C) utilizan un mecanismo diferente
para la insercién del intrén en el DNA diana (mecanismos que veremos en
apartados posteriores). El dominio En pertenece a la familia H-N-H de las
endonucleasas, aunque encontramos intrones asociados a endonucleasas
del tipo LAGLIDADG (tipicas de los intrones del grupo I) en mitocondrias
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Figura 1.15: Estructura de las IEPs de los intrones del grupo Il y de proteinas relacionadas.

Representacién a escala de las proteinas, donde se indican los distintos dominios:
en marrén el dominio RT, en verde el dominio X, en amarillo el dominio D y en
azul el dominio En. Las regiones presentes entre subdominios de la RT aparecen
en rojo. Encima del dominio X se sefialan las x-hélices predichas, similares a las
caracteristicas del dominio pulgar. (A) Proteina codificada por el intrén LL1trB
de L. lactis, denominada LtrA. (B) Proteina codificada por el intrén mitocondrial
coxI-I1 de Saccharomices cerevisiae. (C) Proteina codificada por el intrén RmInt1 de
S. meliloti, 1a cual carece del dominio En. Se destaca el motivo de la clase D des-
crito para los intrones pertenecientes a este linaje. (D) Proteina codificada por el
intrén trnKI1 de Arabidopsis thaliana, denominada MatK. (E) Proteina codificada
por un gen nuclear en A. thaliana, denominada nMat-1a. (F) Proteina codificada
por el intrén mitocondrial rrnll del hongo Cryphonectria parasitica, caracterizada
por contener el motivo LAGLIDADG tipico de intrones del grupo L. (G) RT del
HIV-1. Adaptada de Lambowitz & Zimmerly, 2004 y 2011.
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de diferentes hongos cuyas IEPs carecen de los otros dominios (figura I.15F;
Lehmann & Schmidt, 2003; Lambowitz & Zimmerly, 2011). En la regién
C-terminal de las IEPs pertenecientes al linaje D aparece una secuencia con-
servada que es necesaria para la escisién y movilidad de los intrones, llama-
da “motivo de la clase D” (figura 1.15C; Molina-Sénchez et al, 2010). Datos
filogenéticos apuntan a que el dominio En se adquirié una sola vez por el
ancestro comun de las clases B, CL y ML (Toro & Martinez-Abarca, 2013).

La IEP, ademds de promover la escision del intrén, interacciona con la ri-
bozima produciendo particulas ribonucleoproteicas (RNPs) que estabilizan
la molécula de intrén escindida (figura 1.16). La IEP se une a un sitio de alta
afinidad localizado al inicio del DIV, designado como DIVa, que contiene
la secuencia Shine-Dalgarno y el codén de iniciacién de la traduccién, por
lo que regula su propia traduccién. A su vez, se producen contactos adi-
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Figura 1.16: Sitio de unién a proteinas en los intrones del grupo II. En gris se
muestra un esquema de la estructura secundaria de los intrones del
grupo IL. Los 6valos representan alguna de las proteinas que se unen a
esa estructura: LtrA en amarillo, CRS1 en azul y Cpné60 en verde. Las
flechas indican interacciones con sitios de unién secundarios. Adapta-
da de Fedorova & Zingler, 2007.
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cionales de la IEP con zonas conservadas del centro catalitico, incluyendo
partes del DI, DII y DVI, que estabilizan la estructura de RNA activa (Lam-
bowitz et al, 2005). La mayoria de las IEPs se unen especificamente a los
RNAs que las codifican, sin embargo, algunas han evolucionado de mane-
ra que pueden llevar a cabo la escisién de mdltiples intrones, generando
asi un “aparato comtn de escisiéon”. Existen intrones relacionados dentro
de un mismo genoma que se escinden con una sola IEP, aunque también se
han descrito IEPs que promueven la escisién de intrones mads alejados filo-
genéticamente. Esta funcion de escision mds general refleja la pérdida de
especificidad con el intrén de algunas IEPs (Lambowitz & Zimmerly, 2011).

1.8 MECANISMOS DE ESCISION DE LOS INTRONES DEL
GRUPO II

El mecanismo de branching o de formacién de intrén en forma de lazo
es la principal ruta de escisién de los intrones del grupo II. Este ocurre me-
diante dos reacciones sucesivas de transferencia de grupos fosfatos (figura
[.17). En la primera reacciéon de transesterificacion, el grupo hidroxilo (2’-
OH) de la A protuberante del DVI de la ribozima es el nucledfilo que ataca
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al grupo fosfato presente en el sitio de escisiéon 5. Por esta razén, la A pro-
tuberante también se conoce con el nombre de punto o sitio de ramificacién
o de branch. Tras este primer paso, la A protuberante queda unida covalen-
temente al primer nucleétido del intrén mediante un enlace 2’-5" (generan-
dose un intermediario del intrén en forma de lazo junto al exén 2), y el exén
1 permanece apareado con la ribozima (a través de las interacciones IBS-
EBS). En la segunda transesterificacion, es el grupo hidroxilo (3’-OH) libre
del exén 1 el que acttia como nucledfilo atacando al grupo fosfato del sitio
de escisién 3’. Finalmente, los dos exones quedan unidos covalentemente
mediante un enlace 3'-OH/5-P y se libera una molécula de intrén en for-
ma de lazo (lariat; Lambowitz & Zimmerly, 2011). Durante este proceso, la
primera reaccién es el factor limitante de la escisién de los intrones, habién-
dose detectado el intermediario lariat-exén 2 tinicamente por inhibicion de
la segunda reaccion de transesterificacion (Pyle & Lambowitz, 2006).

Para este tipo de intrones se han descrito otros mecanismos de escisién
minoritarios: mecanismo de hidrolisis o de formacién de intrén lineal, en el
que el nucledfilo involucrado en la primera reaccién de transesterificacion
es una molécula de agua (Bonen & Vogel, 2001), y mecanismo de formacién
de intrén circular, el cual se basa en la unién covalente del primer y el alti-
mo nucleétido del intrén mediante un enlace fosfodiéster 2’-5" después de
que el grupo hidroxilo (2’-OH) del dltimo nucleétido del intrén ataque al
sitio de escisién 5" (Murray et al, 2001; Molina-Sanchez et al, 2006).

I.8.1 Factores del hospedador implicados en la escision

Algunos intrones del grupo II (sobre todo los mitocondriales y cloroplas-
tidiales) no codifican su propia IEP, por lo que su escisién depende de pro-
tefnas codificadas por otros intrones o bien de proteinas codificadas por
el hospedador. Existen dos grupos bésicos de proteinas que facilitan la es-
cisién de los intrones del grupo II: las madurasas, que se unen especifica-
mente al intrén y ensamblan la estructura activa de éste, y las chaperonas,
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que ayudan al correcto plegamiento de diversas proteinas y generalmente
no son especificas (Beauregard et al, 2008).

Un estudio detallado sobre los factores del hospedador necesarios para
la escision de los intrones del grupo II cloroplastidiales indica que éstos
utilizan protefnas de unién al RNA pertenecientes a tres grandes familias
especificas de plantas: CRM (proteinas para la escision de RNA de cloro-
plastos y maduracién de ribosomas), POROR (reconocimiento de RNA de
plantas) y PPR (proteinas con repeticiones de pentatricopéptidos). Un anéli-
sis con el alga verde Chlamydomonas reinhardti revel6 que sus dos intrones
necesitan al menos 14 genes nucleares para llevar a cabo la escisién. Por
tanto, los requerimientos por parte del hospedador son diferentes para ca-
da intrén, lo cual refleja la necesidad de estudiar los distintos intrones de
manera independiente (Lambowitz & Zimmerly, 2011).

Como hemos comentado anteriormente, la primera reaccion de transes-
terificacién es limitante en la escision de los intrones del grupo II, quizas
por la desestabilizacion del intermediario lariat-exén 2. Este motivo ha lle-
vado a la idea de que estos elementos necesitan chaperonas para estabilizar
las estructuras intermediarias y la ribozima activa. Se han descrito varios
factores que acttian como chaperonas en la estabilizacién de determinados
intrones. Algunos de éstos son las proteinas de la caja DEAD Mss116, Ded1
y CYT-19, y otras proteinas como StpA, Hfq y Cbp2 (Fedorova et al, 2010).
Algo similar ocurre en los intrones espliceosémicos, donde proteinas de la
caja DEAD y helicasas funcionan en multiples reacciones para acelerar las
transiciones estructurales (Pyle & Lambowitz, 2006).

1.9 MECANISMOS DE MOVILIDAD DE LOS INTRONES DEL
GRUPO II

La dispersién de los intrones del grupo II, asi como la de otros retroele-
mentos, conlleva dos mecanismos asociados, uno de escisién desde la copia

de la diana donde se encuentra insertado, y otro de invasién de una secuen-
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cia diana libre de intrén. El proceso de movilidad se basa en la interaccién
que mantienen el intrén escindido y la IEP, con la que se generan RNPs
que promueven la inserciéon del intrén (Toro et al, 2007). Se han descrito
dos mecanismos de movilidad dependiendo de si la diana invadida es la
habitual (retrohoming) o es un sitio ectépico (retrotransposicion).

1.9.1 Proceso de retrohoming

A pesar de que muchos intrones son capaces de escindirse y formar RNPs,
solo se ha podido demostrar la movilidad de alguno de ellos. El mecanis-
mo de retrohoming (habitualmente denominado homing) de los intrones del
grupo II comienza con el reconocimiento del DNA diana por parte de las
RNPs tras su unién de forma inespecifica al DNA. Durante este proceso par-
ticipan de manera activa ambos componentes, ribozima y proteina (figura
I.18A). El RNA del intrén se une a los exones mediante apareamiento de
bases, generando asi las interacciones IBS-EBS 1y 2, y 8-5" en los intrones
ITA e IBS3-EBS3 en los IIB. La principal funcién de la IEP parece ser el desen-
rollamiento de la doble hélice de DNA, y para llevarla a cabo establece con-
tactos con las posiciones distales de ambos exones (figura I.18A; Lehmann
& Schmidt, 2003).

Este proceso ha sido estudiado detalladamente en varios intrones, en
los que se ha descrito la diana minima requerida para un homing eficiente
(figura 1.18B). Los intrones mitocondriales de la levadura Saccharomices cere-
visiae coxI-11 (all) y coxI-12 (al2), y el intrén bacteriano LLItrB de L. lactis
pertenecen a la clase IIA, mientras que RmlIntl, de S. meliloti, es un intrén
IIB. Recientemente se han caracterizado dos nuevos intrones bacterianos,
EcI5 de E. coli (Zhuang et al, 2009) y Tel4h de Thermosynechococcus elonga-
tus (Mohr et al, 2010), pertenecientes a la clase IIB y con un mecanismo de
movilidad similar al mostrado por LL1trB. Ademas del correcto apareamien-
to de bases que tienen que presentar las interacciones de los exones con el
DI de la ribozima, existen residuos en la zona distal de ambos exones im-

portantes para el proceso de movilidad (sefialados mediante rectangulos y
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Figura 1.18: Reconocimiento del DNA diana por los intrones del grupo II. (A) Repre-

sentacién de la unién de las RNPs al sitio diana. Se muestran las interacciones
IBS-EBS y 5-8" de los exones con el RNA del intrén y la unién de la IEP a la
zona distal de ambos exones (con lineas discontinuas). (B) Reconocimiento
del DNA diana de algunos intrones méviles. En cada caso se destacan las
posiciones reconocidas por el RNA y la IEP. La flecha indica el sitio de inser-
cién del intrén. Los intrones coxI-11, coxI-12 y L11trB pertenecen a la clase IIA,
mientras que RmInt1 es un intrén IIB. Adaptada de Lambowitz & Zimmerly,
2004 y Toro et al, 2007.
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6valos en cada uno de los intrones en la figura 1.18B; Jiménez-Zurdo et al,
2003; Lehmann & Schmidt, 2003).

Los dos intrones del grupo II bacterianos mejor caracterizados hasta el
momento son el intrén de L. lactis, LLItrB (Matsuura et al, 1997), y el de
S. meliloti, RmIntl (Martinez-Abarca et al, 1998). Ambos intrones presentan
caracteristicas en su proceso de movilidad que ha llevado a diferenciar dos

tipos de mecanismos.

1.9.1.1 Homing mediante reaccién de reverso transcripcién cebada por el DNA
diana (TPRT)

Este mecanismo ha sido ampliamente estudiado en el intrén LL1trB, y es
similar al descrito en levaduras y retrotransposones no-LTR. Las RNPs re-
conocen y se unen a una secuencia de DNA diana que se extiende desde
la posicién -25 a la +9 relativas al sitio de insercién del intrén (figura 1.18B;
Singh & Lambowitz, 2001). El componente ribozimico de las RNPs corta la
hebra sentido en el sitio de unién de los dos exones y el intrén completo se
integra mediante una reaccion de escision reversa (figura 1.19). Tras la inser-
cién, ocurren una serie de reorganizaciones conformacionales que acaban
con el corte de la cadena antisentido entre las posiciones +9 y +10 (en el ex6n
2). El extremo 3’-OH generado tras este corte sirve de cebador para que la
RT sintetice el cDNA usando como molde el RNA del intrén insertado en la
hebra sentido. Tras la degradacién del molde de RNA (probablemente por
una RNAsa H celular), tiene lugar la sintesis del DNA complementario a la
hebra antisentido (donde se encuentra el cDNA generado por la RT). Este
proceso es llevado a cabo por una DNA polimerasa del hospedador, usando
como cebador el extremo 3’-OH libre en el exén 1. Finalmente, la ligacion
de las dos hebras, y su reparacién por la maquinaria celular, completa el
evento de movilidad de estos intrones, el cual es independiente de recom-
binacién homologa. La integracién del intron mediante escision inversa es
un proceso idéntico al de escisién, en el que es necesario la formacién de las
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Figura 1.19: Mecanismo de movilidad mediante reaccién de reverso transcrip-
cién cebada por el DNA diana (TPRT). Tras el reconocimiento de la
diana, el dominio D de la IEP (representada como un 6valo amarillo)
desenrolla el DNA y se produce la escisién reversa del RNA del intrén
(linea azul) en la cadena de arriba. El dominio En de la IEP corta la
cadena de abajo, la cual es usada por la RT como cebador para realizar
la reverso transcripcién (flecha azul) del intrén integrado. Finalmente
el cDNA es integrado en la nueva localizacién mediante las funciones
reparadoras del hospedador. Adaptada de Toro et al, 2007.

interacciones anteriormente mencionadas (Matsuura et al, 1997; Cousineau
et al, 1998; Lambowitz & Zimmerly, 2004).

1.9.1.2 Homing independiente del dominio endonucleasa de la IEP

El mecanismo de movilidad de tipo TPRT necesita la generacién de un
cebador que permita iniciar la reaccién de transcripcion inversa. Sin embar-
go, no todas las IEPs de los intrones del grupo II contienen un dominio En
que produzca ese cebador mediante un corte en el DNA diana. RmIntl, el
intrén de este tipo mejor caracterizado, invade su diana de manera muy efi-
ciente (similar al intrén de L. lactis o a los de levadura), mostrando dos vias
de movilidad (Martinez-Abarca et al, 2004).

El mecanismo principal estd basado en una integraciéon del RNA del in-
tron dentro del DNA diana de cadena sencilla durante la replicacion celular
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Figura 1.20: Mecanismo de movilidad (principal y minoritario) independiente
de dominio endonucleasa. En el esquema del mecanismo principal
se muestran los elementos implicados en la transcripcion reversa del
RNA del intrén (linea azul), la cual esta ligada a la replicacién del DNA.
En el mecanismo minoritario, el intrén sélo requiere la actividad RT
de la IEP. En ambas vias, el cDNA es finalmente integrado en la nue-
va localizacién mediante las funciones reparadoras del hospedador.
Adaptada de Toro et al, 2007.

(figura 1.20). Como cebador para iniciar la transcripcién reversa del intrén,
la RT puede usar los pequefios fragmentos de RNA sintetizados por la pri-
masa o los propios fragmentos de Okazaki (Martinez-Abarca et al, 2004).
Este proceso presenta un sesgo de insercién preferencial por la cadena usa-
da de molde para la sintesis de la hebra retardada en la horquilla de repli-
cacion. En el intrén LL1trB también se ha descrito un mecanismo similar a
éste (dependiente de la replicaciéon del DNA) en mutantes con el dominio
En mutado, donde el corte de la cadena antisentido se encuentra bloquea-
do. Aunque, a diferencia de RmIntl, las frecuencias de movilidad mads altas
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se obtuvieron cuando la RT utilizaba la cadena lider recién sintetizada co-
mo cebador para la reaccién de transcripcién inversa (Zhong & Lambowitz,
2003).

RmiIntl puede llevar a cabo un segundo mecanismo de movilidad, que
es minoritario e independiente de la replicacién celular (figura 1.20). Este
proceso podria implicar sitios diana de cadena doble, otros sitios de cadena
sencilla que se encuentren asi temporalmente, o cebadores alternativos de
la reaccién de transcripcién inversa como pueden ser cortes aleatorios no
especificos en el DNA, la cadena lider en la horquilla de replicacién (en vez
de la retrasada), o la iniciacion del cebado de novo (Munoz-Adelantado et al,
2003).

1.9.2 Proceso de retrotransposicion

Los intrones del grupo II también pueden moverse a sitios no idénticos
de los que proceden, proceso que ocurre a muy baja frecuencia (en RmIntl
representa un 5% respecto al homing sobre su secuencia diana habitual;
Martinez-Abarca & Toro, 2000). Este proceso, al igual que el homing, re-
quiere la inserciéon del RNA del intrén mediante escisién reversa, lo que
asegura la invasion de sitios a partir de los que posteriormente el intrén
pueda escindirse, minimizando asi el dafio al hospedador (Cousineau et al,
2000). El proceso de retrotransposicién de los intrones del grupo Il bacteria-
nos en poblaciones naturales ocurre preferentemente en dianas localizadas
dentro de elementos genéticos moéviles como son las ISs o los plasmidos.
Esto apoya la hipétesis de que este mecanismo de movilidad es la principal
estrategia de expansion de los intrones del grupo II (Mufioz et al, 2001).

Para que el intrén lleve a cabo el mecanismo de retrotransposicion se
necesita DNA de cadena sencilla, y, ademds, se ha observado que el pro-
ceso se produce en ausencia de actividad DNA endonucleasa (Cousineau
et al, 2000). Estos datos sugieren que la via de retrotransposicién de los in-
trones del grupo Il se asemeja al proceso de homing de los intrones que care-
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cen de dominio En (apartado 1.9.1.2). Aunque estudios con el intrén LL1trB
indican que la retrotransposicién puede ocurrir por diversos mecanismos
dependiendo del organismo hospedador. En E. coli, la retrotransposicién
de LL1trB se produce también sobre DNA de cadena doble y es frecuente
en zonas cercanas al Ori y Ter del cromosoma (posiblemente debido a la
presencia de la IEP en los polos de la célula bacteriana); mientras que en
L. lactis dicho proceso sigue la via descrita previamente (apartado 1.9.1.1;
Coros et al, 2005).

1.9.3 Factores del hospedador implicados en la movilidad

Unido a los factores involucrados en la escisién mencionados anterior-
mente (apartado 1.8.1), los intrones del grupo II necesitan la maquinaria
celular para llevar a cabo su mecanismo de movilidad y completar la inser-
cién del intrén en su diana. Después de que la RT realice la transcripcién
reversa del RNA del intrén, éste debe ser eliminado, proceso en el cual se
encuentran involucradas la RNAsa H1 (rnhA) y la actividad endonucleasa
5’-3’ de la Pol I (polA). Para la sintesis de la segunda cadena de cDNA se
requiere la DNA polimerasa Pol III (dnaQ), y se piensa que el extremo del
exén 1 usado como cebador en esta reaccion es eliminado por la exonucle-
asa Rec]. La reparacion de las muescas tras la sintesis del cDNA es llevada
a cabo por las polimerasas reparadoras Pol II (polB), Pol IV (dinB) y Pol V
(umuDC), y para la unién de las muescas se utiliza una DNA ligasa del
hospedador. Todos estos requerimientos sugieren que el hospedador con-
sidera las dltimas etapas del homing como una respuesta a un dafio en el
DNA celular (Smith et al, 2005; Beauregard et al, 2008).

Las condiciones de estrés nutricional para el hospedador (como la acu-
mulacién de ppGpp o la activacion de cAMP por falta de carbono) también
actian como un estimulo que promueve el movimiento del intrén, favore-
ciéndose la retrotransposicién frente al homing. Esta proliferacién de los
intrones permite generar diversidad y reorganizacién de genomas que, a
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su vez, puede favorecer la respuesta del hospedador al estrés (Coros et al,
2009).

Ademas de todas esas proteinas que favorecen la movilidad de los in-
trones del grupo II, encontramos otras que influyen negativamente en dicho
proceso. Dentro de este grupo de proteinas se incluyen las RNAsas (RNAsa
Iy RNAsa E), que son enzimas que degradan el RNA del intrén, y la DNasa
Exo III (xthA), que mediante su actividad exonucleasa 3’-5" degrada la nue-
va hebra de cDNA generada o interfiere en su sintesis. Asi, sin ningtin
mecanismo de silenciamiento especifico, la movilidad de los intrones puede
verse inhibida dependiendo del estado fisiologico de la célula (Smith ef al,
2005; Beauregard et al, 2008).

1.10 APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS INTRONES DEL
GRUPO II

Los intrones del grupo II presentan una serie de caracteristicas que los ha-
cen adecuados para su uso como herramientas biotecnolégicas en diversas
areas como medicina y agricultura, y tanto en procariotas como en eucario-
tas (Cui & Davis, 2007; Toro et al, 2007):

= Son elementos méviles capaces de insertarse especificamente en su
DNA diana con una elevada eficiencia mediante un proceso indepen-
diente de recombinacién homéloga.

= Reconocen el DNA diana principalmente por apareamiento de bases,
por tanto, la especificidad de la diana se puede cambiar modificando
los nucleétidos que forman parte de las EBSs del intrén para que sean
capaces de interaccionar con las IBSs de la diana deseada.

» Pueden movilizar cualquier informacién genética que se integre en el

intron.
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» La movilidad de estos elementos requiere la actividad de la IEP y
otras proteinas del hospedador probablemente codificadas por genes
conservados, lo que permite su utilizacién en diversos hospedadores.

Gracias a estas caracteristicas, se ha conseguido reprogramar varios intrones
para que se inserten en dianas de interés: LL1trB de L. lactis (Guo et al, 2000),
Ecl5 de E. coli (Zhuang et al, 2009) y RmlInt1 de S. meliloti (Garcia-Rodriguez
et al, 2011). La reprogramacion de estos intrones se lleva a cabo con una
forma derivada del intrén silvestre en la que la IEP se expresa aguas arriba
de la parte ribozimica (intrén AORF), y que es una versién del intrén mas
eficiente (Guo et al, 2000; Nisa-Martinez et al, 2007; Zhuang et al, 2009). La
ventaja del intrén AORF es que, una vez insertado, sélo puede escindirse
de la secuencia que ha interrumpido mediante expresién de la IEP en trans
(Nisa-Martinez et al, 2007).

Respecto a la reprogramacion de los intrones, se ha desarrollado y vali-
dado un programa informético que permite encontrar los posibles sitios
diana presentes en la secuencia del gen que se desea interrumpir (Perutka
et al, 2004). De esta manera se pueden seleccionar inserciones del intrén ha-
cia la cadena sentido o antisentido del gen. En el caso de llevar a cabo una
invasioén de la cadena antisentido, la inserciéon que se produce es definiti-
va o irreversible, puesto que la transcripcion y posterior escisién del intrén
quedan impedidas. Por el contrario, si la invasién ocurre en la cadena sen-
tido del gen, la insercién es condicional o reversible, pudiéndose producir
la transcripcion del intrén y la escision de éste si se expresa la IEP en trans
(Nisa-Martinez et al, 2007).

Por otro lado, se ha disefiado un sistema de seleccién ligado a la movili-
dad del intrén para detectar la interrupcion del gen de interés de una ma-
nera mds eficiente. Este sistema se basa en la introduccién de un gen de
resistencia a trimetoprima (Tp) en el DIV del intrén AORF en orientacién
inversa a la transcripcion de éste. Ese gen, a su vez, se encuentra interrum-
pido por un intrén del grupo I (tdI) dispuesto en la misma orientacién que
la transcripcién del intrén AORF. Asi, la Tp s6lo se activa tras la insercién
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cromosémica del intrén AORF y la posterior escision del intrén tdl. A todo
el conjunto se le ha denominado marcador de seleccién activado por retro-
transposicion (RAM; Zhong et al, 2003).
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OBJETIVOS

Los rizobios son un grupo de a-proteobacterias de gran interés por la
relacién simbidtica que establecen con plantas leguminosas. Una de las es-
pecies bacterianas que viven en simbiosis mejor estudiadas es Sinorhizobium
meliloti. Con la cepa GR4, aislada de un suelo agricola de Granada, se lleva
trabajando desde hace mas de 30 afios, y en ella se identific6 el primer in-
tron del grupo II encontrado en la familia Rhizobiaceae, RmIntl. Desde su
descubrimiento a finales de los afios 90, RmInt1 ha sido ampliamente estu-
diado y caracterizado en nuestro grupo de investigacion.

El objetivo de la presente Tesis Doctoral consiste en la secuenciacién del
genoma del endosimbionte diazotréfico S. meliloti GR4, asi como en la carac-
terizacién de nuevos intrones del grupo II, determinando su distribucién
y sus posibles aplicaciones biotecnolégicas. El desarrollo de este objetivo
general se llevo a cabo mediante la consecucion de los siguientes objetivos

especificos:

1. Resolucién del genoma completo de la cepa S. meliloti GR4. Locali-
zacion de los intrones del grupo II presentes en ella.

2. Distribucién de intrones del grupo II filogenéticamente relacionados
con RmIntl en Rhizobiaceae. Actividad de estos elementos méviles

en diversas cepas y posible implicacién de la chaperona GroEL.

3. Incremento de la coleccién de intrones del grupo Il usados como herra-
mientas biotecnoldgicas de mutagénesis. Caracterizacién funcional de
los intrones RmInt2 y SmedIntl. Determinacién del papel de la protei-
na codificada por el intrén (IEP) en el reconocimiento del DNA diana.
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M.1 CEPAS BACTERIANAS

Las especies y cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se encuentran

descritas en la tabla M.1.

Tabla M.1: Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa bacteriana Caracteristicas Referencia
herichin coli F~, 080dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, hesd h
EDSIEI erichin cott deoR, recAl, end A1, hsdR17(rK—, mK™), phoA, Ee:) esda Researc
5o supE44, A, thi-1, gyrA96, relAl. a
E. coli HB101 supE44, A(mcrC-mrr), recAl3, ara-14, proAZ, Promega’
lacY1, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1, leuB6, thi-1. Corporation

Aislado de suelo de Granada; Nod™*, Fix™.

Sinc.)rhz'.zobium Contiene 10 copias completas de RmiIntl y Cz.isadesﬁs &

meliloti GR4 7 de RmInt2. Olivares (1979)
Mutante espontineo a estreptomicina

S. meliloti 1021 derivado de la cepa S. meliloti 2011; SmR.  Meade et al (1982)
Posee 3 copias completas de RmInt1.

- Aislado de suelo de Salamanca. No contiene  Villadas et al

5. meliloti RMO17 copias de intrones tipo RmInt1. (1995)

Sinorhizobium Aislado de suelo de Cerdena. Posee 4 copias

medicae WSM419 completas de SmedIntl. Reeve et al (2010)

S. medicae RMO15

Aislado de suelo del norte de Espafia. No
contiene copias de intrones tipo RmInt1.

Fernandez-Lopez
et al (2005)

S. medicae RMO09

Aislado de suelo del norte de Espafia. Posee,
al menos, 3 copias completas de intrones
tipo RmInt1.

Ferndandez-Lopez
et al (2005)

S. medicae RMO04

Aislado de suelo del norte de Espafia. No
contiene copias completas de intrones tipo
RmiIntl.

Ferndandez-Lopez
et al (2005)

S. medicae RMO02

Aislado de suelo del norte de Espafia. No
contiene copias completas de intrones tipo
RmInt1.

Ferndandez-Lopez
et al (2005)

Rhizobium etli
CFN42

Aislado de suelo de Méjico. No contiene
copias completas de intrones tipo RmInt1.

Gonzalez et al
(2006)

R. etli CIAT652

Aislado de suelo de Costa Rica. No contiene
copias completas de intrones tipo RmInt1.

Gonzaélez et al
(2010)
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M.2 PLASMIDOS Y VECTORES DE CLONACION

El trabajo desarrollado en la presente Tesis Doctoral ha requerido el uso

de vectores comerciales y pldsmidos previamente generados en el grupo

Tabla M.2: Vectores y plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas Referencia
Vector para la clonacién de productos de PCR.
pGEM-T Easy Contiene los promotores T7 y SP6. Ap~. Promega
RK2013 Vector para la movilizacién en trans de plasmi- Figurski &
p dos no autotransmisibles. KmR. Helinski (1979)
KGO Plasmido derivado de pKG10. Construccién sin ~ Martinez-Abarca
P intrén y sin diana. KmR. et al (2000)
Plasmido derivado de pKG2.5. Construccién . 3
pKGEMA4 donadora del intrén RmIntl en su forma AORE, | Visa-Martinez
KmR. et al (2007)
Plasmido derivado de pKGEMA4. Construc- . .
pKGEMA4DV cién donadora del intrén RmiIntl defectivo en Nisa-Martinez
escision. KmR. et al (2007)
Plasmido derivado de pBBRIMCS. Construc- ) 3
pCm4 cién donadora del intron RmIntl en su forma Nisa Martinez
AORF. CmR. (2011)
Plasmido derivado de pBBR1IMCS-5. Construc- ) )
pGm4 ciéon donadora del intron RmIntl en su forma Nisa Martinez
AORE. GmR, (2011)
Plasmido derivado de pJB3Tc19. Construccién
receptora del intrén RmIntl. Contiene la diana N\ artinez-Abarca
pJBO.6LEAD ISRm2011-2 en orientacién inversa al sentido de 4t 4/ (2000)
la horquilla de replicacién. ApR.
Plasmido derivado de pJB0.6LEAD. Construc-
cién receptora del intréon RmIntl. Contiene la  \[artinez-Abarca
PJBO.-6LAG diana ISRm2011-2 en orientacién directa al sen- 4t 4/ (2004)
tido de la horquilla de replicaciéon. ApR.
Plasmido derivado de pJB0.6LEAD. Construc-
cién receptora del intron RmlIntl que carece de  \[artinez-Abarca
pJBA129 la region de reconocimiento para dicho intrén.

ApR.

et al (2000)
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de investigacion, que se detallan en la tabla M.2. Con el fin de caracterizar
los nuevos intrones presentados en este trabajo, se llevé a cabo la construc-
cién de una serie de plasmidos tanto donadores como receptores de intrén.
Ademas, se generaron varios pldsmidos para realizar ensayos de comple-
mentacion de unos mutantes de 1021 para los genes groEL proporcionados
por la Dra. Valerie Oke (miembro del departamento de Ciencias Biol6gicas
de la Universidad de Pittsburgh, Pensilvania, USA). Los oligonucleétidos
utilizados en la creacién de todos estos plasmidos se muestran en la tabla
M.3, y la estrategia seguida para la construccién de cada uno de ellos se
describe a continuacioén.

Tabla M.3: Oligonucleétidos, disefiados en este trabajo, utilizados para la construc-

cién de diferentes plasmidos.

Nombre

Secuencia (5'-3')

1F_RmInt2_IS17
1R_RmlInt2_IS17
1F_SmedInt1_IS66
1R_SmedIntl_IS66
IEP_Spel_RmInt2
IEP_SacI_RmInt2
IEP_Spel_Smed
IEP_Sacl_Smed
dORF1_RmInt2
dORF2_RmInt2
dORF1_Smed
dORF2_Smed
ISRm17_F*
ISRm17_R*
Quimera-20/+5_F*
Quimera-20/+5_R*
Quimera-21/+5_F*
Quimera-21/+5_R*
pJB_secF

pJB_secR
GroESL3_F
GroESL3_R
GroESL3_sec_F
GroESL3_sec_R

GGGATCCCACGTGACTAGTGCCCGTCCATAG
GGGGATCCCTAGGCGTTGGCGAGTAGC
GGGGATCCCACGTGTCCAAGGGTGTTCTGTGACGA
GGGGATCCCTAGGATCGAGCCGCGGAAG
GGGGACTAGTGGAAACAGGATGACGTCGGC
GCCGGAGCTCTCAGGCAAACGTGCCGATC
GGGGACTAGTGGAAACAGGATGACTTCG
GCCGGAGCTCTCAGGCAAACAGGTTCGT
GCCGCTCGAGAAGCTTCGTACACCAGCCGC
GCCGCTCGAGTCTCTTTGTGCACTGGCAAC
GCCGCTCGAGAAGCTTCGTACACTTGCC
GCCGCTCGAGCCTCTTCGTACACTGGCA
GGCCGCCACGTGCGATCTAGACTAGTGCCCGTCCATAAACAGCAAGTCCTAGGGA
GGCCTCCCTAGGACTTGCTGTTTATGGACGGGCACTAGTCTAGATCGCACGTGGC
GGCCGCCACGTGCCTCGTAGTGCCCGTCCATAACTGGCCTAGGGA
GGCCTCCCTAGGCCAGTTATGGACGGGCACTACGAGGCACGTGGC
GGCCGCCACGTGCCTCGTTAGTGCCCGTCCATAACTGGCCTAGGGA
GGCCTCCCTAGGCCAGTTATGGACGGGCACTAACGAGGCACGTGGC
CCTCTTCGCTATTACGCCAGC

CGGCTCGTATGTTGTGTGGA
CGGACTAGTTGCAGACACTGATTTCAAGCCA
CGGACTAGTTGCTGGGTAATTGACGTCTTGCTG
TGCTTCGCGGCGTGGAAT

AAGGGCCGATTTTGCCCGTAG

* oligonucleétidos fosforilados en su extremo 5'
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M.2.1 Pliasmidos donadores de intrén

Este tipo de construcciones se basan en los pldsmidos desarrollados para
el estudio del intrén del grupo II RmIntl (Martinez-Abarca et al, 2000; Nisa-
Martinez et al, 2007). Con el fin de generar los diferentes plasmidos dona-
dores de los nuevos intrones RmInt2 y SmedInt1 realizamos una PCR con la
DNA polimerasa Phusion High-Fidelity (Finnzymes; apartado M.6.1) sobre
DNA genémico de GR4 y WSM419 respectivamente, usando los oligonucle6-
tidos 1F_RmInt2_IS17 y 1IR_RmInt2_IS17 para el intrén RmInt2, y 1F_Smed-
Int1_IS66 y 1R_SmedIntl_IS66 para SmedIntl. De esta manera, obtuvimos
un fragmento con cada uno de los intrones y sus respectivas dianas, que
contienen los ultimos 20 nucleétidos del exén 1y los 5 primeros nucle6ti-
dos del ex6n 2 (diana -20/+5 respecto al sitio de inserciéon del intrén). El pro-
ducto de PCR generado con el intrén RmIn2 y su diana tiene un tamario de
1.934 pb, y el del intrén SmedIntl con su diana de 1.955 pb. Estos fragmen-
tos, que presentan en su extremo 5’ la secuencia de reconocimiento para las
enzimas de restricciéon BamHI y Pmll, y en su extremo 3’ para BamHI y Blnl,
fueron introducidos en el vector pGEM-T Easy para generar las construc-
ciones pGEMtR2 y pGEM1S1 (figura M.1). Estos se mandaron a secuenciar
con los oligonucleétidos universales T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-
3") y Sp6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-3) para comprobar que la secuen-
cia de los intrones y sus dianas no habia sufrido mutaciones. Los plasmidos
donadores de intrén silvestre (pKGRmInt2 y pKGSmedInt1; figura M.1) se
obtuvieron mediante digestion BamHI de pGEMtR2 y pGEML1S], clonacién
en el sitio BamHI del pldsmido pKGO (Martinez-Abarca et al, 2000) y poste-
rior seleccion de los pldsmidos que habian introducido el intrén en sentido.

Para la creacién de los plasmidos donadores de intrén en su forma deriva-
da AORF tuvimos que generar otras construcciones intermedias. Llevamos
a cabo dos PCRs con la DNA polimerasa Phusion High-Fidelity (Finnzymes;
apartado M.6.1) sobre DNA de los pldsmidos pGEMtR2 y pGEMtS1: una
directa para amplificar la IEP con unos oligonucleétidos que producen un
fragmento flanqueado por las enzimas de restriccién Spel en el extremo 5’
y Sacl en el extremo 3’ (IEP_Spel_RmInt2 e IEP_Sacl_RmInt2 para RmInt2;
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IEP_Spel_Smed e IEP_Sacl_Smed para SmedIntl), y una inversa para am-
plificar sélo la ribozima del intrén con unos oligonucleétidos que tienen
en su extremo 5’ el sitio de corte para la enzima Xhol (dORF1_RmInt2 y
dORF2_RmInt2 para RmInt2; dORF1_Smed y dORF2_Smed para SmedInt1).
El producto de PCR que porta la IEP del intrén (de 1.289 pb en ambos ca-
sos) se introdujo en el vector pGEM-T Easy, formando asi los plasmidos
pGEMIEPR2 y pGEMIIEPSI (figura M.1). El producto de la PCR inversa
(de 3.821 pb en el caso de RmInt2 y de 3.840 pb en SmedIntl) se digiri6
con Xhol y se autoligé (apartado M.5.3 y M.5.5), dando lugar a los plasmi-
dos pGEMtAORFR2 y pGEMtAORFSI (figura M.1). Tanto los plasmidos
que portan sélo la IEP del intrén como los que llevan sélo el AORF se
volvieron a secuenciar con los oligonucleé6tidos T7 y Sp6 para continuar con
una muestra que no hubiera sufrido mutaciones en su secuencia. Los plés-
midos pKGEMA4R2 y pPKGEMA4SI1 (figura M.1) se obtuvieron mediante
el intercambio de ambas partes, ribozima e IEP, con la construcciéon pKGE-
MA4 (Nisa-Martinez et al, 2007). Estas inserciones son dirigidas: la IEP se
cloné en el sitio Spel-Sacl de pPKGEMA4 y el AORF en el sitio PmlII-Blnl del

mismo.

A partir de los tres plasmidos donadores de intrén en su forma derivada
AORF (pKGEMA4, pKGEMA4R2 y pKGEMAA4S51) se llev6 a cabo la cons-
truccion de los plasmidos donadores de intrones quiméricos (figura M.2).
Cada uno de estos plasmidos, que contienen la ribozima y la proteina de in-
trones distintos, se generaron mediante el intercambio de una de sus partes
con la ribozima o la proteina de otro de los plasmidos.

Todos los pldsmidos donadores contienen el casete de resistencia a Km, y
la forma de intrén que portan estd bajo el promotor de Km (indicado como
pKm en la figura M.1 y M.2).
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Figura M.1: Construccién de plasmidos donadores de intrén en su forma sil-
vestre y derivada. El esquema muestra el proceso de creacién de
los plasmidos correspondientes a RmInt2 (A) y SmedIntl (B). Se
indican las enzimas de restriccién implicadas en cada paso, asi
como el nombre y la longitud de las construcciones. Las partes »
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<« de intrén (proteina y ribozima) e IS (exones 1 y 2) incluidas en estos plés-
midos se muestran en diferentes tonos de rojo para RmInt2, de azul para
SmedIntl y de gris para RmIntl. El casete de resistencia a ampicilina aparece
en amarillo, y el de kanamicina en verde. El promotor de kanamicina (pKm) se

indica con una flecha.
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Figura M.2: Plasmidos donadores de intrones quiméricos. En el esquema se in-
dican las enzimas de restriccion implicadas en el intercambio de la
proteina, por un lado, y la ribozima e IS (exones 1 y 2) por otro,
mostradas en diferentes tonos de rojo para RmiInt2, de azul para
SmedIntl y de gris para RmIntl. También se sefiala el nombre y la
longitud de las construcciones resultantes. El casete de resistencia a
kanamicina aparece en verde, y el promotor de kanamicina (pKm) se
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M.2.2 Pliasmidos receptores de intrén

Con el fin de evaluar la movilidad de los intrones estudiados en la presen-
te Tesis Doctoral llevamos a cabo la construccién de una serie de plasmidos
que portan la secuencia de reconocimiento de cada intrén. Para ello, parti-
mos del plasmido que contiene la diana de RmlInt1 pJB0.6LEAD (Martinez-
Abareca et al, 2000), donde eliminamos la diana de dicho intrén mediante di-
gestion Spel-Hindlll, enromamos los extremos del vector (apartado M.5.2) y
lo autoligamos (apartado M.5.3 y M.5.5), dando lugar al pldsmido pJBA0.6
(figura M.3A). Esta construccién es la base de todos los plasmidos recep-
tores, que se generan por clonacién de la diana de reconocimiento de cada
intrén en el sitio Notl de ésta en ambas orientaciones, LAG y LEAD. RmInt1
presenta una tendencia de invasién a dianas localizadas en la secuencia
que sirve como molde de la cadena retrasada en la horquilla de replicacién
(Martinez-Abarca et al, 2004). Por ello, es relevante diferenciar cada diana
dependiendo de su posiciéon dentro del replicén, pudiendo localizarse en
la hebra usada como molde para la sintesis de la cadena retrasada o lider
en la horquilla de replicacién, nombradas a partir de ahora como LAG (del
inglés lagging) o LEAD (del inglés leading) respectivamente.

El fragmento con la secuencia de la diana, que contiene los tltimos 20 nu-
cleétidos del exén 1y los 5 primeros nucleétidos del exén 2 (diana -20/+5
respecto al sitio de insercién del intrén), se obtuvo de dos maneras distintas
dependiendo de la construccién. En el caso de la diana ISSme3, ésta se obtu-
vo mediante PCR con la DNA polimerasa Phusion High-Fidelity (Finnzymes;
apartado M.6.1) sobre DNA genémico de WSM419 con los oligonucleétidos
1F_SmedIntl_IS66 y 1R_SmedIntl_IS66 (tabla M.3). El producto de PCR,
de 70 pb, se introdujo en el vector pGEM-T Easy, se secuenci6 con el ce-
bador universal Sp6 y se purificé tras su digestion con la enzima de restric-
cién Notl (figura M.3B). El resto de dianas se generaron por anillamiento
de los dos oligonucleétidos correspondientes en cada caso: ISRm17_F con
ISRm17_R para crear la diana de RmInt2 (figura M.3C); Quimera-20/+5_F
con Quimera-20/+5_Ry Quimera-21/+5_F con Quimera-21/+5_R para cons-
truir las dianas quiméricas entre la zona distal de los exones pertenecientes
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Figura M.3: Construccién de plasmidos receptores de intrén. (A) Construccion
del plasmido base sobre el que se produce la clonacién de las dife-
rentes dianas: ISSme3 (B), ISRm17 (C) y las dianas quiméricas con
ISRm2011-2 e ISRm17 (D y E). Se indican las enzimas de restriccién
implicadas en cada proceso, asi como para evaluar los eventos de
movilidad (apartado M.10). También se sefiala el nombre y longitud
de las construcciones resultantes. El casete de resistencia a ampicilina

aparece en amarillo, y el de tetraciclina en rosa.

a la diana ISRm2011-2 y las IBSs de la diana ISRm17 (figura M.3D y M.3E).
Los fragmentos de DNA conteniendo estas tres tltimas dianas se introdu-

jeron directamente en el plasmido pJBA0.6 y se secuenciaron con unos ce-

badores especificos de los plasmidos pJBs que flanquean el sitio de clonacién

multiple (pJB_secF y pJB_secR; tabla M.3). Los oligonucle6tidos de la diana

ISRm17 y las dianas quiméricas se disefiaron con extremos cohesivos para

la diana NotI de tal forma que el extremo 3" del fragmento generado tras
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su anillamiento no mantuviera el sitio de corte para dicha enzima. Con esta
estrategia se facilit6 la identificacién de la orientacién de la diana una vez
clonada en pJBA0.6. En los distintos plasmidos presentes en la figura M3
también se sefala el sitio de corte de la enzima Sall, usada para evaluar los
eventos de movilidad de los intrones (apartado M.10).

M.2.3 Pliasmidos para ensayos de complementacién

La construccion de los plasmidos que contienen el operén groESL3 en am-
bas orientaciones, sentido (pJBGroESL3s) y antisentido (pJBGroESL3as), se
realiz6 a partir del plasmido pJBA129, que presenta los casetes de resisten-
ciaa Tcy Ap (figura M4). Llevamos a cabo una PCR con la DNA polimerasa

Spel

Tc"

pJBA129 )
7.591 pb

ApR

Spel / \ Spel

Tc" Tc"

operon
pJBGroESL3s ) GroESL3
9.839 pb

operon

GroESL3 pJBGroESL3as

9.839 pb

Spel Ap“ Spel Ap“

Figura M.4: Construcciéon de plasmidos para la complementacién de mutantes
groEL de 1021. En el esquema se muestran las enzimas de restriccion
implicadas en la creacién de los plasmidos, asi como el nombre y la
longitud de las construcciones. El casete de resistencia a ampicilina
aparece en amarillo, el de tetraciclina en rosa, y el operén groESL3 en
morado.
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Phusion High-Fidelity (Finnzymes; apartado M.6.1) sobre DNA genémico de
GR4 con los oligonucleétidos GroESL3_F y GroESL3_R, que contienen en su
extremo 5’ el sitio de corte de la enzima Spel. El fragmento amplificado se
introdujo en el vector pPGEM-T Easy, donde se secuencié con los cebadores
universales T7 y Sp6 y dos oligonucleétidos localizados dentro del operén
(GroESL3_sec_F y GroESL3_sec_R; tabla M.3) para confirmar la ausencia de
mutaciones, y se purificé tras su digestion con Spel. Posteriormente se clon6
en el sitio Spel del plasmido pJBA129 y se seleccionaron colonias que porta-
ban el operén groESL3 en ambas orientaciones (figura M.4). El fragmento
clonado contiene los genes groES3 y groEL3, y 120 nt de secuencia aguas
arriba y abajo, incluyendo asi su promotor y terminador.

M.3 CULTIVOS BACTERIANOS
M.3.1 Medios de cultivo

Las cepas de S. meliloti se crecieron en medio TY (Beringer, 1974): 09 g/1
de CaCl,-2H,0O, 5 g/1 de triptona y 3 g/1 de extracto de levadura, prepara-
do en agua desionizada y a pH 7, y esterilizado en autoclave durante 20
minutos a 120°C. Para obtener medio TY sélido se afiadi6é agar (PANREAC)
al 1’6 % antes de la esterilizacion.

Para el crecimiento de las cepas de E. coli se emple6 el medio de cultivo
descrito por Luria-Bertani (LB; Sambrook ef al, 1989): 5 g/1 de NaCl, 10 g/1
de triptona y 5 g/1 de extracto de levadura, preparado en agua desioniza-
da y a pH 7, y esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 120°C. Para
obtener medio LB soélido se afiadi6é agar (PANREAC) al 1’6 % antes de la

esterilizacion.

Los mutantes proporcionados por la Dra. Valerie Oke se crecieron siguien-
do las instrucciones recomendadas (Bittner et al, 2007), en medio LB comple-
mentado con CaCl, y MgSO4, ambos a una concentracion final 2’5mM.
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Los transconjugantes de S. meliloti y de los mutantes se crecieron en una
modificacién del medio minimo (MM; Robertsen et al, 1981): 0’3 g/1 de
K>;HPOg4, 03 g/1 de KH,PO4, 0715 g/1de MgSO4-7 H,0, 0°05 g /1 de CaCly,
0’006 g/1 de FeCl3, 005 g/1 de NaCl, 1’1 g /1 de glutamato sédico, 10 g/1 de
manitol, 0°0002 g/1 de biotina y 00001 g/1 de pantotenato célcico, prepara-
do en agua desionizada y a pH 7, y esterilizado en autoclave durante 20
minutos a 120°C. Para obtener MM sélido se afiadié agar (PANREAC) al
1’6 % antes de la esterilizacion.

Para comprobar que las colonias de transconjugantes seleccionadas con
MM no se encontraban contaminadas con E. coli se utiliz6 un medio restric-
tivo para coliformes. Este se preparé disolviendo 51 g de Endo Agar (DIF-
CO) por litro de agua desionizada, calentando hasta su disolucién completa
y esterilizando en autoclave durante 20 minutos a 120°C.

M.3.2 Antibiéticos

Los antibidticos usados en este trabajo se detallan en la tabla M.4. La adi-
cién de éstos a los medios de cultivo se hizo a partir de soluciones 100 veces
concentradas preparadas en agua desionizada (todos salvo Cm) o en agua-
etanol al 50 % (Cm). Las soluciones preparadas en agua se esterilizaron

Tabla M.4: Antibiéticos utilizados para el crecimiento bacteriano.

Concentracién final (mg/1)

Antibiético
E.coli S.meliloti Mutantes GroEL
Ampicilina (Ap, Sigma) 200 200 200
Tetraciclina (Tc, Sigma) 10 10 2
Estreptomicina (Sm, Sigma) 50 250 250
Kanamicina (Km, Roche) 50 180 180
Gentamicina (Gm, Sigma) 10 50 25
Cloranfenicol (Cm, Sigma) 50 50 50
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por filtracién utilizando unidades Minisart® NML (Sartorius) de 02 pm de

tamafio de poro.

M.3.3 Condiciones de cultivo y conservacion de éstos

El crecimiento de las cepas de S. meliloti se realizé a 30°C, mientras que
las cepas de E. coli se incubaron a 37°C. El tiempo de generacién estimado
en medio liquido a 190 rpm en agitador orbital es de aproximadamente 2’5
h y 30 min para las cepas de S. meliloti y E. coli respectivamente.

Para la conservacién prolongada de los cultivos bacterianos, éstos se cre-
cieron hasta fase logaritmica tardia, se mezclaron con glicerol 20 % (v/v)
estéril en criotubos y se almacenaron a -80°C.

M.4 AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS
M.4.1 Extraccion de DNA total

Para aislar DNA total se utiliz6 el kit comercial RealPure Genomic DNA
Extraction (GE Healthcare). Se recoge 1 ml de cultivo y se centrifuga a 13.000
rpm durante 2 min. Se lava con 0’2 ml de sarcosil al 0’1 % en TE 1x y se
centrifuga a 13.000 rpm durante 4 min. Para la lisis celular se afiade 0’6 ml
de Lysis Solution y se incuba 10 min a 80°C. Se deja enfriar a temperatura
ambiente y se aflade 3 pl de Soluciéon RNAse. Se mezcla invirtiendo 25 veces
y se incuba 1 h a 37°C. Pasado este tiempo, se adicionan 0’2 ml de Protein
Precipitation, se agita vigorosamente durante 20 seg y se incuba en hielo 10
min. La muestra se centrifuga a 13.000 rpm durante 5 min y se recoge el
sobrenadante en un tubo nuevo. Para precipitar el DNA se afiade 0’6 ml de
isopropanol frio (guardado a -20°C), se mezcla totalmente invirtiendo y se
mantiene durante 10 min a -20°C. Se centrifuga 10 min a 13.000 rpm y se
lava el sedimento con 02 ml de etanol 70 %. Finalmente, se resuspende con

50 ul de agua bidestilada y se conserva a 4°C.
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M.4.2 Extraccion de DNA plasmidico

M.4.2.1 Extraccion de DNA plasmidico mediante precipitacion con sales de
magnesio

Este método, usado para la obtencién de DNA plasmidico de muestras
de E. coli, se basa en el método descrito por Studier (1991). Se recogen 1’5
ml de cultivo y se centrifugan a 13.000 rpm durante 2 min. Tras descartar
el sobrenadante, se afiaden 100 ul de agua desionizada y se resuspende
el sedimento con voértex. Se adicionan 100 pul por tubo de una mezcla de:
NaOH 0'1 M, EDTA 10 mM y SDS al 2 %. Se homogeneiza la muestra por
agitacion y se hierve durante 2 min. Se afiaden 50 ul de MgClI2 1M y se
agita vigorosamente. Se mantiene 2 min en hielo y se centrifuga 1 min a
13.000 rpm. Se anaden 50 pl de acetato potasico 5 M pH 4’8 y se mezcla
en voértex bocabajo para evitar que se levante el sedimento. Se deja 2 min
en hielo y se centrifuga 5 min a 13.000 rpm. Se pasa el sobrenadante a un
tubo nuevo con 600 ul de etanol 100 % frio (guardado a -20°C), se mantiene
durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifuga 5 min a 13.000 rpm.
Se tira el sobrenadante, se afiaden 200 pl de etanol 70 % frio (guardado a
-20°C) y se centrigufa 5 min a 13.000 rpm. Se descarta el sobrenadante y el
sedimento se seca en bomba de vacio, estufa o termobloc a 37°C durante 10-
15 min. Finalmente, se resuspende en 20-30 pl de una disolucién de RNAsa
10 pg/ml con agua desionizada y se conserva a -20°C.

M.4.2.2  Extraccién de DNA plasmidico mediante lisis alcalina

Esta técnica, utilizada para la extraccion de DNA plasmidico de mues-
tras de S. meliloti, es una modificacién del método descrito por Sambrook
et al (1989). Se recogen 1’5 ml de cultivo liquido y se centrifugan a 13.000
rpm durante 2 min. El sedimento se resuspende en 200 ul de sarcosil al
0'1% en TE 1x y se centrifuga a 13.000 rpm durante 4 min. Se descarta
el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 100 pl de lisozima fres-
ca (guardada a 4°C) a una concentracién de 4 mg/ml mds una solucién
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de: glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8 y EDTA 10 mM. Se mantiene 5
min a temperatura ambiente y luego se afiaden 200 pl de una solucién de:
NaOH 02M y SDS al 1 %. Se deja 5 min en hielo y se afiaden 150 pl de ace-
tato potasico 5 M pH 4’8. Se deja 5 min en hielo y se centrifuga a 13.000
rpm durante 5 min. Se pasa el sobrenadante (~400 pl) a un tubo nuevo y se
afilade un volumen de una solucién de fenol-cloroformo-isoamilico 25:24:1.
Se mezcla con vortex y se separan las dos fases por centrifugacion a 13.000
rpm durante 5 min. Se lleva el sobrenadante a un tubo nuevo y se afiaden
300 pul de cloroformo-isoamilico 24:1. Se mezcla con vértex y se centrifuga a
13.000 rpm durante 5 minutos. Se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo y se
afiaden 2 volimenes de etanol 100 % frio (guardado a -20°C). Se mezcla con
vortex, se deja precipitando 5 min a temperatura ambiente y se centrifuga
durante 15 min a 13.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se afiaden 200 pl
de etanol 70 % frio (guardado a -20°C). Se centrifuga durante 5 min a 13.000
rpm y se descarta el sobrenadante. El sedimento se seca en bomba de vacio,
estufa o termobloc a 37°C durante 10-15 min. Finalmente, se resuspende en
20-30 pl de una solucién de RNAsa 10 ug/ml con agua desionizada y se
conserva a -20°C.

M.4.2.3 Extracciéon de DNA plasmidico mediante kit comercial

En determinados casos, se extrajo DNA plasmidico a partir del kit comer-
cial Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). La ventaja fundamen-
tal de usar este kit, frente a los dos métodos anteriores, es la limpieza del
DNA vy la ausencia de RNAsa en los pasos finales. Se recogen 1’5 ml de cul-
tivo y se centrifugan a 13.000 rpm durante 30 seg. Para la lisis celular se re-
suspende con vortex el sedimento en 175 ul de Lysis buffer type 7. Se afiaden
175 ul de Lysis buffer type 8 y se mezcla por inversién hasta conseguir una
solucién clara y viscosa. La muestra se neutraliza afadiendo 350 ul de Lysis
buffer type 9 y mezclando por inversion. Se centrifuga a 13.000 rpm durante
4 min y se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo al que previamente se le
ha colocado una columna del kit. Se centrifuga a 13.000 rpm durante 30 seg
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y se tira el sobrenadante. Se lava el DNA unido a la resina de la columna
con 400 pl de Wash buffer type 1y se centrifuga a 13.000 rpm durante 1 min.
Para eluir el DNA se transfiere la columna a un tubo nuevo y se afiaden en-
tre 20-100 pl de Elution buffer type 4 segin la concentracion de DNA que se
requiera. Se incuba durante 30 seg a temperatura ambiente y se centrifuga
a 13.000 rpm durante 30 seg. Para conservar la muestra se guarda a -20°C.

M.4.3 Extraccion de RNA total

Este método, usado para la obtencion de RNA total de muestras de S.
meliloti y E. coli, se basa en el método descrito por Cabanes et al (2000). Se
lleva a cabo la inoculacién de 0’5 ml del cultivo bacteriano saturado en un
tubo que contiene 9’5 ml de medio con el correspondiente antibiético y se
crece hasta el final de su fase exponencial (~0,6 de Agpo). Se recogen los 10
ml de cultivo en dos tubos de 1’5 ml mediante varias centrifugaciones de
1-2 min a 13.000 rpm. Se resupenden las células sedimentadas con 300 pl
de una solucién precalentada compuesta por: SDS al 1'4 %, EDTA 4 mM y
0’4 mg/ml de proteinasa K. Se incuba durante 10 min a 65°C, agitando de
manera esporadica (cada 3 min). Pasado este tiempo, los tubos se ponen en
hielo y se adicionan 150 ul de NaCl 5 M (guardado a 4°C). Se mezcla vigo-
rosamente, se mantiene en hielo durante 10 min y se centrifuga 15 min a
4°C y 13.000 rpm. Se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo y se precipita
con 1 ml de etanol 100 % frio (guardado a -20°C). El 4cido nucléico precipi-
tado se centrifuga durante 30 min a 4°C y 13.000 rpm. El sedimento corres-
pondiente a los 10 ml de cultivo inicial se resuspende en 85 ul de agua
bidestilada y se incuba durante 1 h a 37°C con 50 U de DNAsa I libre de
RNAsas (Roche). Se afiade un volumen (100 pl) de una solucién de fenol-
cloroformo-isoamilico 25:24:1 y se centrifuga 10 min a 4°C y 13.000 rpm. Se
pasa la fase superior a un tubo nuevo, se mezcla con un volumen (100 pl)
de una solucién de cloroformo-isoamilico 24:1 y se centrifuga 5 min a 4°C y
13.000 rpm. El sobrenadante se pasa a un tubo nuevo con 600 ul de etanol
100 % frio (guardado a -20°C) y 75 mM de acetato sédico 3 M pH 52 frio
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(guardado a 4°C). Se mantiene al menos 1 h a -80°C, se centrifuga durante
30 min a 4°C y 13.000 rpm, y se lava con 0’5 ml de etanol 70 % frio (guardado
a -20°C). El sedimento se seca a temperatura ambiente y se resuspende en
20 pl de agua bidestilada. La concentracion de RNA se determiné mediante
el uso de un espectrofotémetro (NanoDrop®ND-1000).

M.5 MANIPULACION DE DNA
M.5.1 Digestion de DNA con enzimas de restriccién

La digestiéon de DNA se realiz6 siguiendo las indicaciones de temperatu-
ra y tampén 6ptimos recomendados por los proveedores (New England
Biolabs y Roche). Generalmente se us6 5 U de enzima por microgramo de
DNA plasmidico, mientras que para la digestion de DNA total se us6 10
U de enzima por microgramo. El tiempo de incubacién para una digestién
completa del DNA vari6 desde 1 h, en el caso de DNA plasmidico, hasta
18 h, para DNA total. En las incubaciones prolongadas se afiadieron 5-10
U maés de enzima dependiendo de la eficiencia de ésta y la cantidad de
DNA atn no digerido en la muestra. En el caso de las digestiones dobles,
éstas se realizaron habitualmente de forma simultdnea con las dos enzimas,
eligiendo el tampoén 6ptimo para ambas. En caso de incompatibilidad de
tampones o temperatura, se realizaron digestiones sucesivas, comenzando
con la enzima que requeria un tampén de menor fuerza iénica o menor tem-
peratura. Posteriormente, el DNA se resolvi6 en geles de agarosa (apartado
M.7.1) o se purificé mediante fenolizacién y precipitacién (apartado M.5.4).

M.5.2 Conversion de fragmentos de DNA con extremos protuberantes
a extremos romos

La técnica usada para convertir un extremo 5" protuberante en un ex-
tremo romo se basa en un método descrito por Wartell & Reznikoff (1980) y
modificado por Sambrook et al (1989). El extremo 5 protuberante se rellena
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usando la actividad DNA polimerasa del fragmento de Klenow de la DNA
polimerasa I de E. coli. Se incuba 0’5-1 ug del fragmento de DNA durante
15-30 min a 37°C con una solucién compuesta por: tampoén 1x (formado por
Tris pH 7’5 500 mM, MgClI2 100 mM, DTT 10 mM y BSA 100 pg/ml), cada
dNTP 1 mM y 2 U de la enzima Klenow (Roche), en un volumen final de 10
pl. Para inactivar la enzima, se mantiene 10 min a 65°C. Posteriormente, el

DNA se purifica mediante fenolizacién y precipitacién (apartado M.5.4).

Para la conversion de un extremo 3’ protuberante en un extremo romo
se utiliza la actividad exonucleasa 3’-5" de la DNA polimerasa del bacteri6-
tago T4 (Sambrook et al, 1989). Se incuba 0'5-1 pg del fragmento de DNA
durante 5 min a 37°C con una solucién compuesta por: tampoén 1x (formado
por Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM y BSA 100
ng/ml), cada ANTP 100 uM y 1 U de T4 DNA polimerasa (New England
Biolabs). La reaccién se para con EDTA 10 mM, y el DNA se purifica me-
diante fenolizacién y precipitacién (apartado M.5.4).

M.5.3 Defosforilaciéon de fragmentos de DNA

Para evitar la atuoligacion de vectores linearizados, se eliminaron los gru-
pos fosfato presentes en los extremos 5" de éstos. Para ello, se incuban 5-10
ng de DNA digerido con 2 U de fosfatasa alcalina (CIP, Calf Intestine Phos-
phatase; Roche) y su tampoén 1x durante 30 min a 37°C. Se afiaden otras 2 U
de CIP y se mantiene 30 min a 37°C. La reaccién se para afiadiendo 55 ul de
una solucién compuesta por tampén STE 1x (formado por Tris-HCl 1 mM
pH 8, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM) y SDS al 1 % e incubando 15 min a 68°C.
Posteriormente, el DNA se purifica mediante fenolizacién y precipitacién
(apartado M.5.4).
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M.5.4 Purificacién de fragmentos de DNA

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de reacciones en-
zimaticas y reacciones de PCR se realiz6 mediante extraccion con fenol-
cloroformo o con el kit comercial Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purifi-
cation Kit (GE Healthcare). Este mismo kit se utilizé para aislar fragmentos
de DNA separados por electroforesis en geles de agarosa, siguiendo el pro-
tocolo adecuado en cada caso indicado por el fabricante.

En el proceso de fenolizacién, al DNA se le afiade un volumen de una
solucién de fenol-cloroformo-isoamilico 25:24:1 y se centrifuga 5 min a 13.000
rpm. El sobrenadante se lleva a un tubo nuevo, se afiade una solucién de
cloroformo-isoamilico 24:1 y se centrifuga 5 min a 13.000 rpm. El sobre-
nadante se pasa a un tubo nuevo y se afiaden 3 voltiimenes de etanol 100 %
frio (guardado a -20°C) y 0"1 volumen de acetato sédico pH 52 3 M. Se mez-
cla manualmente y se mantiene 5 min a temperatura ambiente. El DNA se
precipita durante al menos 1 h a -80°C (o toda la noche a -20°C) y se cen-
trifuga 15 min a 13.000 rpm. Se afladen 200 ul de etanol 70 % frio (guardado
a -20°C) y se centrifuga 5 min a 13.000 rpm. El sedimento se seca en bomba
de vacio, estufa o termobloc a 37°C durante 10-15 min. Por altimo, se resus-
pende en el volumen deseado de agua desionizada y se conserva a -20°C.

M.5.5 Ligacién de fragmentos de DNA

Las reacciones en las que se ligaron varios fragmentos de DNA digeridos
o productos de PCR se realizaron siguiendo condiciones y relaciones mo-
lares vector:inserto variables, dependiendo del tamafio y cantidad de los
fragmentos participantes. La proporcién molar generalmente usada fue 1:3
(vector:inserto). Para llevar a cabo autoligaciones de un vector, el DNA se
diluy6 10 veces con agua desionizada para disminuir su concentracién y
evitar construcciones formadas por la ligacién de dos vectores. En todas es-
tas reacciones, la ligaciéon se realizé con la enzima T4 DNA ligasa (Roche)
en un volumen final de 10-20 pul a 14-16°C durante al menos 16 h.
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M.6 AMPLIFICACION DE DNA
M.6.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR rutinarias, usadas para comprobar la presencia
de determinados insertos, se llevaron a cabo con una Tag DNA polimerasa
purificada en el laboratorio. Estas se realizaron en un volumen final de 25
ul, incluyendo 10-100 ng de DNA plasmidico, 125 pM de dNTPs, 02 uM
de cada oligonucleétido, 1x del tampén de reaccién (formado por Tris-HCI
100 mM pH 8’3, KCI 500 mM y MgCl, 25 mM), 2 U de DNA polimerasa y
agua desionizada hasta completar los 25 pl.

Las reacciones de PCR usadas para corroborar la unién de algunos contigs
tras la secuenciacion de la cepa S. meliloti GR4 se llevaron a cabo con la Tag
DNA polimerasa purificada en el laboratorio y requirieron la adicion de
DMSO para evitar la formacion de estructuras secundarias. Este tipo de
PCR se realiz6é en un volumen final de 25 ul, incluyendo 10-100 ng de DNA
total, 200 uM de ANTPs, 0’3 uM de cada oligonucle6tido, DMSO al 6 %, 1x
del tamp6n de reaccion (formado por Tris-HCl 100 mM pH 8’3, KCl1 500
mM y MgCl, 25 mM), 4 U de DNA polimerasa y agua desionizada hasta
completar los 25 ul.

Las reacciones de PCR en las que era necesaria una baja tasa de errores
en el producto final se llevaron a cabo con la DNA polimerasa Phusion High-
Fidelity (Finnzymes). Dependiendo de la finalidad, éstas se realizaron en un
volumen final de 25 pl (para posterior ligacién del fragmento amplificado)
o de 50 pl (para secuenciacion directa del fragmento). En un volumen final
de 25 ul se incluian 10-100 ng de DNA molde (plasmidico o total), 200 uM
de dNTPs, 0’5 uM de cada oligonucleétido, DMSO al 6 %, 1x del tampén de
reaccion, 0'004 U de DNA polimerasa y agua desionizada hasta completar
los 25 pl.

El proceso de amplificacién se llevé a cabo en un termociclador Eppen-
dorf Mastercycler. Las condiciones de PCR variaron dependiendo de la tem-
peratura de anillamiento de los oligonucleétidos y de la DNA polimerasa
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utilizada. En el caso de la Tag DNA polimerasa purificada en el laboratorio,
una reaccién normal consistié en un ciclo inicial de desnaturalizacién del
DNA a 94°C durante 2 min, seguido de 30-35 ciclos de: desnaturalizacién 30
s a 94°C, anillamiento 30 s a 60°C normalmente y extensién de la polimerasa
el tiempo necesario segtn el tamafio del producto esperado a razén de 1
kb/30 s a 68°C. Finalmente, un ciclo adicional de extensién durante 5 min a

68°C.

El programa usado cuando se emple6 la DNA polimerasa Phusion High-
Fidelity (Finnzymes) consistié en un ciclo inicial de desnaturalizacién del
DNA a 98°C durante 1 min, seguido de 25-30 ciclos de: desnaturalizacién 10
s a 98°C, anillamiento 30 s a 60°C normalmente y extension de la polimerasa
el tiempo necesario segtn el tamafio del producto esperado a razén de 1
kb/15-30 s a 72°C. Finalmente, un ciclo adicional de extension durante 5
min a 72°C.

M.6.2 Adenilacién de amplificados de PCR

En ocasiones, el producto amplificado mediante PCR se utilizé para su
clonacién en el vector pGEM-T Easy, el cual presenta extremos T protu-
berantes. Para este proceso es necesario que el producto de PCR contenga
extremos A protuberantes. Sin embargo, algunas polimerasas presentan
actividad exonucleasa 3’-5" y dejan extremos romos tras la amplificacion.
Por este motivo, se requiere la adicién de adeninas en los extremos de
los fragmentos amplificados con la DNA polimerasa Phusion High-Fidelity
(Finnzymes). Para ello, a 1-7 pl del producto de PCR previamente purifi-
cado se le aflade una mezcla compuesta por: 1x del tampén de reaccion,
5U de la Tag DNA polimerasa purificada en el laboratorio, dATP 02 mM
y agua desionizada hasta un volumen final de 10 pl. Se incuba durante 3
min a 70°C, y el producto se utiliza directamente en la reaccién de ligacién
(apartado M.5.5).
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M.6.3 PCR de extensién por solapamiento (OE-PCR)

Esta técnica es una variante de la PCR usada para insertar mutaciones es-
pecificas en determinados puntos de una secuencia, gracias al solapamien-
to de dos oligonucledtidos (los internos) en el DNA molde, al realizar dos
PCRs consecutivas. En la presente Tesis Doctoral se ha utilizado la OE-
PCR (overlap extension polymerase chain reaction) para generar un plasmido
donador de intrén que contiene una proteina quimérica entre los intrones
RmIntl y RmInt2 seguida del AORF de RmInt2 (figura M.5). Para su cons-
truccion, primero se realizaron dos PCRs independientes con las condiciones
de PCR indicadas en el apartado anterior para la DNA polimerasa Phusion
High-Fidelity (Finnzymes): una con los cebadores EB70 (5-ATGGTGGTCAA
GCAGATGA-3") y CtailR2_R (5'-CGACCAGCTTTCGCAAGAAGAGGCTG
GCGCGT-3’) sobre DNA extraido del plasmido pKGEMA4, donde se am-
plifica la IEP de RmIntl desde el aminodcido 94 hasta el 399 (fragmento
de 918 pb); y otra con los cebadores CtailR2_F (5'-CTCTTCTTGCGAAAG
CTGGTCGAGCAGCGCACCGATCTCT-3") y 105mer (5-CCGCTCCTGAA
AGCCGAT-3’) sobre DNA del plasmido pKGEMA4R2, donde la amplifi-
cacion comprende la region C-terminal de la proteina de RmInt2 desde el
aminoécido 400, y llega hasta el nucleétido 105 de la ribozima de RmInt2
(fragmento de 223 pb; figura M.5). Estos dos fragmentos amplificados se
limpiaron (apartado M.5.4) y se mezclaron en proporcion 1:1. Luego se
hizo una dilucién 1:10 de dicha mezcla y se cogi¢ 1 ul como DNA molde
para realizar la segunda PCR con los cebadores externos, EB70 y 105mer.
Asi se obtuvo un producto de PCR (de 1.113 pb) que contiene la parte ini-
cial de la proteina de RmIntl seguida de la zona C-terminal de la IEP de
RmInt2. Posteriormente, se llevé a cabo una digestién con las enzimas de
restriccion EcoRI y Sacl tanto de este fragmento como del vector quimérico
pKGIEPR1AORFR?2 para producir el intercambio de la IEP de RmInt1 pre-
sente en ese pldsmido por la nueva proteina quimérica R1-R2 y generar asi
el plasmido pKGIEPQAORFR?2 (figura M.5).
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Figura M.5: Construccién del plasmido donador de intrén con IEP quimérica. En
el esquema se muestran los plasmidos utilizados como molde para lle-
var a cabo la primera reaccién de OE-PCR. Para la segunda reaccién se
utiliza una mezcla de los productos amplificados en la primera. Tam-
bién se indican las enzimas de restriccién implicadas en la construc-
cién del plasmido pKGIEPQAORFR?2.
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M.6.4 PCR cuantitativa a partir de RNA (qQRT-PCR)

La PCR cuantitativa o a tiempo real (QPCR) se trata de una variante de
la PCR convencional que permite cuantificar la cantidad inicial de DNA o
RNA contenida en la muestra (Higuchi ef al, 1993). Para cuantificar mues-
tras de RNA, la qPCR se tiene que realizar con cDNA, sintetizado a partir
del RNA de las muestras estudiadas. Esta técnica se denomina PCR cuanti-
tativa con transcripcion reversa (QRT-PCR). La gRT-PCR ha sido usada en
este trabajo para determinar la cantidad inicial de RNA presente en la cepa
1021 y en los mutantes de ésta para los genes groEL cuando se les introdujo
el pldsmido donador de intrén pCm4.

La sintesis de cDNA consta de una primera etapa de anillamiento del
RNA con oligonucleétidos aleatorios, seguida de la formacién del cDNA
mediante extension de estos oligonucleétidos con la reverso transcriptasa.
En nuestro caso, partimos de 10 ug de RNA total, que se anill6 con 50 ng
de hexameros de secuencia aleatoria en presencia de tampén 1x de AMV
RT y DDT 1 mM. Tras calentar esta mezcla a 90°C durante 2 min, se incub6
a periodos de 1 min a temperaturas decrecientes en 5°C hasta alcanzar los
25°C. En este momento se afiadi6 la mezcla de extensién, compuesta por
dNTPs 0625 mM cada uno, 15 U de inhibidor de RNAsas y 50 U de AMV
RT (Roche), y seincub6 1 h a 42°C. Después se afiadieron otras 50 U de AMV
RT y se incub6 2 h a 42°C. Para la inactivacién de la reverso transcriptasa se
dej6 a 85°C durante 15 min.

La reaccién de qRT-PCR se llevé a cabo en placas de 96 pocillos en el
termociclador iCycler iQ System (Bio-Rad) con los oligonucleétidos E17.0 y
21.0, que amplifican la regién 3’ de la proteina del intrén RmIntl. A una
dilucién 1:10 del cDNA previamente sintetizado se le afiadi6 la mezcla de
reaccion compuesta por: cada uno de los cebadores 0'2 mM, dNTPs 0’1 mM,
tampon 1x de la DNA polimerasa, MgCl, 1’5 mM, una dilucién 1:10.000 de
Syber Green y 0’5 U de Taq Platinum polimerasa (Invitrogen). El programa
utilizado para la amplificacién consistié en un ciclo inicial de desnaturali-

zacion de 3 min a 94°C, seguido de 40 ciclos de: desnaturalizacién 30 s a
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94°C, anillamiento 30 s a 68°C y extension 15 s a 72°C; con un ciclo final de

extension de 3 min a 72°C.

Para generar la curva patrén se utiliz6 DNA extraido mediante kit comer-
cial (apartado M.4.2.3) del pldasmido pCm4. Se pusieron controles negativos
sustituyendo el cDNA por agua desionizada. De todas las muestras proble-
ma, asi como del control negativo, se hicieron tres réplicas.

En este tipo de PCR se utiliz6 la Taq Platinum polimerasa (Invitrogen)
para realizar la amplificacién debido a que se encuentra formando un com-
plejo con un anticuerpo que impide su funcionalidad hasta que se produce
la disociacién en el primer ciclo de desnaturalizacién. Este proceso reduce

el fondo en la reaccién, que es un factor determinante para la cuantificacion.

M.7 ELECTROFORESIS
M.7.1 Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizantes

La resolucién de productos de PCR, DNA plasmidico o total, y fragmen-
tos de restriccion se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa
(SeaKem LE, Cambrex/Iberlabo) con un porcentaje que oscila entre el 0'8-
2% (dependiendo de los tamafios a resolver) en TAE 1x (Tris-HCI 40 mM,
EDTA Na; 2 mM y acido acético glacial 0'1142 % (v/v)). Como tampén de
carga se utiliz6 una solucién 6x compuesta por: 0’50 % de naranja G (p/v),
EDTA Na; 0’01 M y 50 % de glicerol. El revelado de este tipo de geles se
realiz6 por inmersién de los mismos en una solucién de agua con bromuro
de etidio 1 mg/ml o RedGel (Biotium, Inc) al 2% (v/v) durante 15-20 min.
La visualizacién de los geles se llevé a cabo bajo luz UV en el transilumi-
nador Gel Doc 2000 (Bio-Rad), con el que se obtuvieron las imagenes para

su posterior procesamiento.
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M.7.2 Electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes

El analisis del RNA total se realiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa compuestos por agarosa (Roche) al 1’4 %, MOPS 1x (MOPS 4X for-
mado por: MOPS 80 mM, acetato sédico 20 mM y EDTA 4 mM, ajustado a
pH 7 con NaOH) y formaldehido al 005 % (v/v). El tampon de electrofore-
sis fue MOPS 1x. Un pl de RNA total se mezcl6 con 4 ul de agua desionizada
y 2 ul de una solucién compuesta de: 1 % de RedGel, 1’8 % de sacarosa, TBE
1x (Tris-HCI 0°089 M pH 8, 4cido borico 0°089 M y EDTA 0002 M), 0'018 %
de cianol de xileno, 36 % (v/v) de formamida y EDTA 25 mM. La visuali-
zacion de los geles se llevé a cabo bajo luz UV en el transiluminador Gel
Doc 2000 (Bio-Rad), con el que se obtuvieron las imédgenes para su posterior

procesamiento.

M.7.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes

El anélisis de RNA y DNA marcado radiactivamente se llevé a cabo me-
diante geles de poliacrilamida compuestos por bisacrilamida (40 % de Acri/
Bis (Amresco)) al 6 %, TBE 1x (Tris-HC1 0’089 M pH 8, acido boérico 0°089 M
y EDTA 0°002 M) y urea 8 M (Roche). Por cada 100 ml de solucién de gel
se anadieron 40 pl de TEMED (Sigma) y 600 pl de APS (Sigma) al 10 %. El
tampon de electroforesis fue TBE 1x. Como tampén de carga se utilizé una
solucién 2x compuesta de: 1’8 % de sacarosa, TBE 1x (Tris-HC1 0’089 M pH
8, &cido bérico 0'089 M y EDTA 0002 M), 0'018 % de cianol de xileno, 36 %
(v/v) de formamida y EDTA 25 mM. Los geles se secaron a 80°C y vacio en
un Gel Dryer 583 (Bio-Rad) y se expusieron en pantallas de fésforo (Imagin
Plate 2040, Fujifilm). Tras 24-48 h, se revelaron con un sistema de escdner
laser (Personal Molecular Imager FX, Bio-Rad) y se editaron con el programa
Quantity One v4.6.2 (Bio-Rad).
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M.7.4 Marcadores de peso molecular
Los marcadores de peso molecular utilizados en este trabajo han sido:

= Marcador II: DNA del fago A digerido con la enzima HindIII (Roche).
Esta compuesto por 8 fragmentos que abarcan desde los 125 pb hasta
poco més de 23 Kb. También se dispone marcado con digoxigenina,

para marcar el peso molecular en las hibridaciones DNA-DNA (aparta-
do M.11).

= Marcador III: DNA del fago A digerido con las enzimas HindIIl y EcoRI
(Roche). En este caso el patréon de digestion comprende 13 fragmen-
tos que abarcan desde los 125 pb hasta poco mas de 21 Kb. También
disponible marcado con digoxigenina.

= Marcador $29: DNA del fago $29 digerido con HindIII (Universidad
Auténoma de Madrid). El patrén de digestion se compone de 14 frag-
mentos, todos menores de 5 Kb: 72, 156, 273, 453, 579, 611, 759, 1.150,
1.331, 1.933, 2.201, 2.498, 2.899 y 4.370 pb.

» Marcador pGEMT: DNA del plasmido pGEM-T digerido con las enzi-
mas Hinfl y EcoRI (Promega). Esta compuesto de 15 fragmentos que
abarcan desde los pocos nucle6tidos hasta las 2.500 pb.

M.8 TRANSFORMACION BACTERIANA Y CONJUGACION
M.8.1 Transformacién por métodos quimicos de células competentes

En este trabajo se han realizado transformaciones mediante choque tér-
mico con la cepa DH5« de E. coli. El paso previo a la transferencia de DNA
requiere prepararlas como células competentes, empleando para ello un
método quimico con cloruro de rubidio en condiciones de esterilidad. Las
células de E. coli se cultivan en 100 ml de medio LB hasta una Agpo de 0'4
(fase logaritmica). El crecimiento se detiene incubando el cultivo en hielo

110



TRANSFORMACION BACTERIANA Y CONJUGACION

durante 15 min y centrifugando 10 min a 4°C y 6.000 rpm. El sedimento se
resuspende en 32 ml de solucién RF1 (formada por: RbCl 100 mM, MnCl,
50 mM, acetato potasico 30 mM, CaCl, 10 mM y 15% de glicerol; el pH
se ajusta a 5’8 con una solucién de acido acético 0’2 M; se esteriliza por fil-
tracion y se conserva a 4°C). Esta mezcla se incuba en hielo durante 15 min
y se centrifuga 10 min a 4°C y 6.000 rpm. Se descarta el sobrenadante y las
células se resuspenden en 4 ml de solucién RF2 (formada por: RbCl 10 mM,
MOPS 100 mM pH 6’5, CaCl, 5 mM y 15 % de glicerol; el pH se ajusta a 6’5
con una solucion de KOH 1 M; se esteriliza por filtracion y se conserva a
4°C). Se reparten en alicuotas de 100 ul en tubos preenfriados en hielo, se
congelan inmediatamente con nitrégeno liquido y se conservan a -80°C. El
rango de eficiencia de transformacién de estas células competentes es de
aproximadamente 105 células/pg DNA.

Para llevar a cabo el proceso de transformacion, las células competentes
se sacan del congelador de -80°C y se ponen en hielo hasta su total des-
congelacion (aproximadamente 20 min). En condiciones de esterilidad se
anaden 50-500 ng de DNA plasmidico y se incuban en hielo con las células
competentes durante 20-25 min. La muestra se somete a un choque térmico
de 42°C durante 2 min y rapidamente se pone en hielo durante 5 min. Se
anaden 900 pl de LB liquido y se incuban 1 h a 37°C en agitacion a 150 rpm.
Posteriormente, se siembra toda o parte de la muestra en medio LB sélido
con el antibiético adecuado y se incuba toda la noche a 37°C.

M.8.2 Electroporacién de células electrocompetentes

En este trabajo también se han realizado transformaciones mediante elec-
troporacién de células de la cepa E. coli DH5«x. Todo el proceso de preparaciéon
de estas células como electrocompetentes se realiza en condiciones de esteri-
lidad. Las células de E. coli se cultivan en 500 ml de medio LB hasta una
Agoo de 0’5. El crecimiento se detiene incubando el cultivo en hielo durante
20 min y centrifugando 15 min a 4°C y 6.000 rpm. El sedimento se resus-
pende en 100 ml de glicerol al 10 % frio (guardado a 4°C) y se centrifuga
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15 min a 4°C y 6.000 rpm. El sedimento se resuspende en 20 ml de glicerol
al 10 % frio (guardado a 4°C) y se centrifuga 15 min a 4°C y 6.000 rpm. Por
altimo, las células se resuspenden en 2 ml de glicerol al 10 % frio (guardado
a 4°C), se reparten en alicuotas de 50 pl en tubos preenfriados en hielo, se
congelan inmediatamente con nitrégeno liquido y se conservan a -80°C. El
rango de eficiencia de transformacién de estas células electrocompetentes

es de aproximadamente 106 células/pug DNA.

Para llevar a cabo el proceso de electroporacién, las células electrocom-
petentes se sacan del congelador de -80°C y se ponen en hielo durante 15
min. En condiciones de esterilidad se afiaden 50-500 ng de DNA plasmidico
previamente dializado para eliminar las sales y se incuban en hielo durante
15 min. La didlisis se realiza con agua destilada utilizando filtros de nitro-
celulosa VSWP de 0'025 mm (MILLIPORE). La muestra se transfiere a una
cubeta de electroporacién y se somete a un pulso eléctrico de 1.800 V du-
rante 3-5 milisegundos en el electroporador Eppendorf 2510. Las células se
pasan a un tubo nuevo con 900 ul de LB liquido y se incuban 1 h a 37°C.
Posteriormente, se siembra toda o parte de la muestra en medio LB sélido
con el antibiético adecuado y se incuba toda la noche a 37°C.

M.8.3 Conjugacion triparental entre cepas de E. coli y S. meliloti

La transferencia de DNA plasmidico desde E. coli DH5«x hacia diferentes
cepas de S. meliloti se llevé a cabo mediante conjugacién triparental (Ditta
et al, 1980), técnica en la que se hace uso de los genes de movilizacién pre-
sentes en el plasmido pRK2013 (E. coli HB101:pRK2013). Las conjugaciones
se llevaron a cabo durante 12-16 h en medio TY sélido a 30°C. Posterior-
mente, se hizo una extensiéon de esa mezcla en placas de MM con los an-
tibi6ticos adecuados y se incubaron a 30°C hasta la aparicién de colonias
(2-3 dias). Se realiz6 una nueva seleccién en TY sélido con colonias aisladas
haciendo una réplica de cada colonia en medio Endo-Agar sélido para com-
probar la posible contaminacién con coliformes y continuar con colonias de
S. meliloti libres de E. coli.
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M.9 EXTENSION A PARTIR DE CEBADOR

Esta técnica, inicialmente descrita por Boorstein & Craig (1989) y poste-
riormente modificada por Marqués et al (1993), se ha utilizado para detectar
el producto de escisién de los intrones del grupo Il estudiados. Este método
requiere la actividad de una reverso transcriptasa que extiende un cebador
hacia el extremo 5" del intrén para producir un DNA complementario al
RNA molde de esa zona. Durante este proceso se mezclé6 RNA total con un
exceso de un oligonucle6tido complementario a una region cercana al ex-
tremo 5’ de los intrones. El oligonucle6tido usado para analizar la escisién
delos intrones RmInt1 y SmedInt1 fue el 97mer (5-TGAAAGCCGATCCCG
GAG-3’; Munoz-Adelantado et al, 2003), que hibrida entre las posiciones 97-
80 del RNA de éstos. Para evaluar la escisiéon del intrén RmInt2 se disefié un
nuevo cebador (debido a que el 97mer no presentaba una total complemen-
tariedad de bases): el oligonucleétido 105mer (5'-CCGCTCCTGAAAGCCG
AT-3’), que hibrida entre las posiciones 105-88 del RNA de este intrén.

Para marcar radiactivamente cada oligonucle6tido, se incubaron 50 pmol
del cebador con 10 U de T4 PNK (New England Biolabs), tampén kinasa
1x y 10 uCi de [y-32P]ATP (PerkinElmer) a 37°C durante al menos 1-2 h.
El oligonucleétido marcado en su extremo 5 con 32P se limpié con una
columna Sephadex MicroSpin G25 (GE Healthcare) y se midieron las cuen-
tas por minuto (cpm) que presentaba en el contador de centelleo (Beckman
Coulter). Los marcadores de peso molecular usados en este tipo de ensayos,
pGEMT y $29, se marcaron de la misma manera que los oligonucleétidos.

Para la reaccién de anillamiento, se incubaron 15 ug de RNA total con 02
pmol (300.000 cpm) del oligonucleétido marcado, tampén PIPES 10 mM
pH 7’5 y NaCl 400 mM a 85°C durante 5 min. Tras este tiempo, se enfri6
rdpidamente hasta los 60°C y después se dejo enfriar lentamente hasta los
45°C. A esta temperatura se le afiadi6 la mezcla de extensién: tampén AMV
RT 1x, dNTPs 1 mM, 60 pg/ml de actinomicina D (Sigma), 2 U del inhibidor
RNAsaOUT (Invitrogen) y 7 U de AMV RT (Roche), y se incub6 a 42°C
durante 1 h. La reaccién de extensién se paré afiadiendo a la muestra 150
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ul de etanol 100 % (guardado a -20°C) y 5 ul de acetato sédico 3 M pH 572.
Los productos de extensién se analizaron en geles desnaturalizantes (urea
8 M) de poliacrilamida al 6 % (apartado M.7.3). El anélisis y tratamiento de
imagenes, asi como la cuantificacién de las bandas aparecidas, se realiz6
mediante el programa Quantity One v4.6.2. (Bio-Rad).

M.10 ENSAYOS DE MOVILIDAD DE LOS INTRONES

En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la caracterizacion de
dos nuevos intrones del grupo II tipo RmIntl. Entre otros estudios, se han
realizado ensayos de movilidad (homing) de estos intrones mediante dos
métodos: un sistema de doble pldsmido, en el que se determina el porcenta-
je de invasién que producen las copias de RmInt1 expresadas desde un plas-
mido, y un sistema de pldsmido tnico para evaluar la movilidad de las
copias gendmicas de intrén. El primer método consiste en introducir, me-
diante conjugacion triparental (apartado M.8.3), dos plasmidos, uno dona-
dor de intrén y otro receptor de éste (con la correspondiente secuencia
diana dependiendo del intrén que porta el plasmido donador), en una cepa
del género Sinorhizobium. Generalmente, para estos ensayos se utilizé S.
meliloti RMO17, una cepa bacteriana que no contiene copias genémicas de
intrones tipo RmInt1 (figura R2.2) que puedan influir en el resultado, y en
la que se ha demostrado que RmlIntl es capaz de escindirse y moverse
(Martinez-Abarca et al, 2000; Nisa-Martinez et al, 2007). Aunque también
se evalu6 la movilidad de estos intrones en otros fondos genéticos (varias
cepas de S. meliloti, S. medicae y R. etli). El segundo método para realizar en-
sayos de movilidad consiste en introducir, mediante conjugacion triparental
(apartado M.8.3), solamente el plasmido receptor de intrén (conteniendo la
secuencia diana adecuada) en diferentes cepas bacterianas para determinar
la movilidad de las copias genémicas de intrén.

Para determinar la movilidad de los intrones en la cepa E. coli DH5, se
llevé a cabo un ensayo siguiendo un sistema de doble pldsmido. A esta cepa
se le transfiri6 el DNA de los pldsmidos donador y receptor simultanea-
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Tabla M.5: Oligonucleétidos utilizados para generar las sondas de hibridacién que

se han usado en los ensayos de movilidad de los diferentes intrones.

Nombre Secuencia (5'-3") Sonda Referencia

el GGGGATCCCACGTGTCCAAGGGTGTTCTGTGACGA RmIntl-5' Murioz-Adelantado, 2003
18R.0 GGGGATCCCTAGGATCGAGCCGCGGAAG

sonda_RmInt2_ F  TGGTGAGCGTTGGGTCAAAAGCCGC RmInt2-5' Este trabajo

sonda_RmInt2_R
TetA_F
TetA_R

CCGCTTATCGATCCTAAACGGCTTGTCT
CGGCAATCATTCCGAGCATGAGTG

Tetraciclina (Tc)  Este trabajo
GCAGCCTTGAACGGCCTCAA

mente mediante transformacion, y, tras incubarse 1 h a 37°C, la muestra se
crecié durante toda la noche en placas de LB a 30°C (temperatura éptima
para la movilidad de RmInt1; Garcia-Rodriguez et al, 2011).

El DNA plasmidico, una vez extraido con el método adecuado (apartado
M.4.2), se digiri6 con la enzima de restriccion Sall y los fragmentos se sepa-
raron en geles de agarosa no desnaturalizantes (apartado M.7.1) al 0’8 %. La
enzima Sall lineariza el plasmido donador (en el caso de que esté presente
en la muestra) y divide en dos fragmentos el pldsmido receptor (figura M.3),
quedando en uno de ellos la secuencia diana del intrén. La diferencia de
tamafios que se produce cuando el intrén invade su secuencia permite de-
terminar los eventos de movilidad e incluso realizar la cuantificacion de
éstos mediante hibridacion DNA-DNA con una sonda especifica del plés-
mido receptor (sonda Tc). Los oligonucleétidos usados para generar las son-
das que se han utilizado en este tipo de ensayos se detallan en la tabla M.5.
Para evaluar la movilidad de los intrones, el experimento se llevé a cabo con
DNA de, al menos, cuatro colonias independientes y posteriormente se cal-
cul6 la media. El porcentaje de homing se determina aplicando la férmula:

Eficiencia demovilidad = g . 100

donde H es la cantidad de plasmido receptor invadido (producto de homing)
y R es la cantidad de plasmido receptor no invadido.
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M.11 HIBRIDACION DNA-DNA

La técnica de hibridacion DNA-DNA (Southern Blot) se ha usado en este
trabajo para poner de manifiesto los eventos de movilidad (apartado M.10)
de los intrones estudiados, asi como para determinar el patrén de digestién
que muestran varias cepas al digerir su DNA gendémico con diferentes enzi-

mas de restriccion.

M.11.1 Transferencia alcalina por vacio

Una vez digerido el DNA plasmidico o total, éste se separa en geles de
agarosa no desnaturalizantes (apartado M.7.1) al 0’8 % a 12-18 V durante 12-
16 h. El gel se expone unos 30 min a luz UV para fragmentar parcialmente
el DNA. Paralelamente, y para evitar el depdsito de sales, la membrana de
nylon a la que se fija posteriormente el DNA se humede con agua desio-
nizada y se equilibra durante 5 min con una solucién de 20xSSC (1xSSC
estd formado por: NaCl 150 mM, citrato sédico 15 mM, pH 770).

La transferencia del DNA desde el gel de agarosa a la membrana de
nylon cargada positivamente (Pall Corporation) se llevé a cabo mediante un
sistema de transferencia alcalina por vacio (VacuGene de Pharmacia). Para
preparar este sistema, se coloca la membrana de nylon bajo una ventana de
plastico de tamafio inferior al del gel de agarosa, y se sittia el gel encima
del conjunto con el cuidado de no formar burbujas de aire entre éste y la
membrana de nylon. Se conecta la bomba de vacio a unos 55 mbar vy, tras
comprobar la ausencia de pérdida de vacio (que en algunos casos se con-
sigui6 sellando los bordes o grietas del gel con agarosa fundida), éste se
cubre con una solucién de NaOH 1 M y se deja durante 1-2 h. Posterior-
mente, se desmonta el sistema de transferencia, y la membrana de nylon se
lava con una solucién de 2xSSC durante 10 min en suave agitacién y se seca
a temperatura ambiente sobre papel Whatman 3MM. Finalmente, el DNA
se fija a dicha membrana por calor a vacio (35 min a 120°C y 70 cm Hg).
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M.11.2 Marcaje de la sonda

Para la técnica de hibridacion DNA-DNA se us6 una sonda (especifica
para cada ensayo) marcada con digoxigenina acoplada a dUTP. Las sondas
utilizadas comprenden una longitud de 200-600 pb. Estas se sintetizan me-
diante PCR, utilizando como molde un DNA purificado de gel que previa-
mente fue amplificado con la misma pareja de cebadores usados para la ob-
tencién de la sonda marcada. A la reacciéon de PCR, realizada con los compo-
nentes y condiciones generales (apartado M.6.1), se le afiade digoxigenina-
11-dUTP 0’1 mM. El fragmento amplificado se limpia con columnas del kit
MicroSpin S-300HR (GE Healthcare) y se diluye hasta una concentraciéon
de 60 ng de DNA /ml de solucién de prehibridacién (5xSSC, sarcosil 0"1 %,
SDS 002 %, formamida 50 % y solucién de bloqueo (Roche) al 2 %). Sue-
len preparase entre 5-10 ml de sonda, un volumen suficiente para cubrir la
membrana durante la hibridacién. Se guardan a -20°C, y pueden utilizarse
en repetidas ocasiones (5-10 veces).

M.11.3 Hibridacién, lavados y revelado

La hibridacién y los lavados de la membrana de nylon se llevaron a cabo
en el horno de hibridacién Hybridiser HB-1D (Techne). En este proceso, se in-
cuba la membrana en una solucién de prehibridaciéon (5xSSC, sarcosil 0"1 %,
SDS 002 %, formamida 50 % y solucién de bloqueo (Roche) al 2 %) a 42°C
durante al menos 2 h. Esta se elimina y se afiade la solucién de hibridacién,
que no es mds que la sonda (apartado anterior) desnaturalizada al hervirla
durante 10 min y mantenerla en hielo 5-10 min. La membrana con la solu-
cion de hibridacién se incuba a 42°C durante al menos 16 h y, posterior-
mente, se recoge la sonda y se guarda a -20°C para posteriores usos.

La membrana se lava dos veces con 50 ml de una solucién de 2xSSC/SDS
01 % (p/v) durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se lava otras dos
veces con 50 ml de 0"1xSSC/SDS 01 % (p/v) durante 15 min a 68°C para
eliminar la sonda adherida inespecificamente. Tras desechar esta solucion,
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tanto el rulo como el horno de hibridacién se enfrian, para asi lavar la mem-
brana a temperatura ambiente con 50 ml de tampén de lavado [(0'3 % de
Tween-20 en tampén 1 (dcido maélico 0'1 M, NaCl 0'15 M, pH 7’5)] durante
5 min. Después de estos lavados, la membrana se bloquea durante 30 min a
temperatura ambiente con 30 ml de tampoén 2 (Blocking Reagent 1% (p/v)
en tampon 1). Se incuba 30 min con 20 ml de una dilucién 1:10.000 del an-
ticuerpo Anti-Digoxigenin-AP (Roche) en tampén 2. Para eliminar el anti-
cuerpo no unido, se lava dos veces con 50 ml de tampén de lavado durante
15 min. La membrana se equilibra con 50 ml de tampoén 3 (Tris-HC1 0'1 M,
NaCl 0'1 M, MgCl12 50 mM, pH 9’5) durante 5 min, y posteriormente se in-
cuba 5 min en 5 ml de una dilucién 1:100 del sustrato quimioluminiscente
CSPD (Roche) en tamp6n 3. La membrana se saca del rulo de hibridacién y
se seca completamente con papel Whatman 3MM. Se envuelve en pldastico
transparente y se mantiene en una estufa a 37°C durante 15 min.

Tras todo este proceso, se hizo una exposicion corta (de 4-6 h) y una larga
(de ~24 h) sobre peliculas Kodak X-Omat que se revelaron con una solu-
cién de revelado y una solucién de fijacién diluidas segtn las indicaciones
del fabricante. El andlisis y tratamiento de imagenes, asi como la cuantifi-
cacion de las bandas aparecidas en las peliculas, se realizaron mediante el
programa Quantity One v4.6.2 (Bio-Rad).

Una misma membrana puede utilizarse en més de una ocasién (podrian
hacerse hasta cuatro hibridaciones), por lo que se realiza un proceso de strip-
ping para eliminar la sonda anterior: se lava dos veces durante 15 min a
37°C con una solucién compuesta por NaOH 02 M y SDS 01 % (p/v), y
después se lava 5 min con 2xSSC. En este punto, la membrana puede se-
carse y guardarse a temperatura ambiente, o se puede continuar con una

nueva hibridacion.
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M.12 ANALISIS DE SECUENCIAS Y SECUENCIACION
M.12.1 Obtencion de secuencias de las bases de datos

Para conocer la distribucion de los tres intrones del grupo II estudiados
y de las dianas a las que se encuentran asociados realizamos un anélisis
mediante BLASTn con cada una de las secuencias, y trabajamos con los re-
sultados que presentaron un porcentaje de cobertura con la secuencia anali-
zada en cada caso mayor del 20 %. La secuencia de RmlInt1, ISRm2011-2 e
ISRm10-1 se consigui6 en la base de datos del NCBI con los ntimeros de ac-
ceso Y11597.2, U22370 y AJ242573 respectivamente; la secuencia de ISRm17
se obtuvo de la base de datos ISfinder (Siguier ef al, 2006b); y la secuencia de
RmInt2, SmedInt1 e ISSme3 se obtuvo del genoma donde se han encontrado
(GR4 y WSM419).

El niimero de acceso correspondiente a cada replicon de las cepas anali-
zadas en esta Tesis Doctoral se detalla en la tabla M.6.

Tabla M.6: Ntumero de acceso de las secuencias utilizadas en este trabajo.

Cepa bacteriana Replicén N° de acceso

Cromosoma AL591688.1
S. meliloti 1021 pSymA AE006469.1
pSymB AL591985.1

Cromosoma CP003933.1
pRmeGR4a CP003934.1
S. meliloti GR4 pRmeGR4b CP003935.1
pRmeGR4c CP003936.1
pRmeGR4d CP003937.1

Cromosoma CP001830.1
pSmeSM11a DQ145546.1
S. meliloti SM11 pSmeSM11b EF066650.1
pSmeSM11c CP001831.1
pSmeSM11d CP001832.1

Contintia en la pagina siguiente
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Tabla M.6 — Continuacién de la pagina anterior

Cepa bacteriana Replicén N° de acceso
Cromosomal  CP002781.1
Cromosoma 2  CP002782.1
- meliloti AK83 Cromosoma 3 CP002783.1
pSINMEO1 CP002784.1
PpSINMEQ2 CP002785.1
Cromosoma CP002740.1
- meliloti BL225C PpSINMEBO1 CP002741.1
pSINMEB02 CP002742.1
Cromosoma HE995405.1
- meliloti Rm41 pSYMA HE995407.1
pSYMB HE995408.1
. meliloti 102F51 pSymB-B152 DQ898558.1
. meliloti C017 pHRCO017 JQ665880.1
. meliloti LPU88 ND JQ753316.1
Cromosoma CP000738.1
 medicae WSMA419 PSMEDO1 CP000739.1
PSMEDO02 CP000740.1
pSMEDO03 CP000741.1
. medicae RMO02 ND AY608903.1
. medicae RMOQ9 ND AY608906.1
ND AY608907.1
Ensifer adhaerens 5D19 ND AY248839.1
E. adhaerens R-6387 ND AY608901.1
S. terangae ORS22 ND AY608908.1
S. terangae ORS1009 ND AY608905.1
Cromosoma NC_012587.1
S. fredii NGR234 pNGR234a 1U00090.2
pNGR234b CP000874.1

Contintia en la pagina siguiente
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Tabla M.6 — Continuacién de la pagina anterior

Cepa bacteriana Replicén N° de acceso
Mesorhizobium loti R7A Cromosoma BA000012.4
M. loti MAFF303099 ND AL672114.1

Cromosoma AM236080.1
pRL7 AM236081.1

R. leguminosarum bv. viciae 3841

C CP001191.1
R. leguminosarum buv. trifolii WSM2304 romosoma

PRLG20 CP001192.1
R otli 8C-3 REBO1 DQ058415.1

REB02 DQO058416.1
R. etli CE3 ND AF176227.1
R. etli Viking1 ND AY608902.1
R. etli CFN42 p42a CP000134.1

p42d U80928.5
R. etli CIAT652 pB CP001076.1
R. tropici CIAT899 pRtrCIAT899b  CP004017.1
Azoarcus aromaticum EbN1 Cromosoma CR555306.1

Cromosomal  CP000758.1
Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 Cromosoma 2  CP000759.1

pOANTO03 CP000762.1

M.12.2 Secuenciacién de DNA plasmidico y fragmentos de PCR

Las construcciones generadas en este trabajo se secuenciaron en el ser-
vicio de secuenciaciéon de DNA /Genémica del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lépez-Neyra, y de la Estacion Experimental del Zaidin. La vi-
sualizacién de los cromatogramas de las secuencias se realiz6 mediante el
programa FinchTV v1.4.0. El trabajo rutinario con las secuencias (btisqueda
de dianas de restriccion, comparativa de secuencias, clonacion in silico, etc.)
se llev6 a cabo con el programa Clone Manager Professional Suite v6.00.
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M.12.3 Escalera de secuenciacién mediante el método Sanger

Para corroborar el tamafio del producto de escision del nuevo intrén
RmInt2 se llevé a cabo una reaccién de secuenciacion con el T7 Sequenc-
ing Kit (USB), que se resolvi6 en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(apartado M.7.3) paralelamente a las muestras obtenidas mediante exten-
sién a partir de cebador (apartado M.9). Primeramente, se realiz6 la desna-
turalizacién alcalina de 1'5-2 ug de DNA del plasmido pKGEMAA4R2 y se
anillé con 10 pmol del oligonucle6tido 105mer (el mismo que se utilizé en
la extensién a partir de cebador con el intrén RmInt2). Esta mezcla, en un
volumen final de 14 pl, se incub6 durante 5 min a 65°C, 10 min a 37°C y
después 5 min a temperatura ambiente. La reaccién de secuenciacion se ini-
ci6 con la adiciéon de la mezcla de marcaje (dATP, dGTP y dTTP 1'375 uM
y NaCl 333’5 mM), 5 puCi de [x-32P]dCTP (3.000 Ci/mmol) y 2 pul de una
dilucién 1:4 de la T7 DNA polimerasa, y se mantuvo 5 min a temperatu-
ra ambiente. Posteriormente, pusimos 4’5 ul de esta reaccién en cada uno
de los cuatro tubos donde previamente pusimos los ddNTPs (840 uM de 3
dNTPs y el cuarto en una proporciéon 93’5 uM dNTP/14 uM ddNTP en un
tampoén de Tris-HC1 40 mM pH 7’5 y NaCl 50 mM) y se incubaron a 37°C. Se
afadieron 5 ul de tampén desnaturalizante 2x y se cargaron 2 ul por carril

en un gel desnaturalizante de poliacrilamida.

M.12.4 Secuenciacién del genoma de la cepa S. meliloti GR4
M.12.4.1 Pirosecuenciacion, ensamblaje y cierre del genoma de GR4

Para la secuenciacién del genoma de la bacteria S. meliloti GR4 se con-
trat6 el servicio de la empresa Macrogen Inc. (Korea del Sur), la cual llevé a
cabo una carrera de pirosecuenciacion directa (direct shotgun; Margulies et al,
2005) y una genoteca paired end de unas 3kb de tamafio (Ng ef al, 2006; Jarvie
& Harkins, 2008) mediante la tecnologia 454 Titanium GS FLX de Roche. Se
enviaron 76’5 ug de DNA total (extraido como se ha descrito en el aparta-
do M.4.1) de un cultivo de GR4 en fase exponencial (crecido durante 2 dias
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a 30°C y 190 rpm). El conector utilizado para la creacién de esa genoteca
fue el linker Titanium, de 42 nt (5-TCGTATAACTTCGTATAATGTATGCT
ATACGAAGTTATTACG-3’). Dicha empresa también realiz6 un ensambla-
je de novo del genoma de GR4 mediante el programa Newbler v2.3 (Roche)
usando los pardmetros definidos por defecto (especificados en la figura
M.6). Para la visualizacién del ensamblaje se utilizé el programa Tablet
v1.10.03.04 (Milne et al, 2010).

1. Seed step

The number of bases between seed generation locations used in the exact
k-mer matching part of the overlap detection.

Defaultvalue: 12

2.Seed length

The number of bases used for each seed in the exact k-mer matching part
ofthe overlap detection (i.e. the “k” value of the k-mer matching)

Default value: 16

3.Seed count
The number of seeds required in a window before an extension is made
Default value: 1

4. Minimum overlap length
The minimum length of overlaps used by the assembler
Default value: 40

5.Minimum overlap identity
The minimum percent identity of overlaps used by the assembler
Default value: 90

6. Alignment identity score

When multiple overlaps are found, the per-overlap column identity score
used to sort the overlaps for use in the progressive alignment

Default value: 2

7.Alignment difference score

When multiple overlaps are found, the per-overlapcolumn difference
score used to sort the overlaps for use in the progressive multialignment
Default value: -3

Figura M.6: Condiciones del ensamblaje llevado a cabo por el servicio de se-
cuenciacién de Macrogen. Pardmetros usados por dicha empresa para
el ensamblaje de novo del genoma de GR4 mediante el ensamblador
Newbler v2.3.
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Los huecos generados entre los contigs y andamiajes de GR4 se comple-
taron con contigs que correspondian a elementos repetidos, identificados
mediante busqueda en la base de datos ISfinder (Siguier et al, 2006b). Este
tipo de contigs contienen la secuencia de mds de una copia del elemento
repetido al que corresponde, por lo que el programa Newbler genera una
secuencia consenso de todas ellas. Para determinar la secuencia real de ca-
da una de las copias del elemento repetido se reensamblaron las lecturas
pareadas hermanas especificas de un hueco entre contigs adyacentes me-
diante el programa Geneious v4.8.5 (Drummond et al, 2009) con los pardme-
tros definidos por defecto.

La obtencién de la secuencia completa del genoma de S. meliloti GR4 re-
quiri6é una serie de amplificaciones e hibridaciones DNA-DNA para con-
firmar la unién entre algunos contigs y andamiajes. Los oligonucledtidos
utilizados en las reacciones de PCR, asi como en la posterior secuenciacién
de los fragmentos amplificados correspondientes a zonas conflictivas, se
describen en la tabla M.7. Por otro lado, los oligonucleétidos usados para
generar las sondas que se han utilizado en las hibridaciones DNA-DNA se
detallan en la tabla M.8.

Tabla M.7: Oligonucleétidos disefiados en este trabajo, utilizados para la amplifi-
caciéon y secuenciacion de la unién de algunos contigs y andamiajes del

genoma de GR4.
Uso Nombre Secuencia (5'-3")
Ci de pRmeGRA pGR4a_1F GACCACGAATTCTGGTTTCGCA
ierre de pRme a
pGR4a_IR TGGAACACTGTTGCGAGCCTCAA
pGR4b_1F ACTGTCGCGACTTCCTGCTTAGG
pGR4b_1R GCGCACAATCTCCCGTCCTGAA
pGR4b_2F GGAGTGCACAATGACTCAGGTCC
Cierre de pRmeGR4b pGR4b_2R ACGCCAGATGCTTTCCGATGG
i
pGR4b_3F AATCTACCGCGCAAAGCTTGACAC
pGR4b_3R CCACCAAGTGGAAACGTCGTTCAC
pGR4b_4F GGTCGATCTTCTTTGTGCTGTTGG
pGR4b_4R TGAAACTCCTCCGGCCTACT

Contintia en la pagina siguiente
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Tabla M.7 — Continuacién de la pagina anterior

Uso

Nombre

Secuencia (5'-3")

Cierre de pRmeGR4b

inicioC18s

C160s_nt200

GACGCTCATGTTCGCGCTGAA
ACCAACCTGTCGAGTATGGCATCG

Cierre de pRmeGR4c

inicioC120s_S12
finalC120s_S12
inicioC11s_54
finalC172s_S16
inicioC39s_S7
finalC46s_S7
inicioC148s_S15
finalC150s_S15
inicioC161s

finalC17s

CATCCACGACATCATTGCCGTCGA
GATGCAACGGTTTCGCACTTGAGC
CTCTGGGACTGATCGCTGACGA
GCCTGGTACTCTGCGCCATGTA
CGGAAGCACTTGAAGCGATCTAGG
CTATGCGACCAGAGCAACGCAC
CGATCCCGTTTCACAGGCAAGC
CGGTCACCAATACCTCGGTGAACC
GATACGTCGCAAGGATGCCTGAG
CCATCCTCACATCAAGGCGATGG

Cierre de pRmeGR4d

inicioC113s_S11
inicioC135s_S14
finalC142s_S14
finalC117s_S11

GAACCGCACTCTTTGGAGCTTTGG
GGAGTTCAAGCTCTCAGGTCGCTA
TTTGGATCTGATGACGCCTGAGCA
TGCTGGATCTTTTGTGACAAGCAC

Cierre de huecos en el
cromosoma

finalC83s_S10
inicioC84s_S10
finalC86s_S10
inicioC87s_S10
finalC88s_S10
inicioC89s_S10
finalC107s_S10
inicioC108s_S10
finalC184s_S17
inicioC185s_S17
Chr_C47_C48_F
Chr_C47_C48_R
C111_nt680_R
C112_nt621_F

CAGTCTGACCGTAAGCCGTCAACG
CATGACTGCCCGTCAGTGCA
ATCGCGGTGATCGTGACCTG
CATGCTCGTGGCTGAGCAGTG
TGATCGCGAATTCAATGGCGGCA
GCACGACATGATGTTCGGCAAGC
CGTATTCGCAAGCGAAAGTTGC
CGGAAGAGTCTTTTCAGCCCAA
GACGTTGAGCACGGTTTCGAC
ATGGTCAGCATCTCAGTCAAGTCG
TCCCCATCGAAATGCTACGGCA
GGACTATGCCGATCGCAAGC
GGCCATCTCGACCGACAGGA
GCCGATATAGCCTGCCTCAA

Cierre de huecos en
pRmeGR4c

finalC171s_S16
inicioC172s_S16

GAGGATCTCCGCTAGATCGGCTC
CTTGTGCGGTGGCCGATAACG

Contintia en la pagina siguiente
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Tabla M.7 — Continuacién de la pagina anterior

Uso Nombre Secuencia (5'-3")
RmInt2_nt835_F TGGTCAAGCAGCTCATCGAACC
Secuenciacién de las RmInt2_ntl054 R GCCATCTTTCGATGTAGAGCAACG

uniones con contigs 10, RmInt2_nt1725_F GCAAGTCGGTTCTTACAACGGCTC
37y38 ISRm17 inicioC37  CCCTTGACGATGATGTCGGAATGC
ISRm17 inicioC38 ~ CGAAACGGGTTCAGCACTACC

Tabla M.8: Oligonucleétidos utilizados para generar las sondas de hibridacién que
se han usado para verificar la unién de algunos andamiajes de GR4.

Nombre Secuencia (5'-3") Sonda Referencia

1651 GGTGAGTGGAATTCCGAGTG Gen ribosémico 165 Munoz-Adelantado, 2003
1652 CATCTCACGACACGAGCTGA

Rm2-1380F GGGCAACATCCGAATGTGAC RenInt2-3' Este trabajo

Rm2-1620R GTCCATAATAGCTGACCACC

ISRm17_inicioC37 CCCTTGACGATGATGTCGGAATGC ISRm17 Este trabajo

ISRm17_inicioC38 CGAAACGGGTTCAGCACTACC

M.12.4.2 Anotacion automdtica del genoma de S. meliloti GR4

La anotacién de los genomas secuenciados puede realizarse a través de
servidores en linea o de programas que se descargan y se ejecutan en local.
Médigue & Moszer (2007) resumen los programas normalmente usados
para la anotacién de genomas bacterianos, asi como las principales bases
de datos utilizadas para tal fin. Lo mds conveniente para pequefios grupos
de investigacion que carecen de recursos computacionales es la anotacién
automatica a través de servidores en linea (Duan et al, 2010; Beckloff et al,
2012). Basandonos en la comparativa realizada por Bakke ef al (2009), donde
evaluan tres sistemas de anotacién automdtica de genomas, realizamos la
anotacion del genoma de GR4 mediante el servidor IMG ER (Integrated Mi-
crobial Genomes Expert Review; Markowitz et al, 2009) desarrollado por el
instituto estadounidense JGI (Joint Genome Institute). Para tal fin, subimos
al servidor un archivo en formato fasta de la secuencia de cada uno de los
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replicones (Beckloff ef al (2012) han descrito un protocolo para realizar el en-
vio y la anotacién de genomas en IMG ER). Tras la anotacion, este servidor
automatico proporciona una serie de archivos que pueden ser descargados
por el usuario. Estos son:

» Un archivo en formato fasta con la secuencia de nucle6tidos de todos

los andamiajes

Un archivo en formato fasta con la secuencia de aminodacidos de todas

las proteinas

Un archivo en formato fasta con la secuencia de nucle6tidos de todos

los genes

Un archivo en formato fasta con las secuencias intergénicas

Un archivo excel con la informacién génica

M.12.4.3  Curacién manual de la anotacién automdtica del genoma de
S. meliloti GR4

Después de la anotacion automatica, realizamos una curacién manual del
genoma de GR4 siguiendo las recomendaciones indicadas por el personal
del departamento de entrega de genomas de GenBank. Este proceso es
necesario para eliminar los errores generados por los programas que lle-
van a cabo la anotacién. De este modo, nos aseguramos de que los geno-
mas presentes en las bases de datos superen los indices de calidad exigidos
(Richardson & Watson, 2012). Los distintos tratamientos derivados de la cu-

raciéon manual del genoma de GR4 se enumeran y explican a continuacion:

1. Genes de RNA.
La anotacién automatica del genoma de GR4 presentaba todos los
RNAs de transferencia, sin embargo, no proporcionaba informacién
sobre el producto que generan. Por este motivo, tuvimos que buscar
el producto que origina cada uno de ellos en una base de datos especi-
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fica para este tipo de genes (tRNAdb; trna.bioinf.uni-leipzig.de). Me-
diante este proceso observamos que la anotaciéon automatica del servi-
dor IMG ER identificé erréneamente cuatro genes como tRNAs. Estos
genes, presentes uno en cada plasmido, eran de menor longitud que
lo esperado para un tRNA, y finalmente se anotaron como miscRNAs
con IncA como producto. La curacién manual que realizamos de la
anotacioén de los operones ribosomales fue definir la subunidad a la
que corresponde cada uno de los rRNAs (23S, 16S y 55).

. Pseudogenes.

El NCBI ofrece una herramienta (Genome Submission Check Tool) que
permite examinar la anotacién de un genoma para validarla antes de
su envio a la base de datos de genomas microbianos (Benson et al,
2011). Gracias a ella, descubrimos 50 parejas de proteinas consecu-
tivas que presentaban similitud con una misma proteina de mayor
longitud tras realizar un anélisis de BLASTp. Este hecho sugiere que
esa pareja de proteinas puede representar un solo gen que ha sufri-
do un cambio en el marco de lectura o cualquier otra mutacién. Por
consiguiente, llevamos a cabo un andlisis exhaustivo de cada pareja
de proteinas, tras el que s6lo 4 parejas permanecieron como dos pro-
teinas independientes con la anotacién automatica original, mientras
que 46 se combinaron para crear un pseudogen. Todos los pseudo-
genes estaban formados por dos proteinas consecutivas, sin embargo,
en 3 de los casos el pseudogen se constituy6 uniendo 3 proteinas con-
secutivas debido a que una de ellas estaba incluida en 2 parejas de

proteinas consecutivas diferentes.

. Estdndares de UniProtKB para la nomenclatura de proteinas.

La base de datos UniProtKB (UniProt Knowledgebase; Magrane & Con-
sortium, 2011) recomienda seguir unas reglas de anotacién especifi-
cas. Sin embargo, ninguno de los productos protéicos anotados por el
servidor IMG ER estaban conectados con SwissProt (una secciéon de
UniProtKB en la que la informacién de cada entrada ha sido curada
manualmente). Por tanto, los términos que contradecian alguna de
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esas reglas fueron eliminados.

En la anotacién de un genoma no se debe hacer referencia a otros or-
ganismos para evitar ambigiiedades en las bases de datos, por lo que
se suprimieron de la anotacién automadtica de GR4 los nombres de
“Bacillus”, “Drosophila”, “Escherichia coli”, “Rickettsia”, “Pseudomonas”
y “yeast”.

Asi mismo, se reemplazaron los términos “homolog”, “paralog” y “ana-
log”, que infieren una relacién evolutiva que, generalmente, no ha
sido determinada para los genes anotados en un genoma, por el tér-
mino “-like protein”.

La base de datos UniProtKB recomienda que todas las proteinas que
no tengan una funcién conocida simplemente se llamen “hypothetical
protein”. Por esta razén, se sustituyeron los nombres asignados por el

/i

servidor IMG ER de “conserved hypothetical protein”, “uncharacterized
conserved protein”, “uncharacterized domainl” y “uncharacterized protein
conserved in bacteria” por dicho término.

El servidor IMG ER atribuy6 un ntimero de comisién de enzima (EC
number) a tres proteinas que, por otro lado, habia definido como “hypo-
thetical protein”. Para resolver esta contradiccion, realizamos un andli-
sis de BLASTp con la secuencia de dichas proteinas y las nombramos
de acuerdo a su funcién mas probable.

Lo deseable es que todos los programas de anotacién automatica uti-
lizaran los términos GO para nombrar las proteinas, ya que mejoraria
la descripcién de éstas y reduciria los errores sintdcticos (Richardson

& Watson, 2012).

. Nucleétido de inicio del cromosoma.

Toda proteina viene definida por un codén de inicio y un codén de
parada, sin embargo, en el genoma de GR4 se encontré una region
codificante que carecfa de un codén de parada vélido. Esta correspondia
al primer gen presente en el cromosoma, anotado como “hypothetical
protein” en la cadena antisentido (con inicio en el nucleétido 72 y final
en el nucle6tido 1). Al analizar en detalle las zonas adyacentes a dicha
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regidn, observamos que esa primera proteina y la tltima del cromoso-
ma presentaban similitud con el gen uroporphyrinogen-11II decarboxylase,
pero sobre zonas distintas de éste. Debido a que la linearidad de los
replicones bacterianos no es real, es recomendable que el comienzo
de éstos se encuentre asociado al primer o dltimo nucleétido de un
marco abierto de lectura conocido. Por este motivo, modificamos la

posicién de inicio del cromosoma, que pasé a ser el nucleétido 73.

M.12.4.4 Publicacién del genoma de S. meliloti GR4 en la base de datos

GenBank

El NCBI dispone de una guia para el envio de genomas bacterianos (Say-

ers et al, 2011). Los pasos seguidos para la publicacion del genoma de GR4

en la base de datos GenBank y obtencién de un ntimero de acceso vélido

fueron:

1. Registro del proyecto de genoma.
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La publicacién de un genoma en la base de datos GenBank requiere
inicialmente generar un proyecto (donde se introduce informacion
general conocida sobre el microorganismo), con el que se asociara el
genoma. El project_id asignado al genoma de GR4 es 175860 (ntimero
de acceso: PRJNA175860). En este paso también se registra el prefijo
de la etiqueta que usara dicho genoma, que tiene que ser validado por
la base de datos para evitar que haya dos genomas con el mismo prefi-
jo. Este debe tener entre 3-12 caracteres alfanuméricos y el primero no
puede ser un digito. Si en el momento de registrar el proyecto de geno-
ma no se indica ningtn prefijo, el NCBI proporciona uno por defecto.
El prefijo de la etiqueta asignado al genoma de GR4 fue C770.

. Preparacion del formato de las secuencias.

La secuencia de nucleétidos de cada replicon debe estar en formato
fasta, que consiste en una sola linea de definicién separada de las
lineas de secuencia (una o varias) por un salto de linea. La linea de
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definicién empieza con un “>" seguido de, como minimo, un iden-
tificador para la secuencia, llamado “SeqID”. El identificador usado
para nuestros archivos es el nombre de cada replicon (Chromosome,
pRmeGR4a, pRmeGR4b, pRmeGR4c y pRmeGR4d). La linea de defini-
cién puede contener informacién adicional sobre la secuencia, que se
introduce mediante modificadores. Ademas del identificador, nues-
tros archivos contienen los modificadores para definir el organismo
y la cepa de la que proviene la secuencia. Por tanto, una de nuestras
lineas de definicién quedaria asi:

>SeqID [organism=Sinorhizobium meliloti] [strain=GR4]

. Preparacion del formato de la anotacion.

Para enviar un genoma a la base de datos GenBank se requiere una
anotaciéon minima, aunque se pueden incluir caracteristicas adicionales.
La informacién debe estar en una tabla de cinco columnas separadas
por tabuladores en texto plano, llamada tabla de las caracteristicas. Su
primera linea estd formada por “>Feature SeqID”, donde “SeqID” es
el mismo identificador usado para cada secuencia en formato fasta.
Las lineas posteriores contienen los datos, distribuidos:

- Columna 1 — localizacion del inicio de la caracteristica

- Columna 2 — localizacion del final de la caracteristica

- Columna 3 — clave de la caracteristica

- Columna 4 — clave del calificador

- Columna 5 — valor del calificador.

La tabla de las caracteristicas fue generada a partir de la tabla con
informacién génica en formato excel proporcionada por el servidor
IMG ER. En esta tabla, cada caracteristica consta de dos partes, una
general donde se incluyen los datos del gen (localizacién, nombre y
etiqueta) y otra especifica donde se indican los datos de su producto
(localizacién, nombre, funcién, nimero de comisién de enzima y pro-
tein_id). La informacién del gen debe contener como minimo su locali-
zacién y etiqueta, mientras que, dependiendo del tipo de producto, en
la parte especifica podré afiadirse la informacién total o parcialmente.
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Por ejemplo, los RNAs no contienen el calificador protein_id, ni todas

las proteinas tienen asignado un ntimero de comisién de enzima.

A todos los genes se les debe atribuir un identificador sistemético

que se indica en el valor del calificador etiqueta (locus_tag). Al prefi-
jo de la etiqueta (proporcionado anteriormente) se le afiade un guién

bajo seguido de un ntimero de identificacién alfanumérico que es tini-
co para cada gen en todo el genoma. El identificador para los genes

de cada replicon de GR4 son: GR4Chrxxxx, GR4pAxxx, GR4pBxxx,
GR4pCxxxx y GR4pDxxxx, donde las “x” representan un ntmero con-
secutivo desde el primer gen al Gltimo de cada replicén. Por ejemplo,
en pRmeGR4d encontramos desde el gen C770_GR4pD0001 hasta el

C770_GR4pD1558.

El calificador protein_id que se incluye en todas las proteinas tiene que

ser asignado por el usuario. Debe tener el formato gnl | dbname | string,
donde “dbname” es un término que hace referencia al nombre del

grupo de investigacién del usuario y debe ser lo més especifico posi-
ble, y “string” es el valor del calificador locus_tag para cada proteina.
La palabra usada para identificar a nuestro grupo de investigacién fue

NTORO. Asi pues, el valor del calificador protein_id del primer gen

encontrado en pRmeGR4d es gnl I NTORO | C770_GR4pD0001. Este

tipo de identificacion de los genes es importante para futuras actua-
lizaciones del genoma y para que el NCBI pueda llevar a cabo un

seguimiento interno de su base de datos.

. Creacion del archivo para el envio.

Una vez que tenemos preparadas las secuencias de los diferentes repli-
cones de GR4 en el formato requerido y sus respectivas tablas de
las caracteristicas, podemos generar el archivo definitivo para el en-
vio del genoma a la base de datos GenBank. Para ello se utilizé6 un
programa desarrollado por el NCBI llamado Sequin. Este programa
consta de una serie de pédginas a través de las cuales se incluye la
informacioén requerida, y, dependiendo de la naturaleza de los datos
y de los archivos que se quieren obtener, se completan unas u otras.
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Lo primero es introducir la informacién de los autores y del grupo
de investigacion que ha llevado a cabo la secuenciacién del organis-
mo, datos que se usardn como referencia en el propio acceso de la
secuencia. También es necesario aportar informacién sobre el orga-
nismo secuenciado y el método de secuenciacién utilizado. Ademas
de esta informacién basica, el tnico archivo que cargamos en el pro-
grama para crear la entrada Sequin inicial de cada replicon es el de
la secuencia en formato fasta. Una vez que visualizamos esa entrada
inicial, el programa permite editarla e introducir la tabla de las carac-
teristicas, generdndose asi la entrada Sequin final. Para completar el
envio del genoma a la base de datos, tuvimos que mandar los archivos
con la entrada Sequin final de cada replicén al departamento de entre-
ga de genomas de GenBank. De esta manera, conseguimos los dife-
rentes nimeros de acceso: CP003933, CP003934, CP003935, CP003936
y CP003937 para cromosoma, pRmeGR4a, pPRmeGR4b, pRmeGR4c y
pRmeGR4d respectivamente.

M.13 CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

En esta Tesis Doctoral hemos llevado a cabo un estudio sobre la relacién
evolutiva que presentan los intrones del grupo II de secuencia completa
que tienen una identidad superior al 70 % con el intrén RmIntl (nimero
de acceso Y11597.2). La buisqueda e identificacion de nuevas secuencias
relacionadas con este intrén se realizé mediante un andlisis de BLASTn,
con la secuencia de 1.884 pb de RmlIntl, en la base de datos del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov /blast/Blast.cgi). Por otro lado, hemos analizado la
relacion que existe entre las multiples copias de los genes groEL y groES pre-
sentes en el genoma de S. meliloti GR4, S. meliloti 1021y S. medicae WSM419.
La secuencia de los distintos genes groEL y groES se obtuvo del genoma
de las cepas analizadas a través de la base de datos del NCBI (apartado
M.12.1).
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En el caso de los intrones del grupo II, se generaron drboles filogenéti-
cos a partir de la secuencia nucleotidica de la rizobima y a partir de la se-
cuencia de aminoacidos de la proteina que codifican. La secuencia de la
ribozima (dominios I, I, III, V y VI) se obtuvo por la concatenacién de dos
fragmentos del intrén que comprenden los nucle6tidos 1-514 y 1.802-1.884
de RmIntl1, tomando los nucle6tidos correspondientes a esas regiones en el
resto de intrones. Para cada alineamiento se determiné el modelo teérico
que mejor explica la evolucién de las secuencias analizadas. En la construc-
cién de los arboles se utiliz6 el modelo evolutivo GTR+G y WAG para las
secuencias de nucleétidos y aminodacidos respectivamente. El estudio de los
genes groEL y groES se llevé a cabo sélo con la secuencia de aminodcidos,
y el modelo evolutivo utilizado para generar los arboles de ambos tipos de
genes fue RtREV+G. Los modelos evolutivos se seleccionaron de acuerdo
con el criterio de informacién de Akaike (AIC; Sugiura, 1978).

Para la construcciéon de los arboles filogenéticos, primero se realizé un
alineamiento multiple de las secuencias con el programa MAFFT (www.ebi.
ac.uk/Tools/mafft/) y se visualizé con el programa Bioedit (Hall, 1999).
La determinacién del modelo teérico que mejor explica la evoluciéon de
las secuencias estudiadas se realiz6 mediante los programas PAUP (Swof-
ford, 2002), ModelTest (Posada & Crandall, 1998) y MrModeltest (Nylander,
2004) para los alineamientos de nucleétidos, y con el programa ProtTest
(Abascal et al, 2005) en el caso de los alineamientos de aminoacidos. Los &r-
boles se generaron por el método de maxima verosimilitud (ML, Maximum
Likelihood) utilizando el programa PhyML v2.4.4 (Guindon & Gascuel, 2003),
y por inferencia bayesiana (BI, Bayesian Inference), usando MrBayes v3.1.2
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003). En la construccién de los drboles se aplicé
el modelo evolutivo determinado para cada alineamiento, y en los genera-
dos por el método de ML los soportes de rama se obtuvieron mediante 1.000
réplicas de bootstrap. Los arboles se visualizaron con el programa MEGA
(Tamura et al, 2007). La conversién del formato de los distintos archivos
utilizados se llevé a cabo con el programa Readseq (www.ebi.ac.uk/cgi-
bin/readseq.cgi).
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Para determinar si los drboles proporcionan una informacién consistente
llevamos a cabo un test de congruencia entre matrices de distancias (CADM,
Congruence Among Distance Matrices; Legendre & Lapointe, 2004) global
a partir de las distancias calculadas para los arboles generados con la ri-
bozima y la proteina (Campbell et al, 2011). Este test proporciona, ademds
de un valor p (estimado usando 10.000 permutaciones), un estadistico W
como estima del grado de congruencia entre las matrices analizadas, cuyo
valor varia entre 0 (ausencia de congruencia) y 1 (congruencia total). Para
realizar el test CADM global se utiliz6 el paquete ape (Paradis ef al, 2004)
del lenguaje R.
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SECUENCIACION DEL GENOMA
DE LA CEPA BACTERIANA

Sinorhizobium meliloti GR4

En los ultimos afios se ha secuenciado el genoma de un gran nimero
de cepas bacterianas, el cual se vera incrementado por la mejora de las
técnicas de secuenciacién masiva y el abaratamiento de éstas. La diversi-
dad de hdbitats en los que se encuentran las especies pertenecientes a «-
proteobacteria, entre otras caracteristicas, hace que ésta sea una de las clases
bacterianas més estudiadas, con aproximadamente 600 genomas completa-

mente secuenciados (Pini et al, 2011).

En este capitulo se presenta la secuenciacion del genoma de S. meliloti
GR4 y las distintas aproximaciones que nos han llevado hasta la obtencién

de su secuencia completa.

Los datos obtenidos tras la secuenciacién y el ensamblaje de novo del
genoma de GR4 (ver Material y Métodos, apartado M.12.4.1) se detallan
en la figura R1.1. Se obtuvieron un total de 1.780.998 lecturas, de las cuales
1.712.561 se ensamblaron completamente y 10.294 parcialmente, dando lu-
gar a 174 regiones contiguas (contigs) de una longitud mayor a 100 pb. Gra-
cias a las lecturas pareadas, obtenidas a partir de la genoteca paired end, el
ensamblador Newbler fue capaz de ordenar los contigs y estimar la longi-
tud de los huecos entre ellos, construyendo asi 17 andamiajes (scaffolds) que
comprenden 7.074.675 bases del genoma de GR4. La cobertura de un geno-
ma, tras su secuenciacion, representa el nimero de veces que un nucleétido
ha sido leido, y se calcula como el nimero total de bases leidas entre las
bases que componen el genoma (tras la formacién de los andamiajes). En el
caso de GR4, se obtuvo una cobertura 77x, de la cual un 17x corresponde a
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1. Read
TotalNumberOfReads | TotalNumberOfBases | Assembled | Partial | Singleton | Repeat
1780998 542068492 1712561 10294 6616 50717

2. PairedRead (Paired End)

BothMapped | OneUnmapped | MultiplyMapped | BothUnmapped | DistanceAvg | DistanceDev
403771 4553 47715 46 2684.8 671.2

3. All Contig (Length >=100bp)

Contigs | Bases
174 7003497

4. Large Contig (Length >= 500bp)

Contigs | Bases AvgContigSize | N50ContigSize | LargestContigSize | Q40PlusBases, %Q40
155 6998274 45150 110012 529788 6997461, 99.99%

5. Scaffold (Paired End)

Scaffolds | Bases

AvgScaffoldSize

N50ScaffoldSize

LargestScaffoldSize

17 7074675

416157

1030511

2753791

Figura R1.1: Informacién sobre la pirosecuenciacién y el ensamblaje del geno-
ma de GR4 realizados. Se muestran los datos totales de la pirosecuen-
ciacién (punto 1) asi como de la genoteca paired end (punto 2) llevadas
a cabo. Los puntos 3 y 4 indican la informacién del ensamblaje de
las lecturas obtenidas tras la pirosecuenciacién. El punto 5 muestra
la informacién de los andamiajes construidos gracias a las lecturas
pareadas obtenidas con la genoteca paired end.

las lecturas pareadas. Los contigs largos (> 500 pb) presentaron un tamafio
medio de 45.150 pb, conteniendo el de mayor tamafio 529.788 pb. A su vez,
el tamafio medio de los andamiajes fue de 416.157 pb, siendo el mayor de
ellos de 2.753.791 pb. El valor N50 (cuyo significado se describe en la figura
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R1.51) fue de 110.012 pb para los contigs, mientras que para los andamiajes,
dicho valor fue de 1.030.511 pb.

R1.1 INDICE DEL GRADO DE COBERTURA

Tras un anélisis detallado del ensamblaje de los contigs, observamos que
el grado de cobertura de las lecturas solapadas en determinados contigs era
superior a la cobertura que presentaban el resto de contigs. Ademds, pudi-
mos apreciar este hecho dentro de un mismo contig, el 110 (figura R1.2). Este
tiene una longitud de 87.006 pb, y en su extremo 3’ se observa un aumento
de lecturas ensambladas en una zona de aproximadamente 6 kb, correspon-
diente al operén ribosomal. El grado de cobertura de dicha zona es tres
veces superior al del resto del contig, coincidiendo con las tres copias de
este operdn presente en el genoma de otros rizobios (Galibert et al, 2001;
Galardini et al, 2011b; Schneiker-Bekel et al, 2011).

Operon ribosomal

lxI: ! -5'|!\|;\!§‘}‘-
. 3x

Figura R1.2: Relacién entre el grado de cobertura de una regién y su niimero de
copias dentro del genoma. Visualizacion del contig 110 como ejem-
plo del grado de cobertura de una regién tnica en el genoma (1x) y
una zona repetida. La linea entre flechas indica una regién de 6’3 kb,
correspondiente al operén ribosomal, que tiene un grado de cobertu-
ra 3x, coincidiendo con las tres copias de este operén presentes en el
genoma de GR4.

Teniendo en cuenta esta observacion, la estrategia seguida para cerrar el
genoma de GR4 se bas6 en determinar un parametro, al que hemos denomi-
nado indice del grado de cobertura (FCI, del inglés Fold Coverage Index), que
estima el nimero de copias de cualquier contig. El FCI, para un determina-
do contig, se calcula aplicando la férmula:
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donde NL; y LON; representan el niimero de lecturas que componen el
contig iy su longitud, respectivamente; NLT es el namero total de lecturas
ensambladas en el genoma y LONT es la longitud del genoma estimada

tras la creacién de los andamiajes.

El valor del cociente (NL; /LON;) proporciona informacién sobre las ve-
ces que un nucleétido dentro de ese contig ha sido leido de media. Para
determinar el FCI, este valor se pone en relacion al nimero de veces que, en
promedio, un nucleétido cualquiera del genoma ha sido leido (NLT/LONT).
En nuestro caso, el nimero total de lecturas ensambladas (total o parcial-
mente; NLT) en el genoma de GR4 fue 1.722.855 (punto 1 en la figura R1.1)
y la longitud estimada (LONT) de dicho genoma fue de 7.074.675 pb (pun-
to 5 en la figura R1.1). Por tanto, la férmula del FCI aplicada a cada contig i
fue:

B NI,
FCLi = ron,0/2435

El ensamblador gener6 los andamiajes incluyendo huecos entre contigs
que debian ser adyacentes. Por esta razén, la longitud de los andamiajes
compuestos por mas de un contig es estimada, y el FCI de éstos se calcul6, a
partir de los datos referentes a longitud y ntiimero de lecturas de los contigs
que lo componen, aplicando la siguiente férmula:

. > NLyx . NLT
FCLy = S LONy - LONT

donde NLy representa el nimero de lecturas del contig k perteneciente al
andamiaje j y LONy la longitud de dicho contig; NLT es el nimero total
de lecturas ensambladas en el genoma y LONT es la longitud del genoma
estimada tras la creaciéon de los andamiajes.
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Tabla R1.1: Caracteristicas de los andamiajes generados tras el ensamblaje del geno-

ma de GR4.
Andamiaje Longitud® N° contigs® FCI N° copias® Sintenia
Andamiaje 9 173438 5 024 1 pRmeGR4a
Andamiaje 6 191956 14 036 1 pRmeGR4b
Andamiaje5 2125 1 038 1(1) -
Andamiaje 11 658831 5 093 1 pSymB 1021
Andamiaje 14 1030511 8 09 1 pSymB 1021
Andamiaje 16 670337 14 09 1 pSymA 1021
Andamiaje 12 344444 1 09 1 pSymA 1021
Andamiaje 15 41156 3 098 1 pSymA 1021
Andamiaje 7 146125 8 104 1 pSymA 1021
Andamiaje4 208439 8 107 1 pSymA 1021
Andamiaje 8 437883 9 108 1 Cromosoma 1021
Andamiaje 17 405807 5 110 1 Cromosoma 1021
Andamiaje 10 2753791 36 111 1 Cromosoma 1021
Andamiajel 2528 1 174 2 -
Andamiaje 3 2488 1 2’57 2 -
Andamiaje2 2696 1 353 4(1) -
Andamiaje 13 2120 1 501 5(1) -

¢ en los andamiajes formados por mas de un contig se muestra la longitud estimada por el
ensamblador Newbler tras a la adicién de huecos entre contigs

® ntimero de contigs que componen cada andamiaje

¢ namero de copias presentes en el genoma. Entre paréntesis se muestra el nimero de copias
localizadas en los pldsmidos cripticos

d plasmidos cripticos

De los 12 andamiajes que tienen una longitud superior a 40 kb, 10 mostra-
ron un valor del FCI entre 0'93 y 1’11 (tabla R1.1). Un anélisis de sintenia
con el genoma de 1021 revel6 que esos 10 andamiajes se correspondian con
el cromosoma y los plasmidos simbi6ticos. Los andamiajes pertenecientes
al cromosoma de GR4 (andamiajes 8, 10 y 17) presentaron un valor del FCI
similar y, a su vez, superior al de los plasmidos simbiéticos. Respecto a és-
tos, pPRmeGR4c (equivalente a pSymA) es el que mostré valores del FCI
mads dispares, desde 0'96 (andamiaje 12 y 16) hasta 1’07 (andamiaje 4); el
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FCI de los 2 andamiajes que componian pRmeGR4d (equivalente a pSymB)
fue de 0'93 y 0’96 para el andamiaje 11 y 14 respectivamente. Llama la aten-
cién que los andamiajes 6 y 9 presentaron un FCI muy inferior al resto de
andamiajes mayores de 40 kb (FCI de 0’36 y 0"24 respectivamente). Un anali-
sis mediante BLASTn puso de manifiesto la identidad de algunas regiones
de estos plasmidos con secuencias previamente publicadas presentes en
los plasmidos cripticos del aislado GR4 (Mercado-Blanco & Olivares, 1994;
Garcia-Rodriguez et al, 2000). Asi, pudimos determinar que el andamiaje 6
(de 191.956 pb) correspondia al plasmido pRmeGR4b y el andamiaje 9 (de
173.438 pb) a pPRmeGR4a. Uno de los 5 andamiajes con longitud inferior a 3
kb (andamiaje 5) tenia un FCI similar al del andamiaje 6 (FCI de 0'38). Una
busqueda en las bases de datos revelé que presentaba identidad con una
secuencia de insercion (ISRm30). El valor del FCI del resto de andamiajes
menores de 3 kb fue superior a 1’7, lo cual es indicativo de que su secuencia
se encuentra més de una vez dentro del genoma de GR4.

Tras un andlisis detallado del FCI de los contigs que componen los an-
damiajes (tabla R1.51), observamos que determinados contigs presentaban
un valor del FCI alejado del valor mostrado por el resto de contigs pertene-
cientes al mismo andamiaje. Este fue el caso del contig 10 (FCI de 8’64 y
1.906 pb) dentro del andamiaje 4 (pRmeGR4c) y de los contigs 159 (FCI de
0’34 y 14.618 pb) y 160 (FCI de 1’57 y 1.567 pb) dentro del andamiaje 16
(pPRmeGR4c). Por otro lado, encontramos contigs cuyo valor del FCI era
ligeramente distinto del FCI del resto de contigs del andamiaje que com-
ponian. Estos eran el contig 13 (FCI de 0’67 y 1.682 pb) dentro del andamiaje
4 (pRmeGR4c), los contigs 77 (FCI de 1’35 y 42.604 pb) y 110 (FCI de 1’33 y
87.006 pb) dentro del andamiaje 10 (cromosoma) y el contig 141 (FCI de 1’38
y 7.090 pb) dentro del andamiaje 14 (pRmeGR4d). Con los contigs menores
de 2 kb llevamos a cabo un andlisis mediante BLASTn y BLASTx. El contig
10 present6 identidad con una reverso transciptasa y una madurasa rela-
cionadas con intrones del grupo II, el contig 13 con la proteina TraAl y el
contig 160 con ISRm23. Estos resultados nos llevaron a considerar los contigs
10 y 160 como elementos repetidos dentro del genoma de GR4, y a excluir
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al contig 159 del andamiaje 16 por su bajo valor del FCI (similar al del plés-
mido criptico pRmeGR4b; tabla R1.1).

El FCI ha sido calculado para todos los contigs mayores de 100 pb, esti-
mando asi el nimero de veces que tiene que ser incluido cada contig en el
genoma de GR4 (tabla R1.51 y R1.S2). Los contigs repetidos se forman por
el ensamblaje de las lecturas obtenidas a partir de las maltiples copias de la
region repetida a la que corresponden. Por tanto, un contig repetido es real-
mente el consenso de la secuencia de todas esas copias. En algunos casos,
esto genera variaciones nucleotidicas (SNPs) puntuales ademds de las varia-
ciones distribuidas aleatoriamente que aparecen a lo largo de cualquier con-
tig debido a errores en la secuenciacion. Existen contigs de elementos repeti-
dos que presentan un elevado ntimero de SNPs, como el contig 158 (34
SNPs) correspondiente a las dos copias del gen repC que encontramos en

Tabla R1.2: Caracteristicas de algunos contigs correspondientes a elementos repeti-
dos.

Contig Longitud N°lecturas FCI  N° copias® N°SNPs Gen®

Contig 112 1197 3864 1326 11 4 ISRm19
Contig 154 1882 5357 11’69 10 (1) 2 Rmintl
Contig 10 1906 4009 864 7 0 RmInt2¢
Contig 156 1314 2528 790 6 5 ISRm22
Contig 111 1341 2475 7’58 7(1) 13 ISRm5
Contig 189 1522 1004 2’71 3(1) 9 GroEL1/2
Contig 125 1779 1077 2’49 2 0 Transposasad
Contig71 507 297 2’41 3(1) 6 NodQ
Contig19 951 380 164 2(1) 0 ISRm23
Contig 160 1567 598 1’57 2(1) 15 ISRm23
Contig 158 1126 173 063 2(2) 34 RepC

¢ nimero de copias presentes en el genoma. Entre paréntesis se muestra el ntiimero de
copias localizadas en los plasmidos cripticos

® jdentificacién y nomenclatura de los genes segtin estd descrito en el genoma de referencia
de la cepa S. meliloti 1021 (http:/ /iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/rhime.cgi)
¢ nuevo intrén del grupo II relacionado con RmInt1

d transposasa relacionada con la proteina identificada como AEH82072.1
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los plasmidos cripticos, y otros contigs que, aunque se encuentren repetidos

en el genoma, no contienen SNPs en su secuencia (tabla R1.2).

R1.2 CIERRE DE LOS HUECOS GENERADOS EN EL ENSAMBLAJE

DEL GENOMA DE GR4 Y RESOLUCION DE SNPs

Como hemos mencionado anteriormente, el ensamblaje de novo del geno-

ma de GR4 dio como resultado la formacién de 174 contigs de una longi-

tud superior a 100 pb. Con la ayuda de las lecturas pareadas se obtuvieron

1780998 lecturas
(cobertura 77x)
v
174 contigs
(> 100 pb)
Newbler +
/ \ kb paired end (17x)
53 contigs 121 contigs (> 500 pb)
(> 100 pb) en 17 andamiajes (> 2 kb)
7 contigs 46 contigs 5 andamiajes | | 12 andamiajes
(> 100 pb, (> 100 pb) (<3kb) (> 40 kb)
< 6 lecturas)

I

Descartadas

114 contigs de

B

Archivo con lecturas pareadas
(3 kb paired end)

Linker
hermana-a Titanium  hermana-b

Identificacion
del linker

Archivo pareadas Archivo pareadas
hermanas-a hermanas-b

BLASTn sobre
todos los contigs

Solapamiento con contigs de elementos repetidos
[Archivo A] (hermana-a o -b) y con
contigs de secuencia tnica [Archivo B] (hermana-b o -a)

Subgrupo de lecturas pareadas que solapan con contigs
de elementos repetidos situados en huecos especificos

53 contigs de elementos
repetidos (< 3 kb)

secuencia unica
(> 500 pb)

Archivo A

Archivo B

Reensamblaje
lecturas

Resolucion de SNPs y cierre del 83% de huecos:
86/103 entre contigs y 9/12 entre andamiajes

Figura R1.3: Estrategia del cierre del genoma de GR4. (A) Esquema de los datos iniciales
y los datos obtenidos tras calcular el FCI. (B) Diagrama de flujo que muestra
los pasos seguidos para cerrar el 83 % de los huecos presentes en el genoma
de GR4 después del ensamblaje y resolver los SNPs gracias a las lecturas
pareadas obtenidas con la genoteca paired end.
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17 andamiajes que contenian 121 contigs de més de 500 pb (figura R1.3A).
El célculo del FCI permiti6 diferenciar dos tipos de contigs (los que corres-
pondian a elementos repetidos dentro del genoma y los que presentaban
una secuencia tnica), que se agruparon en dos archivos distintos. En un
primer archivo (de elementos repetidos; archivo A en la figura R1.3A) se in-
cluyeron 46 de los 53 contigs que no formaban parte de los andamiajes, los
5 andamiajes menores de 3 kb y los contigs de elementos repetidos identifi-
cados dentro de los andamiajes (contig 10 y 160; tabla R1.S51 y R1.52). Siete
contigs de los que no formaban parte de los andamiajes fueron descarta-
dos por presentar un valor del FCI menor de 0’1 (tabla R1.S2). El segundo
archivo (archivo B en la figura R1.3A) estaba constituido por 114 contigs de
secuencia tnica (todos los que componian inicialmente los andamiajes ma-
yores de 40 kb a excepcion de los contigs 10, 159 y 160). Esta diferenciacién
de contigs gener6 finalmente un borrador del genoma de GR4 con 115 hue-
cos, de los cuales 103 se encontraban entre contigs de un mismo andamiaje
y 12 completaban el cierre entre andamiajes (figura R1.4).

Lecturas

e

Contigs

Newbler +
3 kb paired en

v
Andamiajes

y

103 huecos
entre contigs

v

Andamiajes
sin huecos

12 huecos entre
andamiajes

v
Replicones

Figura R1.4: Niimero de huecos resueltos para la formacién de los cinco repli-
cones que componen el genoma de GR4.
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Para el cierre de los huecos del genoma de GR4 disefiamos una estrate-
gia basada en las lecturas pareadas obtenidas con la genoteca paired end de
3 kb (figura R1.3B). Primero llevamos a cabo la identificaciéon del conector
usado en la creacién de la genoteca paired end (linker Titanium), y después
creamos dos archivos para cada lectura diferenciando la secuencia que se
encuentra aguas arriba (pareada hermana-a) y abajo (pareada hermana-b)
del conector. La distancia media que separa las dos secuencias que flan-
quean al conector en el genoma de GR4 se estim¢6 en 2.685 pb (punto 2 de
la figura R1.1). Con objeto de identificar el contig donde solapaban especi-
ficamente cada una de las lecturas pareadas hermanas, se llevé a cabo un
analisis mediante BLASTn de los archivos que contenian este tipo de lec-
turas frente a los archivos A y B previamente generados (que inclufan los
contigs de elementos repetidos y de secuencia tinica respectivamente). Tras
esta comparacién, determinamos los contigs de elementos repetidos que de-
bian incluirse en huecos especificos entre dos contigs de secuencia tnica, y
creamos, a su vez, subgrupos de lecturas pareadas asociadas a los contigs de
elementos repetidos presentes en cada uno de estos huecos especificos. El
reensamblaje de las lecturas contenidas en esos subgrupos permitié definir
la secuencia real de los contigs de elementos repetidos en cada hueco, re-
solviendo asi los SNPs presentes en alguno de éstos (tabla R1.2). En este
reensamblaje posterior de las lecturas pareadas se consiguié una cobertura
de, al menos, cuatro lecturas por nucleétido. Gracias a la estrategia disefia-
da (figura R1.3B), rellenamos el 83 % de los huecos presentes en el borrador
del genoma de GR4 (figura R1.4): 86 de los 103 huecos entre contigs dentro
de andamiajes (84 %) y 9 de los 12 huecos que completaban el cierre entre
andamiajes (75 %).

La figura R1.5 muestra, a modo de ejemplo, la identificacion y resolucién
de SNPs llevada a cabo en el contig 154, que se corresponde con el intrén
del grupo II RmInt1 (un elemento repetido con el que se ha trabajado desde
tinales de los afios 90 y que es objeto de estudio del segundo y tercer capitu-
lo de esta Tesis Doctoral; Martinez-Abarca et al, 1998). Un anélisis detallado
de dicho contig revel6 la existencia de dos SNPs localizados en las posi-
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CCIGATGTCAAGGGAGAAGCTCAAG[EGG
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hueco 165-166 (pC-1) CCUGATGTCAAGGGAGAAGC TCAACIMGG CCHCATCTCARCGGAGAAGCTCAACHGG
CCRIGATGTCAAGGGAGAAGCACAAGIEGG
CPIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGIHGG CCRIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGIHGG
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CACATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGRIGG CCUGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGISGG CCIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGGG
CIAGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGRIGG CCRIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGIGG CCRIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAG]
CAGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGRIGG CCRIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGISGG CCRIGATGTCAAGGGA

407 CIAGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGRIGG CCUGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGIEGG CCIGATGTCAAGCGAGAAGC TCAAGHICG
INGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGHGG CCGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAG]d AGCTCAAGRIGG

(C/T) CCNGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGHIGG CCRIGATGTCAAGGGAGAAGC TCAAGISGG AGCTCAAGRIGG

CTCAAGHGG CCUGATGTCAAGGGAGAAGCTCAAGIEGG CAAGHIGG

Identificacién y resoluciéon de SNPs dentro del contig 154 (correspondiente
al elemento repetido RmIntl). (A) Esquema de la estructura del intrén del
grupo II RmInt1 dispuesta en seis dominios (DI-DVI) y de la proteina codifica-
da por él (IEP) presente en el DIV. (B) Visualizacién parcial de las lecturas aso-
ciadas al contig 154. Se muestran las lecturas ensambladas entre las posiciones
382 y 409 de RmlIntl. Los puntos blancos indican variaciones nucleotidicas
en las lecturas respecto a la secuencia consenso. Cuando estas variaciones se
acumulan en una posicién concreta (sefialadas con una flecha) son indicati-
vas de la presencia de SNPs. (C) Esquema de uno de los huecos resueltos
donde debe incluirse el contig 154 segtn la estrategia descrita en la figura
R1.3B. Las lecturas pareadas hermanas que permiten esa identificacién se re-
presentan como lineas negras, mostrandose en rojo y en verde dos de estas
parejas. (D) Secuencia real de las distintas copias de RmInt1 (posiciones 382-
409), obtenidas gracias al reensamblaje de las lecturas pareadas provenientes
de huecos especificos entre contigs. Cada linea en el ensamblaje corresponde a
una lectura pareada. Las columnas negras sefialan las posiciones que presen-
tan variaciones nucleotidicas acumuladas. Los ensamblajes estin nombrados
de acuerdo a los contigs de secuencia tinica adyacentes a cada hueco, indican-
dose entre paréntesis el nombre de la copia de intrén segin se define en las
figuras R1.12 y R3.3A.
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ciones 384 y 407 de Rmintl (figura R1.5B), siendo el nucle6tido consenso
T y C respectivamente. El reensamblaje de las lecturas pareadas asociadas
diferencialmente a las diez copias de este elemento repetido (figura R1.5D)
permiti6é determinar la secuencia real de cada una de las copias.

R1.2.1 Cierre de los huecos entre contigs dentro de un mismo
andamiaje

La longitud de los huecos entre contigs estimada por el programa New-
bler para generar los andamiajes vari6 entre 246 pb y 2.128 pb. La estrategia
de las lecturas pareadas permiti6 resolver 86 huecos dentro de andamiajes,
incluyendo la secuencia real (sin SNPs) del contig correspondiente (figura
R1.6). En todos los huecos incluimos un solo contig de elemento repetido
salvo en uno, donde el subgrupo de lecturas pareadas pertenecia a dos con-
tigs de elementos repetidos distintos (contig 111 y 112) y, gracias al reensam-

103 huecos entre contigs
dentro de andamiajes

Estrategia
lecturas pareadas

86 huecos con 17 huecos
contigs de elementos no resueltos
repetidos (< 2'2 kb) / \
16 huecos 1 hueco
(<550 pb) (> 1kb)
no resuelto
\
Tablet
BLASTx
5 huecos 2 huecos || 4 huecos 5 huecos

afiadir sec. || quitar Ns || quitar sec. resueltos

Figura R1.6: Resolucién de los huecos entre contigs presentes en el genoma de
GR4 tras su ensamblaje. Se muestra el nimero, la longitud estimada
y la estrategia seguida para rellenar cada tipo de hueco.
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blaje de estas lecturas, rellenamos el hueco con la secuencia exacta (para
su confirmacién se llevé a cabo una secuenciacién Sanger de esa zona). El
cierre de los 17 huecos no resueltos mediante la estrategia de las lecturas
pareadas se abord¢ de diferente manera dependiendo de su complejidad.
El hueco situado entre los contigs 107 y 108 dentro del andamiaje 10, con
una longitud estimada de 1.185 pb, no pudo ser finalmente resuelto. Los
huecos restantes presentaban una longitud estimada inferior a 550 pb. Once
de ellos se resolvieron observando (con el programa Tablet) las lecturas par-
cialmente ensambladas en el extremo de los contigs de secuencia tinica que
los flanqueaban: en 5 casos afiadimos un fragmento de una longitud de en-
tre 95 nt y 302 nt, en 2 unimos directamente los contigs (suprimiendo las
“Ns” que el ensamblador habia introducido entre ellos) y en 4 eliminamos
parte de la secuencia de uno de los contigs por solapamiento con el contig
adyacente. Los otros 5 huecos con menos de 550 pb estimadas necesitaron
un estudio adicional por tratarse de zonas con repeticiones de pequefios
motivos. Tras realizar un anédlisis mediante BLASTn y BLASTXx frente a las
bases de datos con los contigs que flanqueaban esos huecos, pudimos inferir
la secuencia definitiva para cada hueco.

R1.2.2 Cierre de los huecos entre andamiajes

El ensamblaje del genoma de GR4 gener6 17 andamiajes (tabla R1.1). Tras
el calculo del FCI, los 12 andamiajes que presentaban una longitud superior
a las 40 kb fueron considerados andamiajes de secuencia tnica. Los plés-
midos cripticos pPRmeGR4a y pRmeGR4b estaban formados por un tnico
andamiaje, el cual debia ser cerrado para crear una molécula circular. El
resto de replicones estaban compuestos por varios andamiajes, por lo que
el cierre de éstos requeria una ordenacion previa de los andamiajes dentro
de cada replicon. Esta tarea se llev6 a cabo con distintas aproximaciones
dependiendo del tipo de hueco (figura R1.7).

La unién de los extremos del andamiaje 9 para construir el pldsmido
pRmeGR4a se resolvi6 con la estrategia de las lecturas pareadas. Para com-
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12 huecos entre andamiajes |

Estrategia
lecturas pareadas

1 hueco con contig
repetido (pRmeGR4a)

3 huecos con
operon ribosomal
(cromosoma)

6 huecos con
contig 10 y asociados 2 huecos con zona de ISs

(pRmeGR4c y pRmeGR4d) (pRmeGR4b y pRmeGR4c)

Figura R1.7: Resolucién de los huecos entre andamiajes para el cierre de los repli-

cones. Se indican el tipo de secuencia introducida en cada hueco y la
localizacién genémica de los huecos.

pletar el pldsmido se incluy6 una copia de ISRmb5 (de 1.340 pb), cuya secuen-

cia correspondia al hueco especifico entre los contigs 60 y 64 (tabla R1.51).

Dicha unién se confirm¢é mediante PCR, con los oligonucleétidos alF y alR

(figura R1.8A), y posterior secuenciacién Sanger del producto amplificado.

Figura R1.8: Cierre de los plasmidos cripticos pPRmeGR4a y pRmeGR4b. (A) Esquema
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de la estructura de estos pldsmidos, donde se indica la zona de unién del
tnico andamiaje que los componen. (B) Detalle de los contigs presentes en
la zona de ISs de pRmeGR4b. Los contigs de secuencia tinica que el ensam-
blador incluyé en este plasmido se destacan en rojo, y los que no incluyé, en
negrita. El asterisco significa que el contig 22 en esa regién se encuentra de
manera parcial (s6lo la ISRm9). Las flechas encima de los contigs muestran
su orientacién. Encima de las flechas se indica el elemento repetido al que
tiene similitud cada contig, mostrdndose, entre paréntesis, los nucleétidos y
la orientacién de dicho elemento en el contig. Cada elemento repetido con
similitud a mds de un contig aparece en un color diferente, y los fragmen-
tos del elemento se representan con diferentes letras. Debajo de los contigs
se muestra la localizacién de los cebadores usados para confirmar la estruc-
tura de la zona de ISs propuesta para pPRmeGR4b, indicandose el tamario de
los productos esperados. Mds abajo se muestra la zona de solapamiento del
plasmido de secuencia conocida pPRmNT140. (C) Geles de agarosa al 0’8 %
donde se observan los fragmentos de PCR amplificados con cada pareja de
cebadores indicada en (B), asi como con cada cebador de manera indepen-
diente. Las flechas sefialan la banda del producto esperado en cada caso.

(Pagina siguiente) »
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CAPITULO 1

La unién de los extremos del andamiaje 6 para construir el pldsmido
pRmeGR4b fue méas compleja (figura R1.8). El caracteristico valor del FCI de
este plasmido criptico (0'36; tabla R1.1) se utiliz6 para diferenciar contigs de
copia tinica dentro del genoma de GR4 que debian incluirse en dicho plés-
mido por su similar valor del FCI (ya fueran contigs de elementos repetidos
correspondientes a ISs con una sola copia en el genoma o contigs de secuen-
cia tinica que el ensamblador habia unido a otros andamiajes; tabla R1.51 y
R1.52). Esto, junto con la informacién obtenida a través de la estrategia de
las lecturas pareadas (con la que conocemos los contigs que flanquean un
contig determinado), nos permiti6 ir cerrando esa uniéon de 32’6 kb formada
por un puzzle de ISs y el contig de secuencia tinica 159 (de 14’6 kb, inicial-
mente ensamblado en el andamiaje 16). La estructura propuesta para esta
zona se confirmé mediante una serie de amplificaciones llevadas a cabo
con oligonucleétidos especificos de los contigs incluidos una sola vez en el
plasmido (figura R1.8B y R1.8C). Posteriormente, tanto una secuenciaciéon
Sanger de los productos de PCR b1F/R y b4F/R como un alineamiento
con la secuencia del plasmido pRmNT140 (proveniente de una libreria de
pRmeGR4b; Toro, 1985) corroboraron la secuencia propuesta.

Los huecos presentes entre los tres andamiajes que componian el cromo-
soma de GR4 (andamiajes 8, 10 y 17) se correspondian con copias del ope-
rén ribosomal (63 kb; figura R1.7). Esta premisa sugeria que, en principio,
cualquier orden de los andamiajes era posible. Sin embargo, la orientacién
de este operdn en los extremos de los tres andamiajes y la localizacion del

Figura R1.9: Cierre del cromosoma de GR4. (A) Esquema de las diferentes estruc-
turas posibles para el cromosoma dependiendo del orden de los tres
andamiajes que lo componen. (B) Hibridacién con una sonda especi-
fica para el gen ribosémico 165 sobre distintas digestiones del DNA
total de GR4, 1021 y WSM419: Clal en color salmén, EcoRV en celeste,
y Sacl en violeta. Debajo se muestran los tamafios de hibridacién es-
perados para cada estructura cromosémica representada en (A), asi
como para las cepas secuenciadas 1021 y WSM419.

(Pagina siguiente) »
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Andamiaje 8s
(438 kb)

Andamiaje 17as
(406 kb)

Estructura 1

Andamiaje 10as
(2.754 kb)

ORI

Andamiaje 17s

Andamiaje 8s \_(406 kb)

(438 kb)

Estructura 3
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ORI

Andamiaje 8s
(438 kb)

Andamiaje 17as
(406 kb)

Estructura 2

Andamiaje 10s
(2.754 kb)

ORI

Andamiaje 17s
(406 kb)

Andamiaje 8s
(438 kb)

Estructura 4

Andamiaje 10as Andamiaje 10s = Operén
(2.754 kb) (2.754 kb) ribgsomal
‘ Clal EcoRV Sacl

Estructura 1 | Estructura 2 | Estructura 3 | Estructura 4 1021 ‘WSM419
15.785 13.152 15.920 12.596 15.836 18.930
12.596 12.596 11.933 12.176 12.597 14.682
9.550 12.181 8.852 11.933 11.273 12.075
20.471 20.471 24.698 20.471 20.472 16.981
18.085 17.695 11.972 17.690 18.136 12.165
13.059 13.447 6.938 11.972 14.782 9.203
8.196 8.196 10.003 10.003 9.919 21.281
8.027 8.027 8.025 8.027 8.028 14.990
6.919 6.919 6.918 6.916 6.970 9.685
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CAPITULO 1

ORI (en el andamiaje 8) permitieron reducir las estructuras posibles a cuatro
(figura R1.9).

La estrategia seguida para determinar el orden y la orientacién de los an-
damiajes en el cromosoma se basé en el perfil de hibridacién generado por
estas cuatro estructuras al digerir el genoma de GR4 de manera indepen-
diente con varias enzimas de restriccién y, posteriormente, hibridar con una
sonda especifica para el gen ribosémico 16S. En la figura R1.9 aparece el per-
til de GR4, 1021 y WSM419 cuando se digieren con las enzimas Clal, EcoRV
y Sacl, y se hibridan con la sonda del gen 16S. La tabla bajo la imagen mues-
tra los tamafios de hibridacién esperados para las distintas estructuras cro-
mosOmicas propuestas para GR4, asi como para las cepas 1021 y WSM419.
El perfil de estas dos cepas secuenciadas sirvi6 de referencia para determi-
nar, de manera relativa, el tamarfio de las bandas del perfil de hibridacién de
GR4. En el caso de la digestién con Clal, las dos bandas superiores apareci-
das en GR4 tenian un tamario similar a las dos bandas més grandes de 1021
(de 15’8 kb y 12’6 kb respectivamente), siendo la tercera de menor tamafio
en GR4 que en 1021. Este perfil descartaba las estructuras 2 y 4, no pudien-
do diferenciar con exactitud las estructuras 1 y 3 al tratarse de tamafios de
banda tan grandes. En la digestiéon con EcoRV, de nuevo, las dos bandas
superiores de GR4 compartian tamafio con las bandas maés altas de 1021
(de 20’5 kb y 18’1 kb respectivamente), lo cual descartaba la estructura cro-
mosémica 3. El tamafio de las tres bandas encontradas en el perfil de GR4
generado con Sacl se parecia a las dos bandas inferiores de 1021 (de 8’0 kb
y 7’0 kb respectivamente). Esto excluia las estructuras 3 y 4. Asi, la tnica
opcién en la que concordaban todos los tamafios de banda era la estructura
cromosodmica 1. Por tanto, el orden de los andamiajes, y su orientacion, den-
tro del cromosoma fue: andamiaje 8 en sentido (el cual contiene el ORI),
andamiaje 10 en antisentido y andamiaje 17 en antisentido.

El plasmido simbiético pRmeGR4c (correspondiente a pSymA en S. meliloti
1021) estaba compuesto por cinco andamiajes (4,7, 12, 15y 16). Con la estra-
tegia de las lecturas pareadas descubrimos que en cuatro de los cinco hue-
cos entre andamiajes se encontraba el contig 10, y que, en tres de ellos, esta-

160



CIERRE DE LOS HUECOS

ba acompafiado de los contigs 37 y 38 (figura R1.7). Un analisis mediante
BLASTx y BLASTn de éstos respectivamente puso de manifiesto que el con-
tig 10 presentaba un 74 % de identidad con el intrén del grupo II RmIntl, y
los contigs 37 y 38 un 100 % de identidad con ISRm17. A este nuevo intrén
lo hemos denominado RmInt2, y su caracterizacién y comparacion con el
ya descrito RmIntl (Martinez-Abarca et al, 1998) se presenta en el capitulo
3 de esta Tesis Doctoral. El hueco restante entre andamiajes se corresponde
con una zona de ISs.

La estrategia seguida para el cierre de pPRmeGR4c se basoé en el disefio
de cebadores especificos en los extremos de cada andamiaje. Un anélisis
de PCR con todas las combinaciones posibles de cebadores, salvo los que
anillaban en los andamiajes que flanqueaban la zona de ISs, revel6 el or-
den de los andamiajes dentro de este plasmido (figura R1.10A). Las reac-
ciones de PCR llevadas a cabo con un solo cebador permitieron definir las
bandas tnicas generadas con cada pareja de cebadores (indicadas con una
flecha en la figura R1.10A). Mediante secuenciacién Sanger de las bandas
correspondientes a cada unién, se confirmo la secuencia incluida en todos
estos huecos entre andamiajes. La figura R1.10B muestra la estructura co-
rrecta del plasmido pRmeGR4c, que fue: andamiaje 12 en sentido (el cual
contiene el ORI), andamiaje 16 en antisentido, andamiaje 4 en antisentido,
andamiaje 7 en sentido y andamiaje 15 en antisentido. En ella también se
indica la localizacién de los cebadores usados en las reacciones de PCR y el
tamafio esperado para cada fragmento amplificado. El hueco entre los an-
damiajes 4 y 16 se abord6 del mismo modo que la zona de ISs encontrada
en pRmeGR4b, aunque en éste se incluy6é un fragmento de menor tamafio
(de 6’8 kb). Tras proponer un orden de los contigs en esa region, se estimé
el tamafio de los productos de PCR generados a partir de la combinacién
de cebadores disenados previamente (figura R1.10C). Los geles que apare-
cen en la figura R1.10C muestran la banda esperada para cada pareja de
cebadores (indicada con una flecha).

El plasmido simbiético pRmeGR4d (correspondiente a pSymB en S. meliloti
1021) estaba compuesto sélo por dos andamiajes (11 y 14), lo que reducia
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el namero de estructuras posibles. Basdndonos en la sintenia que presenta-
ban estos andamiajes frente al pldsmido pSymB de 1021, y en que ambos
huecos debian contener los contigs 10, 37 y 38, propusimos la estructura
representada en la figura R1.11A. Para confirmarla, y al igual que en la es-
trategia seguida para cerrar pRmeGR4c, disefiamos cebadores especificos
en los extremos de los andamiajes (figura R1.11A). La reaccién de PCR rea-
lizada con la pareja de cebadores d1/d3 dio como resultado un fragmen-
to del tamafio esperado (indicado con una flecha en la figura R1.11B). Sin
embargo, con la pareja d2/d4 no logramos conseguir el producto de PCR
esperado (de unas 5’8 kb). En la figura R1.11C se muestra la disposicién
que debian tener los contigs 10, 37 y 38 en el hueco entre los contigs 142 (an-
damiaje 14) y 117 (andamiaje 11), estimado siguiendo la estrategia de las
lecturas pareadas. La presencia de dos contigs 10 convergentes dentro de la
regién de amplificacion d2/d4 puede ser el motivo por el cual no se gene-

Figura R1.10: Cierre del plasmido simbiético pRmeGR4c. (A) Geles de agarosa al 0’8 %
donde se muestran los productos de PCR de las distintas combinaciones
de cebadores usados para determinar el orden de los andamiajes dentro de
pRmeGR4c. En rojo se indica la pareja de cebadores que genera el tamafio
de banda esperado para cada unién, cuyo producto de PCR se sefala
con una flecha. (B) Esquema del orden de los andamiajes que componen
pRmeGR4c de acuerdo con las parejas de cebadores que han generado un
amplicon del tamafio esperado. Se muestra la longitud del producto de
PCR indicado con flechas en (A). (C) Detalle de los contigs presentes en
la zona de ISs de pRmeGR4c. Los contigs de secuencia tnica que el pro-
grama Newbler incluyé en este pldsmido se destacan en rojo. Las flechas
encima de los contigs muestran su orientacién. Encima de las flechas se in-
dica el elemento repetido al que tiene similitud cada contig, mostrandose,
entre paréntesis, los nucleétidos y la orientacién de dicho elemento en el
contig. Cada elemento repetido con similitud a mas de un contig aparece
en un color diferente, y los fragmentos del elemento se representan con
diferentes letras. Debajo de los contigs se muestra la localizacién de los ce-
badores usados para confirmar la estructura de la zona de ISs propuesta
para pRmeGR4c, indicindose, ademds, el tamafio de los productos espe-
rados. Més abajo aparecen los geles de agarosa al 0’8 % donde se observan
los productos de PCR esperados (sefialados con flecha).

<« (P4gina anterior)
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16 el producto de PCR esperado. Durante el periodo de anillamiento en la

reaccion de PCR (tras la desnaturalizaciéon del DNA), la secuencia de ambos

contigs 10 pueden unirse y generar una estructura secundaria que impida la

amplificacién. Por tanto, y a pesar de la falta de amplificacién con la pare-
ja de cebadores d2/d4, el orden de los andamiajes dentro de pPRmeGR4d
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® Contig 10
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Figura R1.11: Cierre del plasmido simbiético pRmeGR4d. (A) Esquema del orden de
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los andamiajes propuesto para este plasmido. Se muestra la localizacién y
la longitud del producto de PCR esperado con cada pareja de cebadores.
(B) Gel de agarosa al 0’8 % donde, sefialado con flecha, aparece el producto
de PCR generado por la pareja de cebadores d1/d3. (C) Detalle de los con-
tigs propuestos para cerrar la unién entre los cebadores d4 y d2. Los contigs
de secuencia tinica que el programa Newbler incluy6 en este pldsmido se
destacan en rojo. Las flechas encima de los contigs muestran su orientacion.
Encima de las flechas se indica el elemento repetido al que tiene similitud
cada contig, mostrandose, entre paréntesis, los nucleétidos y la orientacién
de dicho elemento en el contig. Cada elemento repetido con similitud a mas
de un contig aparece en un color diferente, y los fragmentos del elemento se
representan con diferentes letras. Debajo de los contigs se indica el tamafio
de cada uno, y se muestra la localizacién de los cebadores usados para con-
firmar la unién de los andamiajes 14 y 11.



CIERRE DE LOS HUECOS

fue: andamiaje 11 en antisentido (el cual contiene el ORI) y andamiaje 14 en

sentido.

Los 2 huecos entre andamiajes que cerraban pRmeGR4d, y 4 de los 5
huecos que completaban pRmeGR4c correspondian al intrén del grupo II
RmInt2 (contig 10) y, en algunos casos, también a la IS a la que se encuen-
tra asociado (ISRm17, formada por los contigs 37 y 38). Sin embargo, en to-
dos ellos, la disposicion de los contigs fue distinta dependiendo de la orien-
tacion del elemento repetido y el niimero de veces que aparecia repetido
dentro de cada hueco (figura R1.12A). En la unién de uno de los huecos en-
tre andamiajes de pRmeGR4d (unién d1/d3) y de 2 huecos en pRmeGR4c
(uniones c1/c7 y c2/c4) se introdujo una secuencia de 3’6 kb, correspon-
diente a los contigs 10, 37 y 38. La unién de andamiajes representada por
la pareja de cebadores c6/c8 en pRmeGR4c contenia una copia adicional
de ISRm17 parcial (contig 38), por lo que se introdujo una secuencia de 4’5
kb, mientras que en la unién d2/d4 en pRmeGR4d se encontraron 2 copias
de RmInt2 (contig 10) y el hueco se rellené con un fragmento de 5’5 kb. El
hueco entre los andamiajes 4 y 7 de pPRmeGR4c (unién c3/c5) se completo
con la secuencia del contig 10, previamente excluido del andamiaje 4 por ser
considerado un contig de elemento repetido (figura R1.12A).

El resultado de la hibridacion de DNA genémico de GR4 con sondas es-
pecificas para RmInt2 e ISRm17, previa digestion con las enzimas de restric-
cién BamHI, EcoRI y Sall, corrobor6 la disposicion de los contigs 10, 37 y 38
en los huecos entre andamiajes propuesta para pPRmeGR4c y pRmeGR4d
(figura R1.12C). Los tamafios de banda esperados para cada una de las di-
gestiones e hibridaciones aparecen en la figura R1.12D. La unién constitui-
da por la pareja de cebadores c3/c5, en pRmeGR4c, presenté una banda
correspondiente al contig 10 (sonda RmInt2-3") que no apareci6 tras la hi-
bridacién con la sonda ISRm17. La banda correspondiente al contig 10 en
la unién d2/d4, en pRmeGR4d, present6 una intensidad doble respecto a
las bandas de tamafio similar, que no se observé al hibridar con la sonda
ISRm17. Lo mismo ocurrié con la banda correspondiente a la unién c6/c8,
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c2/c4 6.469 4.876 3.862 6.469 4.876 3.862
c3/c5 14.480 16.709 5.083 - - -
c6/c8 9.064 18.786 9.766 9.064 18.786 9.766
cl/c7 5.688 13.724 5.754 5.688 13.724 5.754
d1/d3 21.257 6.929 4.284 21.257 6.929 4.284
d2/d4 14.401 11.283 10.382 14.401 11.283 10.382

Figura R1.12: Localizacién del intrén del grupo II RmInt2 y de ISRm17 en el geno-
ma de GR4. (A) Esquema con el orden y orientacién de los contigs 10,
37 y 38 en los huecos entre andamiajes correspondientes a la unién de
la pareja de cebadores indicada en cada caso, representadas en las figu-
ras R1.10 (pRmeGR4c) y R1.11 (pRmeGR4d). Los contigs de secuencia
Unica se destacan en rojo. Las flechas encima de los contigs muestran
su orientacién. Encima de las flechas se indica el elemento repetido
al que tiene similitud cada contig (diferenciados por colores), mostran-
dose, entre paréntesis, los nucleétidos y la orientacién de dicho ele-
mento en el contig. (B) Localizacién de la zona donde hibrida cada una
de las sondas en estos elementos repetidos. (C) Hibridacién del geno-
ma de GR4 con sondas especificas para RmInt2 (contig 10) e ISRm17
(contigs 37 y 38). Con un punto se sefiala la unién c3/c5 (carente de
ISRm17) en la hibridacién con la sonda RmInt2-3’. (D) Tamafios de
banda esperados segtin la localizacién de estos elementos repetidos
en los pldsmidos pRmeGR4c y pRmeGR4d.
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en pRmeGR4c, cuya intensidad tras la hibridacion con la sonda ISRm17 fue
el doble que al hibridar con la sonda RmInt2-3’.

R1.3 CARACTERISTICAS DEL GENOMA DE S. meliloti GR4

La informacioén extraida del genoma de GR4 tras su anotacion automatica
(ver Material y Métodos, apartado M.12.4.2) y curacién manual (ver Mate-
rial y Métodos, apartado M.12.4.3) se detalla en la tabla R1.3. El tamafio y
porcentaje G+C del cromosoma y los plasmidos pRmeGR4a, pRmeGR4b,
pRmeGR4c y pRmeGR4d son 3.618.794 pb (62’8 %), 175.986 pb (6070 %),
225.725 pb (586 %), 1.417.856 pb (6074 %) y 1.701.197 pb (62’4 %) respecti-
vamente. De esas 7.139.558 pb, 6.157.924 pb componen la regién codificante
del genoma de GR4 (un 863 %), la cual estd constituida por 6.707 genes
de los 6.837 genes totales que presenta dicha cepa. La longitud media de
los genes codificantes dentro del genoma de GR4 es 896 pb. Esta longitud
varia entre replicones, siendo pRmeGR4b y pRmeGR4d los que, como me-
dia, contienen genes de menor y mayor tamafio respectivamente (655 pb y
963 pb). Un 70’3 % del total de genes se encuentran asociados a una o varias
de las categorias funcionales establecidas por los conjuntos de grupos ort6-
logos (COG, Clusters of Orthologous Groups; Tatusov et al, 2000) de proteinas,
y un 74’7 % estan relacionados con familias de protefnas presentes en la
base de datos Pfam (Finn et al, 2006).

El servidor IMG ER dispone de una herramienta para generar un mapa
circular del replicén anotado en cada caso, representando asi graficamente
parte de la informacién detallada en la tabla R1.3. En la figura R1.13 aparece
el mapa generado para los cinco replicones que constituyen el genoma de
GR4. En ella se muestran los genes de RNA encontrados, diferenciando en-
tre tRNAs, rRNAs y otros RNAs. Al igual que para las otras cepas ya se-
cuenciadas, los tres operones ribosomales que contiene GR4 se localizan
en el cromosoma, donde también encontramos la mayoria de los tRNAs
(53 genes) que presenta esta cepa. Los otros dos tRNAs estan situados uno
en el plasmido pRmeGR4c y otro en pRmeGR4d. La distribucién de los
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genes miscRNA encontrados en este rizobio son: 23 en el cromosoma, 1 en
pRmeGR4a, 8 en pRmeGR4b, 21 en pRmeGR4c y 13 en pPRmeGR4d. En la
tigura R1.13 se observan, ademads, los genes presentes en ambas cadenas,
sentido y antisentido, segtin el cédigo de color usado para diferenciar las
categorias funcionales de los COGs, cuya distribucion se recoge en la tabla
R1.4. E1 30 % del total de genes no tiene una funcién COG asignada, y casi
un 20 % de los genes asociados a COGs se relaciona con funciones gene-
rales (10"21 %) o desconocidas (9711 %). Del resto de categorias funcionales,

la méas representada es replicacién, recombinacién y reparacién (11'60 %),

Tabla R1.3: Informacién sobre el genoma de S. meliloti GR4

Caracteristica Cromosoma pRmeGR4a pRmeGR4b pRmeGR4c pRmeGR4d Genoma
Longitud (pb) 3.618.794 175.986 225.725 1.417.856 1.701.197 7.139.558
Contenido G+C (%) 62’8 600 586 604 62’4 620
Region codificante (%) 86’8 856 789 840 879 86’3
Numero total de genes 3.413 185 264 1.427 1.548 6.837
Genes de RNA 85 1 8 22 14 130
Genes codificantes 3.328 184 256 1.405 1.534 6.707
Longitud media de 919 817 655 825 963 896
genes codificantes (pb)

Pseudogenes 9 0 9 20 6 44
Genes con funcién predicha (%) 84’50 59’46 59’85 72’33 81’99 71’63
Genes relacionados 26'24 919 365 1387 1871 143
con enzimas (%)

Genes relacionados 15'29 1189 73 16'01 2257 146
con transporte (%)

Genes asignados a 309 135 8'8 173 244 190
rutas KEGG (%)

Genes asignados a KO (%) 54’4 26’5 204 364 463 36’8
Genes asignados a 25'8 87 37 1377 186 1411
rutas MetaCyc (%)

Genes asignados a COGs (%) 84’3 56’8 569 720 817 70’3
Genes asignados a KOGs (%) 36’3 16’8 12°0 253 313 24’3
Genes asignados a Pfam (%) 86’3 63’8 64’2 74’5 84’9 74’7
Genes asignados a TIGRfam (%) 30’5 13°0 80 150 197 172
Genes en grupos paralogos (%) 31’6 130 27'7 39’6 43’3 311
Genes codificantes de 204 308 102 211 1 209
péptidos senal (%)

Genes codificantes de P 297 95 230 233 176

proteinas transmembrana (%)
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Figura R1.13: Mapa génico de los cinco replicones del genoma de GR4 generados con el
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servidor IMG ER. Diagrama del cromosoma y los plasmidos de S. meliloti
GR4 no representados a escala. Los dos circulos méas externos muestran los
genes presentes en la cadena sentido (el externo) y antisentido (el interno),
representados segtin el color del c6digo COG mostrado en la figura R1.14B.
El anillo central muestra los genes de RNA: en verde los tRNAs, en rojo los
rRNAs y en negro otros RNAs. Los circulos interiores indican el contenido
G+C relativo (en negro) y la desviacion GC (verde/morado).
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seguida de transcripcion (971 %), metabolismo y transporte de aminoéci-
dos (9'15 %) y metabolismo y transporte de carbohidratos (7/96 %).

Tabla R1.4: Porcentaje de genes de la cepa S. meliloti GR4 que se encuentra asociado
a cada una de las categorias funcionales establecidas por los COGs.

Cédigo Categorias funcionales de los COGs % genes“
A RNA processing and modification 0'00
B Chromatin structure and dynamics 001
C Energy production and conversion 6’25
D Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 1’30
E Amino acid transport and metabolism 9’15
F Nucleotide transport and metabolism 0’85
G Carbohydrate transport and metabolism 796
H Coenzyme transport and metabolism 304
I Lipid transport and metabolism 2’59
J Translation, ribosomal structure and biogenesis 1’75
K Transcription 971
L Replication, recombination and repair 1160
M Cell wall/membrane/envelope biogenesis 4’48
N Cell motility 1'11
(@) Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 2’52
P Inorganic ion transport and metabolism 503
Q Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 320
R General function prediction only 1021
S Function unknown 9’11
T Signal transduction mechanisms 528
U Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 3’88
A% Defense mechanisms 098
W Extracellular structures 001
Y Nuclear structure 0’00
z Cytoskeleton 0’00
NA Not in COGs 29'66°

@ porcentaje de genes asignados a un COG respecto al total de genes asociados a COGs
® porcentaje de genes no asociados a COGs respecto al total de genes presentes en esta
bacteria
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Sobre los genes que se engloban en una o varias de las categorfas fun-
cionales de los COGs, llevamos a cabo un andlisis mas exhaustivo. La figu-
ra R1.14 muestra la proporcion de genes que se corresponde con cada una
de las categorias funcionales establecidas por los COGs de proteinas en los
cinco replicones de GR4, cuyo porcentaje se recoge en la tabla R1.53. Casi
un cuarto de los genes del cromosoma no tienen funcién conocida (1145 %)
o se incluyen en funciones generales (12"17 %); los genes mds abundantes
después de éstos son los relacionados con metabolismo y transporte de
aminodcidos (11’07 %). La categoria funcional que engloba la traduccion,
estructura ribosomal y biogénesis comprende el 525 % de los genes del cro-
mosoma, no superando el 1’3 % en ninguno de los otros replicones, con-
firmando de esta forma las caracteristicas cromosémicas del replicén de
mayor tamafio. En relacién a los plasmidos cripticos, pPRmeGR4a contiene
un gran porcentaje de genes con funcién desconocida (11'40 %), aunque
se encuentra una proporcién similar de genes asociados con transcripcién
(10753 %), replicacion, recombinacién y reparacion (9°65 %) y funciones gene-
rales (9'65 %); pPRmeGR4b contiene el porcentaje mds elevado de genes in-
volucrados en replicacion, recombinacién y reparacion (35°09 %), y también
presenta un alto ndmero de genes asignados a transcripcién (1053 %) y
metabolismo y transporte de aminodcidos (994 %). El megapldsmido sim-
bidtico pPRmeGR4c presenta gran cantidad de genes relacionados con fun-
ciones generales (13’05 %), transcripcion (1017 %) y conversién y produc-
cién de energia (9’83 %). El otro megaplasmido simbiético, pPRmeGR4d, con-
tiene el mayor ntiimero de genes involucrados en metabolismo y transporte
de carbohidratos (17'85 %). Los genes con funciones generales también se
encuentran en elevada proporcién (1152 %), al igual que los genes asigna-
dos a transcripcion (991 %) y sin funcién conocida (921 %). La categoria
funcional que engloba la biogénesis de la membrana y pared celular pre-
senta mayor porcentaje de genes en este megaplasmido (8’01 %) que en los
otros replicones, donde varia entre el 2’34 % y el 4’6 %.

Sobre el genoma de GR4 también llevamos a cabo un analisis de la dis-
tribucion de la secuencia octomérica GGGCAGGG (un motivo denominado
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pPRmeGR4a pRmeGR4c

Cromosoma % pRmeGR4b % pRmeGR4d
COG Code COG Function Definition
[A] RNA processing and modification
[B] Chromatin structure and dynamics
B C] Energy production and conversion
[ [D] Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
M [E Amino acid transport and metabolism
M [F Nucleotide transport and metabolism
lC)] Carbohydrate transport and metabolism
B H Coenzyme transport and metabolism
B Lipid transport and metabolism
| 8] Translation, ribosomal structure and biogenesis
B K Transcription
[L] Replication, recombination and repair
B M Cell wall/membrane/envelope biogenesis
[N] Cell motility
7 [0] Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
G Inorganic ion transport and metabolism
[Q] Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
B R] General function prediction only
B [S] Function unknown
Hm Signal transduction mechanisms
)] Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
V] Defense mechanisms
0w Extracellular structures
mm Nuclear structure
2] Cytoskeleton
B INA] Not Assigned

Figura R1.14: Distribucién de los genes codificantes que se incluyen en las distintas
categorias funcionales de los COGs en los cinco replicones de S. meliloti
GR4. Se muestran los diagramas con la proporcién de genes que codifican
proteinas con COGs presentes en cada replicon de GR4 y el cédigo de color
utilizado para representar las categorias funcionales de los COGs.
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KOPS, del inglés FtsK Orienting Polar Sequences). Su orientacion presenta un
sesgo hacia la cadena de replicacion lider, y su frecuencia aumenta cerca del
sitio de terminacién de la replicacion (Bigot et al, 2007). Este patrén de dis-
tribucién se aprecia mds claramente en el cromosoma de GR4 que en los
plasmidos (figura R1.15). La region estimada para el origen y término del
cromosoma se encuentra hacia la posicién 3.600.000 y 1.700.000 respectiva-
mente. La acumulacién de copias del motivo KOPS es mayor en el término
del replicén que en su inicio, apareciendo (como promedio de las 50 copias
mas cercanas a cada region) una copia cada 7 kb y 22 kb respectivamente.
El cromosoma presenta 276 copias de este motivo, de las que 253 se encuen-
tran orientadas desde el origen hacia el término de la replicacién. Los plés-
midos cripticos son los que presentan menor nimero de copias del motivo
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Figura R1.15: Distribucién del motivo octomérico GGGCAGGG en el genoma
de S. meliloti GR4. Se muestra la acumulacién del namero de mo-
tivos KOPS en orientacién directa e inversa en todos los replicones
de esta cepa.
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KOPS: pRmeGR4a contiene 15 copias y pRmeGR4b 10 copias. Los plasmi-
dos simbidticos muestran un patrén de distribucién de este motivo similar
al del cromosoma: en pRmeGR4c aparecen 76 copias y en pRmeGR4d 95
copias, encontrandose 62 y 81 de ellas, respectivamente, orientadas desde

el origen hacia el término de la replicacién.

R1.4 GENOMICA ESTRUCTURAL DE LA ESPECIE S. meliloti

A principios del afio 2012 se encontraban disponibles en las bases de
datos el genoma completo de cuatro cepas bacterianas de la especie S. meliloti
(1021, Galibert et al, 2001; SM11, Schneiker-Bekel et al, 2011; y AK83 y BL225C,
Galardini et al, 2011b) y el borrador del genoma de la cepa S. meliloti CCN-
WSX0020 (Li et al, 2012b). Posteriormente, se ha publicado en las bases de
datos el genoma de S. meliloti Rm41 (Weidner et al, 2013) y S. meliloti 2011.
Los estudios de genémica comparada presentados en este trabajo se han
llevado a cabo con las cuatro cepas completamente secuenciadas hasta 2012

y la cepa GR4.

La figura R1.16 muestra el alineamiento del genoma de las cinco cepas
analizadas. En ella se observa que el cromosoma de todas las cepas presen-
tan la misma disposicién de bloques homélogos, salvo el de SM11, donde
se aprecia una inversion (figura R1.16A). Los plasmidos tipo pSymA son los
que presentan mayor diferencia en la distribucién de los bloques homélo-
gos entre cepas (figura R1.16B). Entre estos plasmidos también se observan
diferencias en la orientacién de la secuencia, hecho que se refleja en la dis-
posicién de los bloques por encima o por debajo de la linea que representa
la secuencia del replicén, si estd en sentido o antisentido respectivamente.
Los pldsmidos tipo pSymB, al igual que el cromosoma, conservan la dis-
tribuciéon de bloques homoélogos entre cepas (figura R1.16C). Sin embargo,
los pldsmidos cripticos comparten pocas regiones homoélogas entre cepas
(figura R1.16D y R1.16E), y ademads, esos bloques presentan zonas de bajo
grado de conservacion, (representadas como regiones blancas dentro de los

bloques homologos).
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Alineamiento del genoma de las cepas 1021, GR4, SM11, AK83 y
BL225C. En el alineamiento de los cromosomas (A), pldsmidos tipo
pSymA (B) y plasmidos tipo pSymB (C), se ha tomado como secuen-
cia de referencia 1021, mientras que en el alineamiento de los plas-
midos cripticos (D y E) se ha usado GR4. Las regiones de secuencia
homoéloga que comparten todas las cepas se muestran como bloques
de un mismo color unidos por una linea. Las zonas blancas que hay
en algunos bloques representan secuencias especificas de cada cepa
en esa region. Los bloques que aparecen por encima o debajo de la
linea central de un genoma se encuentran en la misma orientacién o
en orientacién inversa en relacién al genoma de referencia respecti-
vamente.
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Los datos obtenidos con el alineamiento del genoma completo de las cin-
co cepas analizadas permitié inferir el ntimero de genes tinicos presentes
en cada una de ellas asi como el ntimero de genes que forman el pangeno-
ma (11.362 genes) y el genoma comuin (4.778 genes) de la especie S. meliloti
(figura R1.17). SM11 y GR4 son las que contienen un mayor ntimero de
genes unicos, 1.478 y 1.474 respectivamente. La cepa AK83 presenta 851
genes de este tipo, mientras que en 1021 y BL225C el niimero es menor (558
y 565 genes tinicos respectivamente). Dentro del genoma de GR4, el cromo-
soma contiene 3.054 genes pertenecientes al genoma comun de S. meliloti
y 379 genes tnicos; los genes presentes en pRmeGR4a y pRmeGR4b no se
engloban dentro del genoma comun de esta especie, y contienen 133 y 210
genes unicos respectivamente; en pRmeGR4c y pRmeGR4d encontramos
496 y 1.228 genes pertenecientes al genoma comuin de S. meliloti, y 523 y 229

genes Unicos respectivamente.

1()21\

SM11
—
1.478

BL225C
\— ¢ _/

Figura R1.17: Pangenoma de la especie S. meliloti a fecha 12-09-2012. En el dia-
grama de Venn se representa el ntimero de genes compartidos por
las cepas completamente secuenciadas hasta esa fecha (1021, GR4,
SM11, AK83 y BL225C). Se resalta el nimero de genes que forman
parte del genoma comuin de esta especie y el nimero de genes tinicos
presentes en cada una de las cepas (representadas en diferente color).

178



DISCUSION

R1.5 DISCUSION

El avance en las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva ha puesto
al alcance de la comunidad cientifica todo el desarrollo de una serie de
plataformas que, bajo el comin denominador del alto rendimiento en se-
cuenciacion, se diferencian en el modo de preparar la muestra, el proceso
de secuenciacién y el andlisis de los datos (Metzker, 2010). La aplicacién bio-
l6gica de estas plataformas de secuenciacién de segunda generacién, como
por ejemplo son la pirosecuenciacion 454 (Margulies ef al, 2005), ABI SOLiD
(Shendure et al, 2005), e Illumina (Bentley et al, 2008), varia dependiendo
del protocolo usado. Asi, la tecnologia 454 Titanium GS FLX de Roche es
la mas indicada para realizar la secuenciaciéon y ensamblaje de novo de un
genoma bacteriano (Metzker, 2010). Una de las principales ventajas de esta
plataforma es que proporciona lecturas de mayor longitud (400 pb aproxi-
madamente) que la mayoria de métodos de secuenciacién (Lee & Tang,
2012), lo cual mejora el mapeo de regiones repetidas (Metzker, 2010) y pro-
duce ensamblajes significativamente méas continuos en genomas procarioti-
cos (Jiang et al, 2012). No obstante, ya existen plataformas de secuenciacién
de tercera generacion, como por ejemplo Helicos (Harris et al, 2008), PacBio
(Eid et al, 2009) o Ion Torrent (Rothberg et al, 2011), con las que se podran
realizar secuenciaciones de manera muy rdpida y barata cuando, en unos
afos, alcancen su maximo potencial (Schadt et al, 2010).

Enla secuenciacion del aislado de S. meliloti GR4 llevada a cabo, el tamafio
medio de todas las lecturas fue 304 pb (calculado como el total de bases se-
cuenciadas entre el niimero total de lecturas; figura R1.1), incluyendo las lec-
turas obtenidas a partir de pirosecuenciaciéon (Margulies et al, 2005) y paired
end (Ng et al, 2006). Las lecturas pareadas, en el caso de GR4, provinieron de
un paired end de 3 kb (Jarvie & Harkins, 2008), con una longitud media de
los fragmentos generados de 2.685 pb (figura R1.1), que permitié construir
17 andamiajes. La técnica para la construccién de la genoteca paired end ha
ido mejorando, y hoy en dia existe la posibilidad de realizar un paired end
de 8 kb que, respecto al de 3 kb, reduce significativamente el nimero de
andamiajes generados (de 16 a 5 en un estudio de 100 genomas; Jiang et al,
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2012). Ademas, una investigacion sobre el tamafio de los huecos producidos
tras el ensamblaje de 1.542 cromosomas determina que el 99'5 % de los hue-
cos tiene una longitud menor de 8 kb, lo que sugiere que, para la mayoria
de los genomas procariéticos, una carrera de paired end de 8 kb es suficiente
para ordenar casi todos los contigs en un solo andamiaje (cuando el genoma
se compone de un tinico cromosoma) o en varios, dependiendo del nimero

de replicones (Li et al, 2012a).

En la secuenciacion de GR4 se consigui6 un alto grado de cobertura, un
77x, de los cuales un 17x se correspondi6 con las lecturas pareadas. Hay
trabajos que demuestran que un grado de cobertura 10x (con lecturas de
400 pb), junto a una cobertura 10x de un paired end de 8 kb, es suficiente
para producir ensamblajes altamente completos como con una cobertura
20x (Jiang et al, 2012; Li et al, 2012a). Aunque, a mayor grado de cobertura,
menor tasa de error por nucleétido y mayor calidad en el ensamblaje (Li
et al, 2012a). Ademads, gracias al elevado grado de cobertura conseguido en
la secuenciaciéon de GR4 se obtuvieron suficientes lecturas para construir
los contigs y andamiajes correspondientes a los plasmidos cripticos, menos
representados en la célula debido a su pérdida con el paso de las genera-
ciones (Mercado-Blanco & Olivares, 1993).

Una vez construidos los andamiajes, el siguiente paso es la finalizacién
del genoma (conocido como finishing), es decir, la obtencién de su secuencia
completa. A pesar de que éste es un proceso costoso en tiempo y dinero, lo
deseable es que la secuencia de un genoma se encuentre lo mds completa
y con la mayor calidad posible. Los genomas completos presentan venta-
jas frente a los borradores de genoma, como por ejemplo, que con ellos se
pueden realizar andlisis de genémica comparada, o que pueden servir co-
mo genomas de referencia (Mardis et al, 2002). Aunque la secuenciacién de
nuevos genomas dentro de una misma especie esta revelando que quizas el
concepto de genoma de referencia no sea adecuado, puesto que el cromo-
soma de S. meliloti SM11 presenta una inversién de 1’68 Mb respecto al de
1021 flanqueada por dos copias de ISRm22 (Schneiker-Bekel et al, 2011). Por
este motivo, se llevé a cabo un ensamblaje de novo del genoma de GR4, y su
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cierre se abord6 mediante estrategias en las que no se utiliz6 un genoma de

referencia.

Los andamiajes se generan por la unién de los contigs y la adicién de
huecos entre ellos. Los elementos repetidos son la causa por la cual, tras el
ensamblaje, no se produce una secuencia continua del replicén. El denomi-
nado indice del grado de cobertura (FCI) fue la base de la estrategia seguida
para cerrar el genoma de GR4. Este pardmetro permiti6 diferenciar los con-
tigs de elementos repetidos de los contigs de secuencia tinica, y, ademas, esti-
mar el nimero de copias que presenta cada uno de ellos dentro del genoma
de GR4. Entre los contigs de secuencia tinica pudimos identificar los contigs
correspondientes a los plasmidos cripticos por su bajo valor del FCI (tabla
R1.1). Este resultado pone de manifiesto que, en la muestra de DNA total de
GR4 que se utilizé como molde para la secuenciacion, los pldsmidos cripti-
cos pRmeGR4a y pRmeGR4b se encontraban en una proporcién molar res-
pecto al cromosoma del 24 % y 36 % respectivamente. Esto apoya la hipote-
sis de que los plasmidos cripticos se pierden a través de las generaciones
(Mercado-Blanco & Olivares, 1993). El cromosoma inicia la replicacién una
vez por ciclo celular, sin embargo, la replicacién de los plasmidos en cada
ciclo celular esté sujeta al nimero de copias que contenga en ese momento
la célula bacteriana (Venkova-Canova & Chattoraj, 2011). Este proceso de
ajuste del nimero de copias de los pldsmidos puede explicar el hecho de
que el valor del FCI del cromosoma (FCI de 1'10) fuera superior a la media
del FCI de los andamiajes que componen pRmeGR4c y pRmeGR4d (FCI
de 1’00 y 0795 respectivamente; tabla R1.1). Hay que sefialar que el valor
del FCI del contig 110 (1’33) no aument6 demasiado respecto al resto de
contigs pertenecientes al cromosoma (FCI entre 1’02-1"20) por contener las
lecturas de las tres copias del operén ribosomal. Una explicacién puede ser
su tamafio, ya que tiene una longitud de 87.006 pb, pero la zona repetida
ocupa s6lo 6.268 pb (figura R1.2).

La informacion que aportaba el calculo del FCI (figura R1.3A) se vio com-
plementada por la estrategia de las lecturas pareadas disefiada con objeto
de completar el genoma de GR4 (figura R1.3B). En esta estrategia se usaron
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las lecturas obtenidas a partir de la genoteca paired end de 3 kb para deter-
minar el contig de elemento repetido que debia incluirse entre dos contigs
de secuencia tinica. Asi, pudimos cerrar el 83 % de los huecos generados
en el borrador del genoma de GR4 y, ademads, resolver los SNPs presentes
en algunos de los contigs de elementos repetidos (tabla R1.2), determinan-
do la secuencia concreta del elemento repetido en cada hueco especifico
(figura R1.5). Existen varios programas que, para completar los huecos, uti-
lizan genomas de referencia y siguen una estrategia basada en PCRs, como
son Projector2 (van Hijum et al, 2005), OSlay (Richter et al, 2007), ABACAS
(Assefa et al, 2009), CONTIGuator (Galardini et al, 2011a). Sin embargo, la
estrategia planteada en este trabajo permitié resolver el genoma de GR4
mediante los datos de la propia secuenciacién masiva y sin la necesidad
de realizar un alto nimero de PCRs. Unicamente se requiri6 el disefio de
oligonucleétidos para ordenar los andamiajes que componian el plasmido
pRmeGR4c, mientras que en otros casos se llevaron a cabo PCRs sélo para
confirmar la secuencia propuesta. Recientemente se ha desarrollado el pro-
grama GapkFiller, que es capaz de completar autométicamente los huecos
entre contigs de un mismo andamiaje utilizando las lecturas pareadas (Boet-
zer & Pirovano, 2012).

La figura R1.18 muestra todos los huecos que tuvieron que ser cerrados
tras el ensamblaje de novo del genoma de la cepa S. meliloti GR4 para obte-
ner su secuencia completa. En ella se observa que el hueco a partir del
cual se construy6 el plasmido pRmeGR4b es de mayor longitud que los
huecos que dieron lugar al resto de replicones. En concreto, para cerrar
este pldsmido criptico tuvimos que introducir una secuencia de 32’6 kb,
correspondiente a un puzzle de ISs mas un contig de secuencia tinica que
el ensamblador habia incluido en otro andamiaje (figura R1.8B). Dentro de
dicho pldsmido esperdbamos encontrar un elevado porcentaje de elemen-
tos repetidos (Molina-Séanchez, 2008); algunos previamente descritos son:
ISRm3 (Soto et al, 1992a), ISRm4 (Soto et al, 1992b), ISRm2011-2 (Selbitschka
et al, 1995), ISRm6 (Zekri & Toro, 1996), ISRm4-1 e ISRm9 (Zekri et al, 1998),
RmIntl (intrén del grupo II; Martinez-Abarca et al, 1998), ISRm8 (Zekri &
Toro, 1998), e ISRm?7 (Selbitschka et al, 1999), todos ellos presentes en el plas-
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Figura R1.18: Estructura del genoma de la cepa S. meliloti GR4, distribuida en cinco
replicones. Los plasmidos cripticos estan representados en la misma escala
relativa; los plasmidos simbi6ticos y el cromosoma estan representados a
un cuarto y un octavo de esa escala respectivamente. En el circulo exterior

se muestran los huecos que han tenido que ser resueltos: en rojo, los hue-

cos que han permitido la reconstruccién de los replicones, y en azul, los
huecos entre contigs que componen un andamiaje. En este circulo, las lineas

negras se corresponden con las copias del intrén del grupo II RmlIntl pre-

sentes en los huecos entre contigs, excepto la copia pB-1, que se encuentra
en la unién del andamiaje que constituye el plasmido pRmeGR4b. Los cir-
culos interiores indican el contenido G+C relativo (negro) y la desviaciéon

GC (verde/morado).
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mido pRmNT140 (Toro, 1985). El tamafio de los fragmentos que han tenido
que ser incluidos en todos los huecos entre andamiajes, salvo para cerrar
pRmeGR4b, fue inferior a 7 kb, por lo que un paired end de 8 kb (en vez
del paired end de 3 kb realizado) habria generado un andamiaje por cada
replicon (Li et al, 2012a), evitando asi el problema de la estructuraciéon de
los andamiajes dentro de los replicones. Incluso el contig 159 (inicialmente
ensamblado en el andamiaje 16) hubiera sido ensamblado en el andamiaje
6 junto al contig 21, ya que la longitud real que separa estos dos contigs es
7.140 pb (inferior a las 8 kb del paired end).

La hibridacién de DNA genémico de GR4 con sondas especificas para
RmInt2 e ISRm17, junto a la secuenciacién Sanger llevada a cabo con varios
productos de PCR, confirmaron la secuencia propuesta para las uniones
entre andamiajes que contenian los contigs 10, 37 y 38. En la figura R1.12
se observa que la banda correspondiente a la unién entre la pareja de ce-
badores c3/c5, en pPRmeGR4c, no aparece al hibridar con la sonda ISRm17.
Esto se debe a que, en ese hueco entre andamiajes, RmInt2 no se encuentra
asociado a ISRm17 (estudio que ampliaremos en el capitulo 3 de esta Tesis
Doctoral). La sonda ISRm17 hibrida entre las posiciones 754 y 1.012 de la
IS (figura R1.12A), lo cual explica la doble intensidad mostrada por la ban-
da correspondiente a la unién c6/c8, en pPRmeGR4c, puesto que dan sefial
tanto la copia entera de esta IS como el contig 38 adicional al hibridar con
dicha sonda respecto a la hibridacion con la sonda RmlInt2-3". Este ensayo
de hibridacién genémica corroboré la hipétesis de que la unién d2/d4, en
pRmeGR4d, sélo presenta una copia de ISRm17 y que, entre los dos contigs
10, no se encuentra ninguna secuencia adicional a la propuesta que hubiera
incrementado el tamafio de la banda aparecida respecto al tamafio de la
banda esperada (figura R1.11C). Esto se aprecia mejor en el carril corres-
pondiente a la enzima Sall debido a que genera tamafios de banda mads
pequefios que las otras enzimas. La presencia de dos contigs 10 determina
que la banda correspondiente a esa unién d2/d4, al hibridar con la sonda
RmInt2-3’, aparezca con el doble de intensidad que las bandas de tamafios
similares. Esas dos copias de intrén deben estar completas, ya que, ademas
de que el tamafio de la banda del producto amplificado asi lo indica, el anali-
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sis de las lecturas ensambladas sobre el contig 10 con el visualizador Tablet
no muestra lecturas en mitad del contig que pertenezcan a otra secuencia

(como ha ocurrido con otros contigs repetidos interrumpidos).

La figura R1.18 muestra el anélisis de la desviacion GC, calculada co-
mo [(G - C)/(G + )], llevado a cabo con cada uno de los replicones. Este
pardmetro estima el origen de replicacién y su término en el cromosoma
de una bacteria, sin embargo, no es capaz de detectar estas regiones en los
plasmidos (Lobry, 1996; Grigoriev, 1998). El inicio del cromosoma de GR4
se determiné tomando como referencia la secuencia de inicio del cromoso-
ma de la cepa 1021, sobre el que se han realizado analisis de la desviacién
GC (Capela et al, 2001) y se ha identificado experimentalmente un origen de
replicacion (Sibley et al, 2006). El resultado del anélisis de la desviacién GC
llevado a cabo con el cromosoma de GR4 apoya la zona propuesta como
inicio de este replicén, aunque posteriormente se corrigiera adelantando
72 nt para evitar problemas en la anotacion del primer gen (ver Material y
Métodos, apartado M.12.4.3). La zona de inicio de los cuatro pldsmidos de
GR4 se determiné en base a la secuencia inicial de los plasmidos correspon-
dientes presentes en la cepa SM11, los cuales contienen el gen de inicio de la
replicacion repA (Schneiker-Bekel et al, 2011). La posterior anotacion de los
plasmidos de GR4 puso de manifiesto que el operén repABC se encuentra en
el comienzo de todos ellos, al igual que ocurre en la mayoria de plasmidos
dentro de la clase x-proteobacteria (Young et al, 2006).

R1.5.1 Caracteristicas del genoma de S. meliloti GR4 y estudios de
gendémica comparada en la especie S. meliloti

Las caracteristicas del genoma de GR4 tras su anotacién automaética (ver
Material y Métodos, apartado M.12.4.2) y curacién manual (ver Material y
Métodos, apartado M.12.4.3) se detallan en la tabla R1.3. Las cepas pertene-
cientes a la especie S. meliloti que contienen plasmidos cripticos, ademas
de los megaplasmidos simbidticos caracteristicos de esta especie, presentan
un genoma de tamafio superior a 7 Mb. SM11 contiene el genoma de ma-
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yor tamafio de las cepas de S. meliloti secuenciadas hasta la fecha (7.499.157
pb, con dos pldsmidos cripticos; Schneiker-Bekel et al, 2011). El tamafio del
genoma de Rm41 (7.149.690 bp, con un plasmido criptico similar a pRme-
GR4b; Weidner et al, 2013) y AK83 (714 Mb, con dos pldsmidos cripticos;
Galardini et al, 2011b) es similar al de la cepa GR4 (7.139.558 pb). 1021 y
BL225C, sin plasmidos cripticos, presentan los genomas de menor tamarfio,
con 6.691.694 pb y 6’98 Mb respectivamente (Galibert et al, 2001; Galardi-
ni ef al, 2011b). Respecto al contenido G+C, hay que sefialar que, en todas
estas cepas, tanto el cromosoma como el plasmido simbidtico tipo pSymB
presentan un porcentaje G+C superior al 62 %, mientras que dicho porcenta-
je en el plasmido simbidtico tipo pSymA no alcanza el 61 %. Los plasmidos
cripticos encontrados en alguna de ellas presentan un porcentaje G+C in-
terior al 60 %, lo cual sugiere que han ocurrido eventos de transferencia
horizontal desde otras bacterias con un porcentaje G+C menor que éstas,
como por ejemplo desde los pldsmidos pRL7 o pRL8 de R. leguminosarum
(Young et al, 2006). Una relacién similar se observa en la region codificante:
mads del 85’8 % de la secuencia del cromosoma y del pldsmido tipo pSymB
es codificante (siendo superior en el caso del plasmido simbiético), y en el
plasmido tipo pSymA esta regién no supera el 84 %. Hay que destacar que
el plasmido criptico pPRmeGR4b es el que presenta la proporcién mads baja
de region codificante en todos los replicones analizados (78’9 %), quizas por
la presencia de genes fragmentados debido al alto niimero de secuencias de
inserciéon que contiene. El genoma de GR4 presenta 3 operones ribosoma-
les, todos ellos en el cromosoma (figura R1.13), al igual que todas las cepas
del género S. meliloti secuenciadas completamente hasta el momento. No
obstante, el nimero y distribucién de tRNAs en estos rizobios varia entre
cepas, desde 47 en CCNWSX0020 hasta 55 en GR4 y BL225C.

La proporcion de genes asignados a las diferentes categorias funcionales
de los COGs en todo el genoma de GR4 (70’3 %) se vio disminuida respecto
al alto porcentaje encontrado en el cromosoma (84’3 %) y pldsmidos sim-
bidticos (72’0 % en pRmeGR4c y 81'7 % en pRmeGR4d) debido a la presen-
cia de los plasmidos cripticos (tabla R1.3). Esta disminucién en el porcentaje
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de genes asignados a COGs también se observa en otras cepas con plasmi-
dos cripticos (AK83: 71'1 %) frente a cepas donde no estdn presentes este
tipo de plasmidos (1021: 76’3 %, y BL225C: 75’4 %; Galardini et al, 2011b), lo
cual sugiere que en los plasmidos cripticos se estd acumulando un mayor
numero de elementos repetidos (Gil & Latorre, 2012). Ademds, esto también
explicaria la baja proporcién de region codificante presente en pPRmeGR4b
(789 %).

A pesar de que el porcentaje de genes relacionados con familias de pro-
teinas presentes en la base de datos Pfam es mayor en todos los replicones
de GR4 que el porcentaje de genes asociados a COGs (tabla R1.3), anali-
zamos en detalle estos tltimos por contener menor proporcién de genes
con funcién desconocida (9’1 % frente a 14’6 %; tabla R1.4). Dentro del geno-
ma de GR4, la categoria funcional con el mayor porcentaje de genes asig-
nados es replicacion, recombinacién y reparacién (11'6 %; tabla R1.4), cate-
goria relacionada con elementos genéticos méviles (MGEs). Generalmente,
la densidad de estos MGEs en cromosomas bacterianos es inferior al 3 %,
mientras que en los plasmidos estd por encima de ese nimero (Siguier
et al, 2006a). Aunque hay casos excepcionales como el de Wolbachia, con
entre un 5% y un 20 % dependiendo de la cepa (Leclercq et al, 2011). En
pRmeGR4b, la mayoria de genes asociados a COGs se corresponden con
MGEs (351 %; figura R1.14 y tabla R1.S3), un porcentaje superior al en-
contrado en pSmeSM11b (25’9 %). En pPRmeGR4a encontramos un niimero
menor de MGEs (97 %) que en los otros plasmidos cripticos, incluido su
equivalente pSmeSM11a (14°0 %; Stiens et al, 2007). Respecto al resto de
replicones, pPRmeGR4c es el que contiene mayor proporcién de MGEs (55 %),
seguido del cromosoma (4’8 %) y pRmeGR4d (3’0 %). La relacién entre repli-
cones y nimero de MGEs en la cepa 1021 es igual que en GR4, aunque los
porcentajes en GR4 son superiores a los encontrados en 1021 (pSymA: 3’6 %,
cromosoma: 2'2%, y pSymB: 09 %; Stiens et al, 2007). Una posible expli-
cacion es el mayor tamafio del genoma de GR4 frente al de 1021, puesto que,
en procariotas, el tamafio del genoma estd correlacionado positivamente
con el namero de ISs (Touchon & Rocha, 2007). En relacién con la simbiosis
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que crea la cepa GR4 con plantas de alfalfa, hay que destacar que este rizo-
bio presenta un elevado porcentaje de genes involucrados en metabolismo
y transporte de carbohidratos (7°96 %; tabla R1.4; Pini et al, 2011), sobre to-
do el plasmido simbidtico pRmeGR4d (17’85 %,; tabla R1.3), cuyo porcentaje
incluso supera al del plasmido pSymB de 1021 (12 %; Finan et al, 2001).

La evolucién de la estructura genémica y la heterogeneidad que presenta
entre bacterias se debe, en parte, a la transferencia horizontal de material
genético. Estudios de genémica comparada ayudan a entender la historia
evolutiva que han seguido los genomas. Por ello, realizamos una compara-
cién gendmica estructural con las cepas de la especie S. meliloti comple-
tamente secuenciadas disponibles en las bases de datos a principios del
afo 2012. Llevamos a cabo un alineamiento multiple de estos genomas con
el programa progressiveMauve, que permite alinear secuencias muy em-
parentadas que hayan sufrido reorganizaciones genémicas (Darling et al,
2010). El resultado muestra un alto grado de conservacién en la estructura
del cromosoma de las cepas de esta especie (figura R1.16A), al igual que en
los plasmidos tipo pSymB (figura R1.16C). Sin embargo, los plasmidos tipo
pSymA han sufrido un mayor nimero de reorganizaciones genémicas que
ha causado una estructura en mosaico (figura R1.16A; Guo et al, 2007). El es-
tudio de la estructura de los plasmidos cripticos presentes en las cepas GR4,
SM11 y AK83 pone de manifiesto la existencia de pocas regiones homolo-
gas entre ellos. No obstante, un andlisis detallado de estos plasmidos podria
revelar zonas de similitud con los replicones (cromosoma y plasmidos sim-
bidticos) de otras cepas (Stiens et al, 2006, 2007; Kuhn et al, 2008; Galardini
et al, 2011b).

La comparacion llevada a cabo en este trabajo refleja, ademads, los proble-
mas derivados de la anotacién. La definicién del origen y la orientacion de
cada replicon tras la secuenciacion de un genoma es critica para realizar
estudios de genémica comparada. Hemos comentado anteriormente que
la secuencia de los pldsmidos de GR4 comienza con el operén repABC en
sentido, como se ha descrito para la mayoria de plasmidos dentro de la
clase a-proteobacteria (Young et al, 2006). Los pldsmidos pSymA y pSymB,
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pertenecientes a 1021, presentan la misma distribucién de bloques homélo-
gos que los plasmidos pPRmeGR4c y pSmeSM11c, y pPRmeGR4d y pSmeSM11d
respectivamente, pero se encuentran anotados en orientaciéon inversa. El ca-
so del plasmido tipo pSymA en las cepas AK83 y BL225C es mds complejo,
ya que la definicién de la secuencia de comienzo y la orientacién ha sido
diferente respecto al resto de plasmidos. Los pldsmidos tipo pSymB de estas
dos ultimas cepas se han anotado en la misma orientaciéon que pRmeGR4d
y pSmeSM11d, sin embargo, la definicién de la secuencia de inicio difiere
entre ellos y con pRmeGR4d y pSmeSM11d. En cuanto al cromosoma, en
1021 y GR4 éste comienza con un bloque de secuencia homéloga que en
SM11, AK83 y BL225C se encuentra al final. Esta disposicién diferencial
sugiere que la definicién de la secuencia de inicio del cromosoma de esas
ultimas cepas es distinta a la de 1021 y GR4. Un anélisis de la desviacién
GC (Lobry, 1996) realizado con el cromosoma de todas ellas confirmé que
1021 y GR4 presentan un cambio en la desviacién GC al inicio y hacia la mi-
tad del replicén, mientras que estos puntos en SM11, AK83 y BL225C estan
desplazados (figura R1.19).

1021 GR4

Tt N
p e,

N

Figura R1.19: Anélisis de la desviacién GC en el cromosoma de las cepas de S.
meliloti 1021, GR4, SM11, AK83 y BL225C. El circulo externo mues-
tra el contenido G+C relativo (en negro) y el circulo interno indica la
desviacion GC (verde/morado).
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Figura R1.20: Distribucién del motivo octomérico GGGCAGGG en el geno-
ma de varios rizobios. Se muestra la acumulacién del nimero »
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191



CAPITULO 1

Empiricamente, s6lo se ha demostrado el origen de replicacién para unas
pocas bacterias y arqueas. Para identificar el origen y término de replicaciéon
in silico se han descrito herramientas computacionales basadas en varios
tipos de desviaciones y otras evidencias (Sernova & Gelfand, 2008). Con
el fin de corroborar el origen de replicacién propuesto para cada replicén
de GR4 llevamos a cabo un analisis de la distribucién del motivo octaméri-
co KOPS (5-GGGCAGGG-3’; Bigot et al, 2007). El genoma de GR4 mostr6
el patron caracteristico de este motivo (una acumulacién de las copias del
motivo en las regiones cercanas al origen y término de la replicacién; figu-
ra R1.15), al igual que presentan otras bacterias como R. leguminosarum
(Young et al., 2006), Azorhizobium caulinodans (Lee et al, 2008) o E. coli (Big-
ot et al, 2005). En la figura R1.20 se muestra el andlisis de la distribucién
del motivo KOPS realizado en el genoma de las cepas 1021, SM11, AK83 y
BL225C. 1021 presenta el patrén caracteristico de ese motivo, al igual que
GR4, mientras que en SM11, AK83 y BL225C se aprecia una distribucién
andmala hacia el final de la secuencia del cromosoma, coincidiendo con los
resultados obtenidos tras la comparacién genémica (figura R1.16) y tras el
andlisis de la desviacion GC (figura R1.19). Por tanto, para definir el origen
de replicacién del cromosoma y plasmidos de un genoma se deben realizar
diferentes andlisis mediante herramientas computacionales que predicen la
posible posicién del oriC y terC (Sernova & Gelfand, 2008).

Una especie bacteriana puede describirse por su pangenoma, que incluye
un genoma comun (conjunto de genes presente en todos los aislados), un
genoma accesorio (que contiene genes presentes en dos o mas cepas) y
genes Unicos (especificos de una sola cepa; Medini ef al, 2005). Tras la adi-
cién de los genes presentes en GR4 al pangenoma de S. meliloti descrito re-
cientemente (Galardini et al, 2011b), éste se ha incrementado en 2.477 genes.
Por consiguiente, se puede decir que el pangenoma de S. meliloti esta abier-
to, al igual que el de otras especies bacterianas con varios representantes
secuenciados, como es el caso de Streptococcus agalactiae (Medini et al, 2005).
El andlisis de 1021, AK83 y BL225C muestra un genoma comuin compuesto
por 5.124 genes, que se reduce a 5.075 genes al afiadir el genoma de SM11
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(Galardini et al, 2011b), y a 4.778 genes al anadir el genoma de GR4. Los con-
ceptos pangenoma y genoma comun han sido ampliamente aceptados para
evaluar la distribucién de genes en especies bacterianas, sin embargo, seria
necesario secuenciar la totalidad de cepas pertenecientes a una especie para
conocer el valor real de esos pardmetros. Por este motivo, Kislyuk et al (2011)
han desarrollado un nuevo pardmetro (genomic fluidity) que estima la diver-
sidad génica entre genomas de una especie o de un grupo de organismos
estrechamente relacionados. Futuros estudios con ésta y otras herramientas
completardn los estudios de pangenoma y genoma comuin llevados a cabo

en la especie S. meliloti.
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Tabla R1.51: FCI de todos los contigs que forman los andamiajes del genoma de

GR4
Andamiaje Contig Longitud Lecturas FCI
Contig 10 1906 4009 8.64
Contig 11~ 13819 3692 1.10
Contig 12 42999 10366 0.99
Andamiaje4 Contig13 1685 273 0.67
(FCI=1.07) Contig 14 26951 6728 1.03
Contig 15 2619 662 1.04
Contig 16 ~ 18421 4518 1.01
Contig 17 92591 21898 0.97
Contig 21 31484 2822 0.37
Contig22 6003 698 0.48
Contig 23 17243 1450 0.35
Contig 24 15860 1321 0.34
Contig 25 3896 401 0.42
Andamiaje6  Contig26 11219 947 0.35
(FCI=0.36) Contig 27 1405 147 0.43
Contig 28 15891 1263 0.33
Contig29 13422 1222 0.37
Contig 30 26423 2192 0.34
Contig 31 10553 909 0.35
Contig 32 13404 1076 0.33

Contintia en la pagina siguiente
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Tabla R1.51 — Continuacién de la pagina anterior

Andamiaje Contig Longitud Lecturas FCI
Andamiaje6  Contig33 3766 346 0.38
(FCI=0.36) Contig 34 8650 743 0.35
Contig 39 40708 10476 1.06
Contig 40 6544 1804 1.13
Contig 41 4414 1197 1.11
Andamiaje7  Contig 42 3265 822 1.03
(FCI=1.04) Contig 43 1509 439 1.19
Contig 44 44212 10935 1.02
Contig 45 35702 8797 1.01
Contig 46 2132 601 1.16
Contig 47 7726 2237 1.19
Contig 48 39732 10584 1.09
Contig49 69594 18401 1.09
Contig 50 91580 23484 1.05
Andamiaje 8
Contig 51 76655 19736 1.06
(FCI=1.08)
Contig 52 39210 10194 1.07
Contig 53 39536 11213 1.16
Contig 54 17845 4753 1.09
Contig 55 47339 12121 1.05
Contig 60 43736 2380 0.22
Contig 61 3420 223 0.27
Andamiaje 9
Contig 62 63683 3694 0.24
(FCI=0.24)
Contig 63 47227 2776 0.24
Contig 64 11350 653 0.24

Contintia en la pagina siguiente
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INFORMACION SUPLEMENTARIA

Andamiaje Contig Longitud Lecturas FCI
Contig 75 215977 58676 1.12
Contig 76 106815 29834 1.15
Contig 77 42604 14033 1.35
Contig78 66987 18219 1.12
Contig 79 21805 5666 1.07
Contig 80 74581 19869 1.09
Contig 81 32266 8199 1.04
Contig 82 29896 8199 1.13
Contig 83 26005 6888 1.09
Contig 84 69262 18826 1.12
Contig 85 87088 22969 1.08
Andamiaje 10 Contig86 16229 4522 1.14
(FCI=1.11) Contig 87 29504 7885 1.10
Contig 88 21375 5780 1.11
Contig 89 36102 9652 1.10
Contig 90 125116 33135 1.09
Contig91 110012 29788 1.11
Contig 92 107628 29426 1.12
Contig 93 62160 16803 1.11
Contig94 64974 17633 1.11
Contig 95 20512 6010 1.20
Contig 96 19148 5540 1.19
Contig 97 155049 41629 1.10
Contig 98 138865 37243 1.10

Contintda en la pagina siguiente
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Tabla R1.51 — Continuacién de la pagina anterior

Andamiaje Contig Longitud Lecturas FCI

Contig 99 85410 23088 1.11
Contig 100 182959 48381 1.09

Contig 101 20410 5201 1.05
Contig 102 11446 3101 1.11
Contig 103 144659 39232 1.11
Andamiaje 10 Contig 104 14490 3875 1.10
(FCI=1.11) Contig 105 210460 55407 1.08
Contig 106 37258 9232 1.02

Contig 107 119618 31133 1.07
Contig 108 85897 21719 1.04
Contig 109 39506 10265 1.07
Contig 110 87006 28159 1.33

Contig 113 138620 32187 0.95
Contig 114 172945 40294 0.96
Contig 115 86039 18922 0.90
Contig 116 155793 33982 0.90
Contig 117 102068 22329 0.90

Andamiaje 11
(FCI=0.93)

Andamiaje 12 Contig 120 344444 80512 0.96

Contig 135 305775 68847 0.92

Contig 136 57276 12344 0.88
Andamiaje 14 Contig 137 1683 398 0.97
(FCI=0.96) Contig 138 2234 503 0.92
Contig 139 67754 18844 1.14
Contig 140 50996 12317 0.99

Contintia en la pagina siguiente
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Tabla R1.51 — Continuacién de la pagina anterior

Andamiaje Contig Longitud Lecturas FCI

Andamiaje 14 Contig 141 7090 2381 1.38
(FCI=0.96) Contig 142 529788 123587  0.96

Contig 148 7706 1920 1.02
Andamiaje 15
Contig 149 20847 4978 0.98
(FCI=0.98)
Contig 150 10653 2477 0.95
Contig 159 14618 1216 0.34
Contig 160 1567 598 1.57
Contig 161 21236 5186 1.00
Contig 162 36909 8223 0.91
Contig 163 70105 16361 0.96
Contig 164 24885 5599 0.92
Andamiaje 16 Contig 165 79202 17600 0.91
(FCI=0.96) Contig 166 46303 10821 0.96
Contig 167 6408 1731 1.11
Contig 168 47785 12037 1.03
Contig 169 35665 8624 0.99
Contig 170 169357 40353 0.98
Contig 171 72925 17358 0.98
Contig 172 25580 6144 0.99
Contig 184 153907 40747 1.09
Contig 185 52588 14383 1.12
Andamiaje 17
Contig 186 148582 39360 1.09
(FCI=1.10)
Contig 187 8415 2223 1.08
Contig 188 39081 10816 1.14
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TotalNumberOfReads | the number of reads used in the assembly computation
Read TotalNumberOfBases | the number of read's bases used in the assembly computation
ea
Assembled the number of reads fully assembled into the contigs
Partial the number of reads partially assembled into the contigs
Singleton the number of reads that did not overlap with other reads
Repeat the number of reads deemed to be from repeat regions
Contigs the number of large contigs identified
Bases the total number of bases in the large contigs
AvgContigSize the average contig size
the N50 contig size
N50ContigSize - An N50 contig size means that half of all bases reside in contigs of this
size or longer
LargestContigSize the size of the largest contig
the number of bases called that have a quality score of 40 or above
Large
Contig - Quality score (Phred-equivalent) = -10Log10(A) where A is Probability of
Error
Quality of Phred Probability of incorrect base Base call
Score call accuracy
Q40PlusBases 10 1in 10 90%
20 1 in 100 99%
30 1 in 1000 99.9%
40 1 in 10000 99.99%
50 1 in 100000 99.999%
%Q40 the percentage of bases called that have a quality score of 40 or above
Contigs the number of contigs identified
All Contig
Bases the total number of bases in the contigs

Figura R1.51: Descripcién de la informacién sobre pirosecuenciacién y ensamblaje de
GR4 llevados a cabo. Se muestra el significado de los términos de algunos
datos proporcionados tras la secuenciacién (recogidos en la figura R1.1).
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Tabla R1.52: FCI de todos los contigs repetidos que forman el genoma de GR4.
Los contigs superiores a 2 kb fueron tratados por el ensamblador
como un andamiaje (indicado entre paréntesis)

Contig Longitud Lecturas FCI
Contig 1 (A1) 2528 1071 1.74
Contig 2 (A2) 2696 2319 3.53
Contig 3 499 273 2.25
Contig 4 467 305 2.68
Contig 5 784 105 0.55
Contig 6 (A3) 2488 1560 2.57
Contig 7 1355 404 1.22
Contig 8 1154 144 0.51
Contig 9 1112 125 0.46
Contig 10 1906 4009 8.64
Contig 18 1212 96 0.33
Contig 19 951 380 1.64
Contig 20 (A5) 2125 196 0.38
Contig 35 867 180 0.85
Contig 36 492 402 3.36
Contig 37 715 1074 6.17
Contig 38 914 1577 7.09
Contig 56 561 87 0.64
Contig 57 375 210 2.30
Contig 58 540 309 2.35
Contig 59 903 160 0.73
Contig 65 134 91 2.79

Continta en la pagina siguiente
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Tabla R1.S2 — Continuacién de la pagina anterior

Contig Longitud Lecturas FCI
Contig 68 475 2 0.02
Contig 69 474 5 0.04
Contig 71 507 297 241
Contig 72 123 2 0.07
Contig 74 507 2405 19.48
Contig 111 1341 2475 7.58
Contig 112 1197 3864 13.26
Contig 118 1175 818 2.86
Contig 119 540 1035 7.87
Contig 121 518 4 0.03
Contig 123 755 305 1.66
Contig 124 1269 482 1.56
Contig 125 1779 1077 2.49
Contig 127 (A13) 2120 2584 5.01
Contig 129 119 2 0.07
Contig 131 108 1 0.04
Contig 132 280 3 0.04
Contig 133 1426 542 1.56
Contig 143 414 96 0.95
Contig 146 112 17 0.62
Contig 147 649 48 0.30
Contig 151 166 9 0.22
Contig 152 101 26 1.06
Contig 153 818 541 2.72

Continta en la pagina siguiente
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Tabla R1.S2 — Continuacién de la pagina anterior

Contig Longitud Lecturas FCI
Contig 154 1882 5357 11.69
Contig 155 153 27 0.72
Contig 156 1314 2528 7.90
Contig 157 551 2356 17.56
Contig 158 1126 173 0.63
Contig 160 1567 598 1.57
Contig 173 498 177 1.46
Contig 176 584 291 2.05
Contig 177 855 564 2.71
Contig 183 1212 739 2.50
Contig 189 1522 1004 271
Contig 190 112 84 3.08
Contig 193 923 562 2.50
Contig 196 121 15 0.51
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Tabla R1.53: Porcentaje de genes de cada replicon de la cepa S. meliloti GR4 que
se relaciona con cada una de las categorias funcionales de los COGs
respecto al total de genes asociados con los COGs. Cr: cromoso-
ma; GR4a: pRmeGR4a; GR4b: pRmeGR4b; GR4c: pRmeGR4c; GR4d:
pRmeGR4d.

Cédigo Categorias funcionalesde Cr  GR4a GR4b GR4c GR4d

los COGs

A RNA processing and mod- 000 000 000 000 0700
ification

B Chromatin structure and 003 000 0700 000 000
dynamics

C Energy production and 547 7’89 292 983 513
conversion

D Cell cycle control, cell di- 079 351 117 034 070
vision, chromosome parti-
tioning

E Amino acid transport and 1107 6’14 994 890 970
metabolism

F Nucleotide transport and 255 000 000 034 1’34
metabolism

G Carbohydrate  transport 758 4’39 175 8722 17’85
and metabolism

H Coenzyme transport and 403 175 409 246 288
metabolism

I Lipid  transport and 365 175 058 331 365
metabolism

] Translation, ribosomal 525 (0’88 058 076 126
structure and biogenesis

K Transcription 7’39 10’53 10’53 1017 991

Continta en la pagina siguiente
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Tabla R1.S3 — Continuacién de la pagina anterior

Cédigo Categorias funcionalesde Cr  GR4a GR4b GR4c GR4d
los COGs

L Replication,  recombina- 478 9’65 3509 551 295
tion and repair

M Cell wall/membrane/en- 4’53 4’39 2’34 3’14 801
velope biogenesis

N Cell motility 167 000 234 119 035

@) Posttranslational modifi- 396 1’75 292 254 1’41
cation, protein turnover,
chaperones

P Inorganic ion transport 4’40 6’14 351 585 527
and metabolism

Q Secondary metabolites 2’36 3’51 409 3’31 2’74
biosynthesis,  transport
and catabolism

R General function predic- 1217 965 4’68 13’05 11’52
tion only

S Function unknown 11’45 11'40 4’68 881 921
Signal transduction mech- 371 7'02 351 771 4’43
anisms

8) Intracellular  trafficking, 204 877 526 305 028
secretion, and vesicular
transport

\Y Defense mechanisms 107 088 000 153 141

W Extracellular structures 0’03 0’00 000 000 000

Y Nuclear structure 0’00 000 000 0’00 000

V4 Cytoskeleton 0’00 000 000 000 0700

205






CAPITULO 2

207






INTRONES DEL GRUPO II TIPO RmIntl.

ANALISIS IN SILICO Y ESTUDIOS
FUNCIONALES

Los intrones del grupo II se descubrieron a finales de los afios 80 en geno-
mas de organelas (mitocondrias y cloroplastos) pertenecientes a eucario-
tas inferiores y plantas superiores, donde interrumpen genes conservados
(Michel et al, 1989). A principios de los afios 90, Ferat y colaboradores identi-
ficaron por primera vez intrones del grupo Il en proteobacterias y cianobac-
terias (Ferat & Michel, 1993; Ferat ef al, 1994), siendo RmInt1 el primer in-
tron del grupo II descubierto en la familia Rhizobiaceae (Martinez-Abarca
et al, 1998). Los avances en la tecnologia de secuenciacién masiva han per-
mitido incrementar el nimero de genomas bacterianos secuenciados, lo que
conlleva un aumento en el conocimiento de los elementos que componen
los genomas, ya sean codificantes o no. Asi se ha podido conocer mas acer-
ca de la distribucién de los intrones del grupo II, encontrdndose al menos
un elemento de este tipo en aproximadamente uno de cada cuatro genomas
bacterianos (Candales et al, 2011).

R2.1 INTRONES ENCONTRADOS EN LA CEPA S. meliloti GR4

Tras la secuenciacién del genoma de GR4 realizamos una btisqueda de
los genes anotados como reverso transcriptasas (RTs) en esta cepa, y encon-
tramos RTs repetidas en el genoma y RTs de copia tinica (tabla R2.1). Como
ya comentamos en el capitulo 1, GR4 contiene 10 copias del intrén RmlInt1
y 7 copias de RmInt2, sefialados como R1 y R2 respectivamente en la tabla
R2.1. Entre las RTs de copia tinica descubrimos dos en el cromosoma: una
se corresponde con el gen C770_GR4Chr2376, tiene una longitud de 505 aa
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y también se encuentra en el genoma de otras cepas del género Sinorhizo-

bium secuenciadas; y la otra se corresponde con el gen C770_GR4Chr2383,

presenta una longitud de 569 aa y no muestra relacién con los intrones del

grupo II. En el plasmido pRmeGR4b encontramos dos RTs de copia tnica:

una se corresponde con el gen C770_GR4pB012, tiene una longitud de 577

Tabla R2.1: RTs anotadas en S. meliloti GR4. Se indican los genes correspondientes
a los intrones RmIntl (R1) y RmInt2 (R2), y el porcentaje de identidad a
nivel de aminodcido que muestran las RTs con respecto a la de RmInt1.
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Replicén Nombre Longitud % ID con Clase
del gen RT RmlIntl intrén
C770_GR4Chr1748 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4Chr1869 (R1) 419 aa 100 D

Cromosoma C770_GR4Chr2376 505 aa 28 Gl
C770_GR4Chr2383 569 aa - -
C770_GR4Chr3316 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4Chr3415 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4pB012 577 aa 18 -

pRmeGR4b  C770_GR4pB077 pseudogen - E
C770_GR4pB199 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4pC0123 (R2) 419 aa 73 D
C770_GR4pC0539 (R1) 419 aa 73 D
C770_GR4pC0643 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4pC0770 (R1) 419 aa 100 D

pRmeGR4c  C770_GR4pC0899 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4pC1032 (R2) 419 aa 73 D
C770_GR4pC1103 (R1) 419 aa 100 D
C770_GR4pC1183 (R2) 419 aa 73 D
C770_GR4pC1231 (R2) 419 aa 73 D
C770_GR4pD0592 (R2) 419 aa 73 D

pRmeGR4d C770_GR4pD0745 453 aa 27 C
C770_GR4pD1533 (R2) 419 aa 73 D
C770_GR4pD1537 (R2) 419 aa 73 D




DISTRIBUCION DE INTRONES TIPO RmInt1

aa y s6lo se encuentran secuencias similares fuera de la familia Rhizobia-
ceae; y la otra, anotada como C770_GR4pB077, es un pseudogen. La tiltima
RT de copia tinica encontrada estd en el plasmido pRmeGR4d, y se corres-
ponde con el gen C770_GR4pD0745; contiene 453 aa, y también aparece
distribuida entre otras cepas del género Sinorhizobium secuenciadas.

R2.2 DISTRIBUCION DE LOS INTRONES DEL GRUPO II
RELACIONADOS CON Rmlint1

Con el fin de conocer los organismos que contienen elementos similares
a RmlIntl se llevé a cabo una buisqueda en las bases de datos con la secuen-
cia de 1.884 pb de este intréon (ver Material y Métodos, apartado M.12.1).
El resultado de esta biisqueda pone de manifiesto que RmlIntl se encuen-
tra presente en diversas cepas, y que los genomas contienen copias de este
elemento tanto completas como parciales (tabla R2.2). Se observa que en
la mayoria de las cepas que han sido secuenciadas RmlInt1 esta presente en
mas de un replicén y, a su vez, en mds de una localizacién dentro de un mis-
mo replicén. Las copias completas tienen un porcentaje de identidad con
RmiIntl que varia entre el 100 % del intrén encontrado en S. meliloti Rm41 y
el 88 % presentado por el intrén de la cepa S. medicae WSM419, al cual nos
referiremos como SmedIntl. De las copias de intrén truncadas se observan
fragmentos de muy distinta longitud e identidad, aunque llama la atencién
que 7 copias parciales presentan la misma longitud (desde el nucleétido 2
al 650) e identidades similares (entre el 87-93 %) en varias cepas.

Las copias de intrén completas se usaron para la construccion de arboles
filogenéticos tanto a partir de la secuencia nucleotidica de la ribozima de
éstos como de la secuencia de aminodcidos de la proteina que codifican.
Junto a ellas se incluy6 la secuencia de dos intrones presentes en la cepa
S. medicae RMOOQ9, obtenidos a partir de un ensayo de movilidad que se
detalla en el apartado R2.3.2: uno similar a RmIntl (RMO09-R1) y otro a
SmedIntl (RMOQ9-51). Por tanto, el OTU nombrado como RMOQ9 en los
arboles no representa al intrén incompleto de dicha cepa que aparece en la
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Tabla R2.2: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia del intrén del grupo
II RmIntl a fecha 22-01-13. En las cepas de S. meliloti se indica la equi-

valencia de los pldsmidos a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana gendémica cobertura identidad intrén secuencia
S. meliloti Rm41 pSYMB (B) 100 100 1 1-1.884
S. meliloti GR4 Cromosoma 100 100 4 1-1.884
S. meliloti GR4 pRmeGR4b 100 99 1 1-1.884
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 100 99 5 1-1.884
S. meliloti 1021 pSymA 100 99 1 1-1.884
S. meliloti 1021 pSymB 100 99 2 1-1.884
S. meliloti 102F51 pSymB-B152 (B) 100 99 1 1-1.884
S. meliloti SM11 Cromosoma 100 99 2 1-1.884
S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 100 99 3 1-1.884
S. meliloti SM11 pSmeSM11d (B) 100 99 1 1-1.884
S. meliloti BL225C Cromosoma 100 99 2 1-1.884
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 100 99 1 1-1.884
S. meliloti BL225C PSINMEBO2 (B) 100 99 2 1-1.884
S. fredii NGR234 pNGR234b 100 98 1 1-1.884*
E. adhaerens 5D19 ND 100 93 - 1-1.884
S. terangae ORS22 ND 100 89 - 1-1.884
S. medicae WSM419  Cromosoma 100 88 1 1-1.884
S. medicae WSM419 ~ pSMEDO1 100 88 1 1-1.884
S. medicae WSM419  pSMED02 100 88 2 1-1.884
S. medicae RMO09 ND 91 99 - 134-1.850
S. medicae RMO09 ND 91 99 - 134-1.849
S. terangae ORS1009 ND 86 86 - 186-1.809
S. meliloti AK83 PpSINMEO(1 81 98 1 1-1.518
R. tropici CIAT899 pRtrCIAT899b 76 91 1 1-1.428
R. etli 8C-3 REB02 64 82 1 1-1.208
R. etli CFN42 p42d 64 75 1 1-1.208
R. etli CIAT652 pB 64 75 1 1-1.208
A. aromaticum EbN1 Cromosoma 57 75 2 1-1.082
A. aromaticum EbN1 Cromosoma 51 73 1 298-1.255
R. etli CFN42 p42a 45 91 1 1-856

R. etli CE3 ND 45 91 - 1-856

E. adhaerens R-6387  ND 38 94 - 1-714

R. etli Viking1 ND 38 94 - 1-714

S. medicae RMO02 ND 34 93 - 2-650

S. meliloti AK83 Cromosoma 3 (A) 34 90 2 2-650

S. meliloti C017 pHRCO017 34 90 1 2-650

S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 34 89 1 2-650

S. meliloti GR4 pRmeGR4b 34 88 1 2-650

S. medicae WSM419  pSMED02 34 87 1 2-650

*

intrén originalmente interrumpido en el nucleétido 484 y reconstituido para
formar la copia de intrén completa
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tabla R2.2. En la construccion de esta filogenia también se incluy6 la secuen-
cia de 1.887 pb del nuevo intrén descubierto en GR4, RmInt2 (GR4-R2), que
es un 74 % idéntico a RmIntl. Hay que sefialar que, aunque haya cepas que
contienen més de una copia de intrén tipo RmlInt1, todas las copias de una
misma cepa son idénticas entre si, y por tanto, se usé sélo una de ellas para
generar los arboles filogenéticos. Este es el caso de las copias encontradas
en BL225C, SM11 y WSM419; sin embargo, 1021 contiene tres copias de in-
tron un 99 % idénticas entre si, y hemos seleccionado la copia que comparte
mas nucleétidos con la secuencia consenso obtenida a partir de esas tres
copias (la insertada en ISRm2011-2 en pSymB). En la tabla R2.51 se indica
la localizacion de la copia de intrén de cada una de las cepas utilizada en la
construccion de estos arboles.

Los intrones del grupo II més emparentados con RmIntl presentan rela-
ciones filogenéticas similares al analizar las secuencias de nucleétidos de
la ribozima del intrén (figura R2.1A) y las secuencias de aminodcidos de
la proteina codificada por ellos (figura R2.1B). La topologia de los arboles
se ve soportada por elevados valores de bootstrap (calculados por el méto-
do de ML) y de probabilidad posterior (calculado por el método de BI; ver
Material y Métodos, apartado M.13). En la rama més basal encontramos a
RmInt2, mientras que el resto de intrones se clasifican en dos clados bien
diferenciados: uno compuesto por los intrones tipo RmlInt1 propiamente di-
chos, donde encontramos el intrén originalmente descrito en la cepa GR4
(GR4-R1), y otro formado por los intrones que presentan un porcentaje de
identidad inferior al 90 % con RmiIntl. En este dltimo clado aparece el in-
tréon encontrado en S. medicae WSM419, SmedIntl, el cual tomaremos como
representativo de este grupo para estudios posteriores. A pesar de la dife-
rente posiciéon que ocupa el intrén encontrado en las cepas ORS22, NGR234
y 5D19, un analisis mediante el test CADM global (ver Material y Métodos,
apartado M.13) puso de manifiesto que ambos drboles son congruentes, con
una fuerte significacion (W=95 % y p=0'0001).
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Figura R2.1: Relacién filogenética de los intrones del grupo II tipo RmlIntl.
Se muestran los arboles obtenidos mediante el método de méxima
verosimilitud. El soporte de las ramas indica los valores superiores a
75 de bootstrap (ML), en negrita, y de probabilidad posterior (BI), entre
paréntesis. (A) Arbol generado a partir de la secuencia de nucleétidos
de la ribozima de los intrones presentes en distintas cepas del grupo
Sinorhizobium/Ensifer, mostradas en la tabla R2.2. (B) Arbol construi-
do con la secuencia de aminoacidos de la proteina que codifican estos
intrones. Como outgroup para enraizar los arboles se ha utilizado el
intrén del grupo II IntB de la y-proteobacteria E. coli. Ver Material y
Métodos, apartado M.13, y tabla R2.51 para mds informacién sobre las
secuencias utilizadas.
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R2.2.1 Distribucién de los nuevos intrones tipo RmInt1

Tras analizar la relacion filogenética que muestran los intrones tipo RmInt1,
observamos la aparicion de dos nuevos clados fuera del grupo de RmIntl
propiamente dicho. Los intrones representativos de esos clados (RmInt2 y
SmedIntl) han sido caracterizados en este trabajo (los resultados se mues-
tran en el capitulo 3), y para conocer su distribucién realizamos un analisis
de BLASTn con ellos (tabla R2.3 y R2.4; ver Material y Métodos, apartado
M.12.1). Hay que destacar que, hasta la fecha, en las bases de datos no se
encuentran intrones con un 100 % de identidad a RmInt2 en ningtn orga-
nismo salvo en GR4. Ademads, llevamos a cabo un anélisis mediante PCR
con cebadores especificos de RmInt2 sobre varios rizobios no secuenciados
disponibles en el laboratorio, y tampoco encontramos copias de dicho in-
trén en ellos (figura R2.2). El intrén que mds se parece a RmInt2 (con un
83 % de identidad) es el presente en el plasmido pRtrCIAT899b de la re-
cientemente secuenciada Rhizobium tropici CIAT899 (tabla R2.3). El resto de
intrones que aparecen al realizar el andlisis de BLASTn con RmInt2 son
SmedIntl (en la cepa WSM419) y RmlIntl (en las distintas cepas donde

S. meliloti S. medicae IE

Figura R2.2: Presencia de los intrones RmInt1l, SmedIntl y RmInt2 en diferentes
rizobios. Gel de agarosa en el que se muestra un ensayo de PCR rea-
lizado con dos pares de oligonucleétidos que permiten testar la pre-
sencia de RmIntl o SmedIntl por un lado, y de RmInt2 por otro, en
varias cepas bacterianas del orden Rhizobiales.
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Tabla R2.3: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia del intrén del grupo
II RmInt2 a fecha 22-01-13. En las cepas de S. meliloti se indica la equi-

valencia de los plasmidos a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana gendmica cobertura identidad intrén secuencia
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 100 100 4 1-1887
S. meliloti GR4 pRmeGR4d (B) 100 100 3 1-1887
R. tropici CIAT899  pRtrCIAT899b 97 83 1 54-1.887
S. medicae WSM419  Cromosoma 86 77 1 1-1623
S. medicae WSM419 pSMEDO1 86 77 1 1-1623
S. medicae WSM419  pSMEDO02 86 77 2 1-1623
S. meliloti GR4 Cromosoma 83 78 4 54-1.625
S. meliloti GR4 pRmeGR4b 83 78 1 54-1.625
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 83 78 5 54-1.625
S. meliloti Rm41 pSYMB (B) 83 78 1 54-1.625
S. meliloti 1021 pSymA 83 78 1 54-1.625
S. meliloti 1021 pSymB 83 78 2 54-1.625
S. meliloti 102F51 pSymB-B152 (B) 83 78 1 54-1.625
S. meliloti SM11 Cromosoma 83 78 2 54-1.625
S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 83 78 3 54-1.625
S. meliloti SM11 pSmeSM11d (B) 83 78 1 54-1.625
S. meliloti BL225C ~ Cromosoma 83 78 2 54-1.625
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 83 78 1 54-1.625
S. meliloti BL225C ~ pSINMEBOQ2 (B) 83 78 2 54-1.625
S. terangae ORS22 ~ ND 83 78 - 54-1.625
S. fredii NGR234 pPNGR234b 83 76 1 54-1.625
S. meliloti AK83 pSINMEOQ1 77 78 1 54-1.525
R. etli 8C-3 REB02 42 81 1 53-860
R. etli CFN42 p42a 42 80 1 53-859
R. etli CE3 ND 42 80 - 53-859
R. etli CFN42 p42d 35 81 1 53-715
R. etli CIAT652 pB 35 80 1 53-715
E. adhaerens R-6387 ND 35 80 - 53-716
R. etli Viking1 ND 35 80 - 53-716

* intrén originalmente interrumpido en el nucleétido 484 y reconstituido para formar la
copia de intrén completa
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Tabla R2.4: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia del intrén del grupo
II SmedIntl a fecha 22-01-13. En las cepas de S. meliloti se indica la

equivalencia de los pldsmidos a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana gendémica cobertura identidad intrén secuencia
S. medicae WSM419  Cromosoma 100 100 1 1-1.885
S. medicae WSM419  pSMEDO1 100 100 1 1-1.885
S. medicae WSM419  pSMED02 100 100 2 1-1.885
S. terangae ORS22 ND 100 94 - 1-1.885
S. meliloti GR4 Cromosoma 100 88 4 1-1.885
S. meliloti GR4 pRmeGR4b 100 88 1 1-1.885
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 100 88 5 1-1.885
S. meliloti Rm41 pSYMB (B) 100 88 1 1-1.885
S. meliloti 1021 pSymA 100 88 1 1-1.885
S. meliloti 1021 pSymB 100 88 2 1-1.885
S. meliloti 102F51 pSymB-B152 (B) 100 88 1 1-1.885
S. meliloti SM11 Cromosoma 100 88 2 1-1.885
S. meliloti SM11 pSmeSMl11c (A) 100 88 3 1-1.885
S. meliloti SM11 pSmeSM11d (B) 100 88 1 1-1.885
S. meliloti BL225C Cromosoma 100 88 2 1-1.885
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 100 88 1 1-1.885
S. meliloti BL225C PSINMEBO02 (B) 100 88 2 1-1.885
S. fredii NGR234 pNGR234b 100 88 1 1-1.885
E. adhaerens 5D19 ND 100 87 - 1-1.885
S. medicae RMO09 ND 91 88 - 134-1.851
S. medicae RMO09 ND 91 88 - 134-1.850
S. terangae ORS1009 ND 86 92 - 195-1.810
R. tropici CIAT899 pRtrCIAT899b 86 76 1 1-1.620
S. meliloti AK83 PSINMEO1 80 88 1 1-1.519
R. etli 8C-3 REB02 65 85 1 1-1.220
R. etli CFN42 p42d 65 78 1 1-1.220
R. etli CIAT652 pB 65 78 1 1-1.220
A. aromaticum EbN1 Cromosoma 56 76 2 1-1.063
A. aromaticum EbN1 Cromosoma 53 74 1 279-1.281
R. etli CFN42 p42a 45 94 1 1-857

R. etli CE3 ND 45 94 - 1-857

E. adhaerens R-6387  ND 38 94 - 1-715

R. etli Viking1 ND 38 94 - 1-715

S. medicae RMO02 ND 34 91 - 2-651

S. meliloti GR4 pRmeGR4b 34 90 1 2-651

S. meliloti SM11 pSmeSM1lc (A) 34 90 1 2-651

S. meliloti AK83 Cromosoma 3 (A) 34 90 2 2-651

S. meliloti C017 pHRC017 34 89 1 2-651

S. medicae WSM419  pSMED02 34 88 1 2-651

* intrén originalmente interrumpido en el nucleétido 484 y reconstituido para
formar la copia de intrén completa



hemos visto que se localiza). Respecto al andlisis de BLASTn llevado a cabo
con SmedIntl, el intrén descrito en la cepa S. terangae ORS22 presenta la
maxima identidad mostrada por un intrén no encontrado en WSM419 (un
94 %). El resto de intrones que aparecen son, como en el caso de RmInt2,
las distintas copias de RmInt1 distribuidas por el genoma de otros rizobios
(tabla R2.4).

R2.2.2 Distribucion de las ISs diana asociadas a los tres intrones
representativos: RmIntl, RmInt2 y SmedInt1

Con el fin de conocer el grado de dispersion de las ISs a las que se aso-
cian los intrones estudiados, y estimar el nimero de dianas que pueden ser
invadidas por estos intrones, llevamos a cabo un anédlisis de BLASTn con
dichas ISs (ver Material y Métodos, apartado M.12.1): ISRm2011-2, donde
se inserta RmIntl (Martinez-Abarca et al, 1998), ISRm17, a la que se encuen-
tra asociado RmInt2 (concretamente invade la repeticién invertida, IR), e
ISSme3 (una nueva IS descrita en este trabajo; capitulo 3), donde se inser-
ta SmedIntl. El resultado de estos andlisis revelé que tanto el nimero de
copias por genoma como el niimero de cepas donde encontramos cada una
de las ISs es diferente, siendo GR4, 1021, SM11, AK83, Rm41 y WSM419 los
aislados que contienen copias de las tres ISs en su genoma (tabla R2.5, R2.6
y R2.7).

La IS que presenta mayor namero de copias en los genomas analizados
es ISRm2011-2, con 62 copias completas (de entre 81-100 % de identidad)
distribuidas en 9 cepas (tabla R2.5). Las cepas GR4, 1021 y AK83 son las
que presentan mas copias de esta IS, con 13, 12 y 12 copias respectivamente.
Hay que destacar que, de todas las copias de ISRm2011-2 encontradas, sélo
la copia truncada presente en BL225C no mantiene la diana de insercién de
RmiIntl. ISRm17 presenta 35 copias completas (de entre 81-100 % de iden-
tidad) repartidas en 14 cepas (tabla R2.6). Teniendo en cuenta que RmInt2
invade la IR de esta IS, realmente se encuentran 70 dianas disponibles para
dicho intrén. El plasmido pSINMEBO1 (de la cepa BL225C) es el que con-
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tiene mayor nimero de copias de ISRm17, con 6 copias completas y una
truncada. De esta IS se encuentran 23 copias parciales en los genomas anali-
zados, de las cuales 18 contienen al menos una diana para RmInt2 (una IR)
y 5 han perdido las dos. Hay que sefialar que la copia truncada de ISRm17
presente en el pldsmido pRtrCIAT899b no se encuentra asociada a la copia

Tabla R2.5: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia de ISRm2011-2 a
fecha 22-01-13. En las cepas de S. meliloti se indica la equivalencia de
los pldsmidos a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana genémica cobertura identidad IS secuencia
S. meliloti 1021 Cromosoma 100 100 6 1-1.053
S. meliloti 1021 pSymA 100 100 4 1-1.053
S. meliloti 1021 pSymB 100 100 2 1-1.053
S. meliloti GR4 Cromosoma 100 100 7 1-1.053
S. meliloti GR4 pRmeGR4b 100 100 2 1-1.053
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (B) 100 100 4 1-1.053
S. meliloti SM11 Cromosoma 100 100 4 1-1.053
S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 100 100 3 1-1.053
S. meliloti BL225C Cromosoma 100 100 6 1-1.053
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 100 100 1 1-1.053
S. meliloti BL225C PSINMEBO2 (B) 100 100 2 1-1.053
S. meliloti AK83 Cromosoma 1 100 100 1 1-1.053
S. meliloti AK83 Cromosoma 2 (B) 100 100 3 1-1.053
S. meliloti AK83 Cromosoma 3 (A) 100 100 7 1-1.053
S. meliloti AK83 PSINMEO1 100 99 1 1-1.053
S. meliloti Rm41 Cromosoma 100 99 1 1-1.053
S. meliloti Rm41 pPSYMB (B) 100 99 1 1-1.053
S. meliloti Rm41 PSYMA (A) 100 99 2 1-1.053
S. meliloti 102F51 pSymB-B152 (B) 100 99 1 1-1.053
S. medicae WSM419  Cromosoma 100 99 1 1-1.053

S. medicae WSM419 ~ pSMEDO02 100 99 1 1-1.053
R-leguminosarumbv. - o, ooma 100 81 1 1-1.053
trifolii WSM2304

R leguminosarum bv. ey G0 100 81 1 1-1.053
trifolii WSM2304

S. meliloti SM11 pSmeSM11d (B) 78 100 1 286-1.053
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 31 94 1 730-1.053
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Tabla R2.6: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia de ISRm17 a fecha
22-01-13. En las cepas de S. meliloti se indica la equivalencia de los plas-

midos a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana genémica cobertura  identidad IS secuencia
S. meliloti Rm41 Cromosoma 100 100 1 1-1.664
S. meliloti 1021 Cromosoma 100 100 3 1-1.664
S. meliloti 1021 pSymA 100 99 2 1-1.664
S. meliloti Rm41 pSYMB (B) 100 99 1 1-1.664
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 100 99 3 1-1.664
S. meliloti GR4 pRmeGR4d (B) 100 99 2 1-1.664
S. meliloti SM11 Cromosoma 100 99 2 1-1.664
S. meliloti AK83 Cromosoma 1 100 99 2 1-1.664
S. meliloti AK83 Cromosoma 2 (B) 100 99 2 1-1.664
S. meliloti AK83 Cromosoma 3 (A) 100 99 3 1-1.664
S. meliloti AK83 pSINMEO1 100 99 1 1-1.664
S. meliloti BL225C Cromosoma 100 99 1 1-1.664
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 100 99 6 1-1.664
S. meliloti C017 pHRCO017 100 99 2 1-1.664
S. meliloti C017 pHRCO017 100 83 1 1-1.664
R leguminosarum bv: - ¢ 060ma 100 82 1 1-1.664
viciae 3841
R. leguminosarum bv. PRL7 100 8 1 1-1.664
viciae 3841
S. medicae WSM419  pSMEDO02 100 81 1 1-1.664
S. fredii NGR234 pNGR234b 98 85 1 30-1.664
S. fredii NGR234 Cromosoma 98 82 3 30-1.664
S. medicae WSM419  pSMEDO03 97 81 1 57-1.664
M. loti R7A ND 96 83 1 60-1.664
S. meliloti LPU88 ND 90 99 1 160-1.664
R. tropici CIAT899 pRtrCIAT899b 85 79 1 51-1.480
S. meliloti AK83 Cromosoma 2 (B) 79 99 1 346-1.664
S. fredii NGR234 pNGR234a 64 93 1 393-1.459
M. loti MAFF303099 Cromosoma 59 84 1 681-1.664
S. meliloti Rm41 Cromosoma 56 99 1 1-958
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 56 99 1 1-939
S. meliloti Rm41 Cromosoma 43 99 1 951-1.664
S. meliloti 1021 pSymB 40 98 1 1-672
M. loti MAFF303099 Cromosoma 38 83 1 51-685
S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 24 97 1 1.042-1.473
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 24 92 1 1.042-1.473
S. meliloti C017 pHRCO017 23 93 1 1-377
S. meliloti SM11 pSmeSM11b 22 99 1 1-365
S. meliloti BL225C pSINMEBO1 (A) 22 96 1 1.303-1.664

77 - meliloti AK83 Cromosoma 2 (B) 21 99 1 1-351

yav




DISTRIBUCION DE INTRONES TIPO RmInt1

Tabla R2.7: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia de ISSme3 a fecha
22-01-13. En las cepas de S. meliloti se indica la equivalencia de los plas-
midos a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana gendémica cobertura  identidad IS secuencia
S. medicae WSM419 Cromosoma 100 100 1 1-3.149

S. medicae WSM419 pSMEDO02 100 100 2 1-3.149

S. medicae WSM419 PSMEDO03 100 100 1 1-3.149

S. meliloti AK83 Cromosoma 2 (B) 100 99 1 1-3.149

S. meliloti AK83 Cromosoma 3 (A) 100 95 2 1-3.149

S. meliloti GR4 pRmeGR4b 100 95 1 1-3.149

S. meliloti Rm41 Cromosoma 100 95 2 1-3.149

S. meliloti Rm41 PSYMA (A) 100 95 1 1-3.149

S. meliloti C017 pHRCO017 100 95 1 1-3.149

S. meliloti SM11 pSmeSM11d (B) 100 95 1 1-3.149

S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 100 94 2 1-3.149

O. anthropi ATCC 49188 Cromosoma 1 99 84 1 1-3.132

O. anthropi ATCC 49188 Cromosoma 2 99 83 1 1-3.132

S. meliloti SM11 pSmeSM11b 97 90 1 1-3.086

O. anthropi ATCC 49188 pOANTO03 83 85 1 1-2.631

R. tropici CIAT899 pRtrCIAT899b 79 86 1 663-3.149
S. meliloti 1021 Cromosoma 50 89 1 1-1.601

S. meliloti SM11 pSmeSM11la 40 85 1 1-1.246

S. meliloti AK83 pSINMEOQ1 30 82 1 1-933

R. tropici CIAT899 pRtrCIAT899b 29 86 1 759-1.680
S. medicae WSM419 PSMEDO1 28 79 1 2.268-3.149
S. meliloti AK83 pSINMEOQ1 27 86 1 2.294-3.149

de intrén que contiene (un 83 % idéntico a RmInt2; tabla R2.3), sino que

ambos elementos estdn a 118 kb de distancia. ISSme3 es, de las tres ISs ana-

lizadas, la menos extendida entre los genomas secuenciados, presentando

15 copias completas (de entre 94-100 % de identidad) en 9 cepas distintas

(tabla R2.7). Ademads, encontramos 22 copias fragmentadas de esta IS, de

las que 16 mantienen la diana para SmedIntl. Hay que destacar que detras

de la copia truncada de ISSme3 presente en el plasmido pRtrCIAT899b, que

acaba en la posicién 1.680 de la IS (sitio de insercién de SmedIntl), se en-

cuentra una copia parcial del intrén (un fragmento del nucleétido 1 al 292
con un 96 % de identidad a SmedInt1).
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R2.3 MOVILIDAD DE INTRONES DEL GRUPO II TIPO RmIntl EN
DIFERENTES RIZOBIOS

El hecho de que los intrones del grupo II relacionados con RmIntl se
localicen en distintas cepas del género Sinorhizobium corrobora que el geno-
ma de este grupo bacteriano contiene la maquinaria necesaria para que di-
chos intrones puedan realizar su mecanismo de movilidad, y puedan asi
expandirse. Sin embargo, la eficiencia de movilidad que presenta RmInt1l
varia en diferentes fondos genéticos (Fernandez-Lopez et al, 2005). Por este
motivo, llevamos a cabo dos tipos de ensayos utilizando varios aislados
disponibles en el laboratorio: uno con objeto de analizar la eficiencia de
movilidad de RmIntl expresado desde un plasmido, y otro para determi-
nar la movilidad de copias de intrén genémicas de algunas cepas.

La clasificacién bacteriana de ciertos aislados puede llegar a ser un tema
controvertido entre los microbidlogos. Las especies del género Sinorhizo-
bium estdn muy emparentadas, y el descubrimiento de nuevos aislados
conlleva la identificacion de éstos para incluirlos en la especie bacteriana
correspondiente. Dourado ef al (2009) han descrito unos oligonucleétidos

WSM419
RMOO02
RMO04
RMO09
RMO15
RMO17
1021
GR4

S. medicae S. meliloti

Figura R2.3: Determinacién de cepas pertenecientes a la especie bacteriana S.
medicae. Gel de agarosa en el que se muestra un ensayo de PCR lleva-
do a cabo con una pareja de oligonucleé6tidos especifica de S. medicae
en las cepas del género Sinorhizobium indicadas.
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especificos para la especie S. medicae (SMEDO1-f, 5-GCGCGTAGTTCTG

AAAGACC-3’, y SMEDO1-1, (5-G GTTCTGGACGATCGTGTTT-3’), que han
permitido confirmar la identidad de varias cepas utilizadas en este trabajo

(figura R2.3). La cepa WSM419 sirvié como control positivo en la reaccién

de PCR llevada a cabo, mientras que 1021 y GR4 se usaron como control

negativo. El resultado de este ensayo corroboré que RMO17 pertenece a S.

meliloti, y que las cepas RMO02, RMO04, RMO09 y RMO15 son de la especie

S. medicae.

R2.3.1 Ensayo de movilidad de plasmido a plasmido

Con objeto de determinar la eficiencia de movilidad del intrén RmInt1
en rizobios que no contuvieran copias genémicas de éste, llevamos a cabo
un ensayo de doble pldsmido (ver Material y Métodos, apartado M.10) con
cepas pertenecientes a las especies S. medicae y R. etli. Algunos de estos ais-
lados contienen copias parciales, y por tanto inactivas, de RmIntl (tabla
R2.2). En este ensayo, donde también incluimos las cepas 1021 y RMO17 de
S. meliloti, usamos como plasmido donador la construccion pKGEMA4 y co-
mo receptor los plasmidos con la diana ISRm2011-2 en ambas orientaciones,
LAG (pJB0.6LAG) y LEAD (pJB0.6LEAD).

El porcentaje de movilidad que presenté RmInt1 en las diferentes cepas
analizadas se muestra en la figura R2.4. En todas ellas el intrén se insert6
mas eficientemente sobre la diana en orientacién LAG que sobre la diana
en LEAD (figura R2.4C). Respecto al ensayo realizado sobre el plasmido
pJB0.6LAG (figura R2.4A), en las cepas RMO15 y RMO04 RmInt1 present6
un porcentaje de movilidad del 100 %. En los aislados WSM419, RMO17,
RMOO02 y CIAT652 también se observé una elevada eficiencia de movilidad
del intrén, con un 92 %, un 88 %, un 79 % y un 76 % respectivamente. El
porcentaje de movilidad que mostré RmInt1 en las cepas CFN42 y 1021 fue
menor, con un 56 % y un 21 % respectivamente. En cuanto al ensayo realiza-
do sobre el plasmido pJB0.6LEAD (figura R2.4B), fue en las cepas RMO15 y
RMO04 donde RmlInt1 present6 el mayor porcentaje de movilidad (un 41 %
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en ambos casos). En WSM419 y RMO02 se observé una eficiencia similar
(37 % y 36 % respectivamente), que, a su vez, fue superior al porcentaje en-
contrado en CIAT652 (28 %), RMO17 (28 %) y CFN42 (15 %). En 1021 no se
detectaron eventos de movilidad de RmIntl hacia su diana en orientacién
LEAD.

A S meliloti S. medicae  R. etli

RMO02
WSM419

-~

—
!—10
NE
=]
-

LAG
LEAD
C LAG N LEAD
100
—_
SX 80
= N’
2 "g 60
ZE 40
= >
= E 20

<

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura R2.4: Eficiencia de movilidad de RmlIntl en diferentes rizobios. Las hi-
bridaciones DNA-DNA muestran el resultado del ensayo de movili-
dad llevado a cabo con un pldsmido donador del intr6n RmIntl en
su forma derivada (pPKGEMA4) y un plasmido receptor con la diana
ISRm2011-2 en ambas orientaciones, LAG (A) y LEAD (B). Las flechas
sefialan el producto de homing (H) y el plasmido receptor sin invadir
(R). (C) Eficiencia de movilidad de RmIntl1 en las cepas indicadas (cal-
culada como [H/(H+R)]*100), con su correspondiente error estiandar.

224



MOVILIDAD DE INTRONES TIPO RmlInt1

R2.3.2 Ensayo de movilidad de genoma a plasmido

Estudios previos han puesto de manifiesto que la cepa S. medicae RMO09
contiene, al menos, tres copias del intrén RmIntl (Fernandez-Loépez et al,
2005). Dos de ellas han sido secuenciadas y publicadas en las bases de datos
(RMO09-1 y RMO09-2; tabla R2.2 y M.6). Con el fin de conocer la capacidad
de movilidad de las copias de intrén genémicas presentes en cepas de la es-
pecie S. medicae, llevamos a cabo un ensayo (ver Material y Métodos, aparta-
do M.10) con RMO09 y WSM419, usando la cepa RMO15 carente de copias
genémicas de intrén como control negativo. Los plasmidos receptores uti-
lizados en el ensayo contenian las dianas ISRm2011-2 (diana para RmlInt1)
e ISSme3 (diana para SmedIntl) en orientacién LAG (figura R2.5). El resul-
tado de este andlisis puso de manifiesto la movilidad de las copias genémi-
cas de SmedIntl presentes en WSM419, y su especificidad hacia la diana
donde se ha encontrado insertado (ISSme3). Llama la atencién el resultado
mostrado por RMOQ9, cuyas copias genémicas de intrén presentan movi-
lidad hacia los dos tipos de dianas. El aislamiento de formas H (plasmidos

V419 RMO09 RMO15 Wi

T T 1 —

ISRm2011-2
ISSme3
ISRm2011-2
ISSme3
ISRm2011-2

4H»
4R

Red Gel

Figura R2.5: Ensayo de movilidad de copias genémicas de intrones tipo RmInt1.
En cada carril se indica la diana que porta el plasmido receptor (R) in-
troducido en las distintas cepas. La hibridacién con la sonda RmlInt1
muestra el producto de homing (H) que aparece en las cepas WSM419
y RMOQ9 (que contienen copias genémicas de intrén). RMO15 se us6
como control negativo ya que su genoma no presenta copias de in-
trones tipo RmInt1.
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donde ha ocurrido la invasién de la diana) procedentes de ambos plasmi-
dos receptores, y su posterior secuenciacién, revelé que la copia de intrén
que habfa invadido la diana ISRm2011-2 era 100 % idéntica a RmlInt1, y la
que se insert6 en ISSme3 tenia un 100 % de identidad con SmedInt1 (secuen-
cias utilizadas en la construccién de los arboles filogenéticos mostrados al

inicio del capitulo, apartado R2.2).

R2.4 FACTORES DEL HOSPEDADOR IMPLICADOS EN LA DISPER-
SION DE INTRONES DEL GRUPO II (EFECTO DE LOS GENES
groEL)

De los anélisis mostrados en apartados anteriores, asi como de estudios
previos (Martinez-Abarca et al, 1998; Ferndndez-Loépez et al, 2005; Biondi
et al, 2011), se deduce que el movimiento de los intrones del grupo II se
encuentra especialmente adaptado a bacterias de la familia Rhizobiaceae.
A pesar de que estos elementos son autocataliticos, se han descrito protei-
nas del hospedador que facilitan su escisién en la célula y, por tanto, su
movilidad (Beauregard et al, 2008). Este es el caso de las chaperonas, que
son proteinas que contribuyen al correcto plegamiento de otras proteinas.
GroEL es una chaperona que puede asistir el plegamiento de muchas pro-
tefnas de diferente tamafio, secuencia y estructura, y generalmente se en-
cuentra en un operén junto a la cochaperona GroES. Esta chaperona estd
presente en casi todos los genomas bacterianos secuenciados, y un gran
nuimero de bacterias contienen dos 0 mds genes con esta funcién (tabla R2.8;
Lund, 2009). Hay que destacar que las a-proteobacterias pueden tener hasta
7 genes groEL, y, en concreto, en el genoma de S. meliloti 1021 encontramos
cuatro operones groESL y un gen groEL. Para descubrir la posible redun-
dancia funcional de estos genes, Bittner et al (2007) generaron una serie de
mutantes de 1021 (tabla R2.9) que han sido usados en la presente Tesis Doc-
toral para evaluar la implicacién de la chaperona GroEL en la escisién del

intrén RmlInt1.

226



EFECTO DE LOS GENES groEL

Tabla R2.8: Distribucién de los genes groEL entre 664 genomas bacterianos comple-
tamente secuenciados. Adaptada de Lund, 2009.

Filo bacteriano Numero de homélogos del gen groEL

Total 0 1 2 3 4 5 6 7
Actinobacteria 54 0 9 40 2 3 0 0 O
Alphaproteobacteria 90 0 55 18 8 2 5 11
Agquificae 1 0 1 0 0 0 0 0 O
Bacteroidetes-Chlorobi 23 0 22 0 0 0 0 O
Betaproteobacteria 60 0 3 17 6 0 1 1 0
Chlamydiae-Verrucomicrobia 13 0 0 0 13 0 0 0 0
Chloroflexi 7 0 3 0 0 0 0 O
Cyanobacteria 33 0 0 30 3 0 0 0 O
Deinococcus-Thermus 4 0 0 0 0 0 0 O
Deltaproteobacteria 19 0 12 6 1 0 0 0 O
Epsilonproteobacteria 20 0 20 0 0 0 0 O
Fibrobacter-Acidobacteria 2 0 2 0 0 0 0 0 O
Firmicutes 148 13 125 10 0 0 0 0 O
Fusobacteria 1 0 1 0 0 0 0 0 O
Planctomycetes 1 0 0 0 1 0 0 0 0
Gammaproteobacteria 1720 158 12 2 0 0 0 O
Spirochaetes 14 0 14 0 0 0 0 0 O
Thermotogae 7 0 5 2 0 0 0 0 O
Total 669 13 467 139 36 5 6 2 1

Para llevar a cabo ese estudio, primeramente realizamos un ensayo de
extension a partir de cebador (ver Material y Métodos, apartado M.9) con
RNA total extraido de 1021 y todos los mutantes groEL a los que previa-
mente se les habia introducido el plasmido donador de intrén pCm4. Para
determinar el porcentaje de escisiéon de RmIntl en los diferentes mutantes
se tom6 como referencia la escision de éste en 1021 (cepa silvestre que con-
tiene todos los genes groEL), considerdndola una eficiencia del 100 % (figura
R2.6). Respecto a los mutantes simples, RmIntl mostré la mayor eficiencia
de escision en NI001 (carril 9 en la figura R2.6), un 68 %, aunque la escisién
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Tabla R2.9: Relacion de mutantes groEL de S. meliloti 1021 utilizados en este

trabajo.

Nombre Gen/Operén mutado Resistencia Referencia

AB249 groEL1 Sm, Nm Bittner et al (2007)
AB247 groEL2 Sm, Nm Bittner et al (2007)
AF14 groESL3 Sm, Tc Bittner & Oke (2006)
VO3193 groEL4 Sm Bittner & Oke (2006)
NIO01 groESL5 Sm, Gm Mitsui et al (2004)
AB221 groEL1 groESL3 Sm, Nm, Tc Bittner et al (2007
AB219 groEL1 groESL5 Sm, Nm, Gm Bittner et al (2007

AB257  groEL1 groESL3 groEL4 groESL5 Sm, Nm, Gm, Tc  Bittner et al (2007
AB238 groEL2 groESL3 groEL4 groESL5 Sm, Nm, Gm, Tc  Bittner et al (2007

~ ~— ~— ~—

de este intrén observada en VO3193, AB249 y AB247 (carriles 10, 5 y 4 res-
pectivamente en la figura R2.6) no fue inferior al 55 % (62 %, 60 % y 57 %
respectivamente). Entre estos mutantes simples hay que destacar que AF14,
carente del gen groEL3 mediante delecion del operén groESL3 (carril 8 en
la figura R2.6), mostré una disminucién dréstica de la escision de RmIntl
respecto a 1021 (11 % de eficiencia). En el mutante doble AB221 (carril 3 en
la figura R2.6) fue donde RmIntl presenté6 mayor porcentaje de producto
escindido (81 %), mientras que en AB219 (carril 2 en la figura R2.6) mostré
un 49 %. En los dos cuadruples mutantes (AB238 y AB257; carriles 6 y 7
respectivamente en la figura R2.6) no se detect6 escision del intrén.

Con objeto de conocer la relaciéon evolutiva que presenta esta chaperona
en distintos rizobios, realizamos un analisis filogenético de los genes groEL
y §roES de las dos cepas del género Sinorhizobium secuenciadas y publicadas
hasta el afio 2010 (S. meliloti 1021, Galibert et al, 2001; y S. medicae WSM419,
Reeve et al, 2010), y de la cepa S. meliloti GR4 (figura R2.7). WSM419 con-
tiene tres operones groESL y dos genes groEL (groEL3 y groEL4); GR4 pre-
senta cinco operones groESL y el gen groEL4 sin cochaperona groES. En los
arboles, los genes de WSM419 y GR4 se han denominado con el nombre del
gen al que corresponde en la anotacién de cada cepa debido a que no se en-
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Figura R2.6: Eficiencia de escisién de RmInt1 en los mutantes groEL de 1021. El
ensayo de extensién a partir de cebador se realizé introduciendo un
plasmido donador que porta el intrén RmiIntl en su forma deriva-
da (pCm4) en los mutantes indicados en cada carril. El gréfico de
barras muestra la eficiencia de escisién del intrén (con su correspon-
diente error estdndar), calculada respecto al resultado obtenido en
1021, frente a los genes groEL expresados en cada caso. El guién (-)
indica los genes groEL mutados en la cepa.

cuentran identificadas las distintas copias de estos genes. El arbol generado
con los genes groEL (figura R2.7A) present6 una topologia diferente al &rbol
construido a partir de los genes groES (figura R2.7B). No obstante, en ambos
casos se formaron tres clados soportados por elevados valores de boostrap y
probabilidad posterior (ver Material y Métodos, apartado M.13): uno repre-
sentado por los operones groESL1 y groESL2, otro constituido por el operén
groESL3 y un tercero que engloba al operon groESL5 y al gen groEL4. En la
filogenia obtenida a partir de los genes groEL, el gen groEL3 mostré la rama
de mayor longitud, y el clado groEL1-groEL2 se posiciond en la rama basal.
Respecto a la filogenia de los genes groES, el gen groES5 fue el que acumulé
mads cambios, y en la rama basal apareci6 el gen groES3.
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A

GroEL E.coli

C770_GR4Chr0789
81071 c770_GR4pB089
C770_GR4pC1090
GroEL1 1021
GroEL2 1021
Smed_6084
Smed_0408

100 (100)

100 (100)
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100 (100) — p
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GroEL5 1021
Smed_1281
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GroEL4 1021

-—— Smed_0804

GroES E.coli

GroES1 1021
C770_GR4Chr0790
C770_GR4pB090
GroES2 1021
C770_GR4pC1089
Smed_6083
Smed_0409

GroES5 1021
100 (93)
C770_GR4pD0575

(95)

0.05

Figura R2.7: Relacién filogenética de los genes groEL y groES presentes en el
Se muestran los drboles obtenidos
mediante el método de méxima verosimilitud. El soporte de las ramas
indica los valores superiores a 75 de bootstrap (ML), en negrita, y de
probabilidad posterior (BI), entre paréntesis. Los drboles se han gene-
rado a partir de la secuencia de aminoacidos de los genes groEL (A)
y groES (B), utilizando como outgroup el gen groEL y groES de E. coli

genoma de 1021, GR4 y WSM419.

respectivamente.
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Todos estos resultados nos llevaron a pensar que el operén groESL3 podia
estar jugando un papel importante en la escisiéon del intrén RmIntl. Por
ello, a partir de un pldsmido compatible con los mutantes y con el plés-
mido donador de intrén (pJBA129, con resistencia a Ap y Tc), expresamos
en trans el operén groESL3 (clonado en ambas orientaciones: sentido, pJB-
GroESL3s, y antisentido, pJBGroESL3as; ver Material y Métodos apartado
M.2.3). Asi, pretendiamos realizar un ensayo de complementacién de los
mutantes que presentaban una escisiéon del intrén RmIntl menor del 20 %:
el mutante simple del operén groESL3 (AF14) y los dos cuddruples mu-
tantes (AB238 y AB257). Ademds, podriamos comprobar si la orientacién
del operén dentro del plasmido tiene algiin efecto en su expresiéon y en
la complementacién llevada a cabo. En una primera ronda de conjugacién
transferimos el plasmido donador de intrén pCm4 a dichos mutantes y a
1021; en una segunda ronda les introdujimos los plasmidos pJBA129 (como
control negativo de la reaccién), pJBGroESL3s y pJBGroESL3as, de manera
independiente. Al analizar las colonias obtenidas de todas las muestras tras
esta segunda ronda de conjugacién, apreciamos cierto grado de inestabili-
dad del plasmido pCm4 y, por tanto, no pudimos llevar a cabo el ensayo
de extension a partir de cebador con estas muestras. Por este motivo, de-
cidimos realizar el ensayo de complementacién sélo con el mutante AF14,
que si permitia evaluar la escision de RmIntl desde el pldsmido donador
de intrén pKGEMAA4 (con resistencia a Km; tabla R2.9). En la figura R2.8
se indica el porcentaje de escision de RmIntl en 1021 y AF14 dependien-
do del plasmido pJB introducido. Como referencia para determinar dicho
porcentaje se utilizé la muestra de 1021 complementada con el plasmido
pIBA129 (carril 1 en la figura R2.8), en la cual consideramos un 100 % de
eficiencia de escision de RmIntl. Al introducir en la cepa 1021 un pldsmido
que contenia el operén groESL3 en sentido (carril 2 en la figura R2.8), el por-
centaje de escision del intrén aumenté al 104 %; sin embargo, cuando dicho
operdn se encontraba en antisentido en el plasmido (carril 3 en la figura
R2.8), RmIntl presentdé una eficiencia de escisién del 96 %. En el mutante
AF14 se observé un patrén similar al de la cepa silvestre: con el plasmido
carente del operén groESL3 (carril 4 en la figura R2.8) RmIntl mostré un
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porcentaje de escisién del 67 %; al expresar dicho operén desde el plasmido
pJBGroESL3s (carril 5 en la figura R2.8), el porcentaje se increment6 al 72 %;
y desde pJBGroESL3as (carril 6 en la figura R2.8), la eficiencia de escision
de RmIntl disminuy¢ al 60 %.

En el ensa

yo de extension a partir de cebador realizado con el plasmido

PKGEMAA4 (figura R2.8) se observ6 una mayor eficiencia de escisién del in-

tron RmInt1
pCm4 (figur

Figura R2.8:
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en el mutante AF14 que al realizar ese ensayo con el pldsmido
a R2.6; 67 % frente a 11 %). Este resultado nos llevé a analizar
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Complementacién del mutante AF14 (groESL3-). Ensayo de exten-
sién a partir de cebador realizado con un pldsmido donador de la
forma derivada de RmIntl (pKGEMA4) y un pldsmido que contiene
el operén groESL3 en ambas orientaciones, sentido (pJBGroESL3s) y
antisentido (pJBGroESL3as), en 1021 y AF14. Como control negativo
se introdujo en estas cepas el mismo plasmido que porta el operén
groESL3 pero sin éste (pJBA129). El grafico de barras muestra la efi-
ciencia de escisién del intrén (con su correspondiente error estdndar)
en los distintos fondos genéticos, tomando como referencia la escisién
de RmlIntl en 1021 sin complementar.



EFECTO DE LOS GENES groEL

la escision de RmIntl desde los distintos pldsmidos donadores de intrén
disponibles en el laboratorio tanto en 1021 como en AF14 (figura R2.9). El
porcentaje de escisiéon de RmIntl en cada muestra se determiné en relacién
a la eficiencia observada en la cepa silvestre con pKGEMA4 (donde con-
sideramos una eficiencia del 100 %). Hay que destacar que la eficiencia de
escision del intrén desde los plasmidos pGm4 y pCm4 disminuy6 al 40 % y
al 52 % respectivamente en 1021 (carriles 3 y 5 respectivamente en la figura
R2.9). En el mutante AF14 se observé una mayor disminucién en la can-
tidad de producto escindido desde los tres pldsmidos respecto a 1021 con
PKGEMA4 (66 %, 24 % y 7 % desde pKGEMA4, pGm4 y pCm4 respectiva-
mente; carriles 2, 4 y 6 respectivamente en la figura R2.9). El porcentaje de
escision de RmIntl en AF14, calculado respecto a 1021 cuando se expresa
desde el mismo plasmido dondador, corroboré la diferencia observada pre-

100 -
D~ 4
R
-g: 60_
SF 401
-
5% 20 I“‘I
0 JL JL I—I—II

Km Gm Cm

Figura R2.9: Eficiencia de escisién de RmIntl desde diferentes plasmidos dona-
dores de intrén en 1021 y AF14. Ensayo de extensién a partir de ce-
bador realizado con tres plasmidos donadores de la forma derivada
de RmIntl que se diferencian por el gen de resistencia que portan:
Km, pKGEMA4; Gm, pGm4; y Cm, pCm4. El grafico de barras mues-
tra la eficiencia de escisién del intrén (con su correspondiente error
estdndar) en todas las muestras respecto a 1021 con pKGEMA4.
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viamente: desde pKGEMA4 mostré una eficiencia de escision del 66 % y
desde pCm4 un 13 %.

R2.5 DISCUSION

La busqueda de todas las RTs anotadas en el genoma de GR4 ha revelado
la presencia de diversos intrones del grupo II. Asi, aparecen diez copias de
RmlInt1, un intrén del grupo II perteneciente a la clase D (Toro, 2003) descu-
bierto originalmente en el plasmido pRmeGR4b de S. meliloti GR4 y denomi-
nado Sr.me.Il en la base de datos para los intrones del grupo II bacterianos
(Candales et al, 2011). En esta cepa hemos encontrado, a su vez, siete copias
de otro intrén del grupo II al que hemos nombrado RmInt2 y que también
pertenece a la clase D (intrén denominado D171 en Toro & Martinez-Abarca,
2013). Dos de las RTs de copia tinica descubiertas en GR4 estdn relacionadas
con otras presentes en 1021 (Toro ef al, 2003): C770_GR4Chr2376 es un 80 %
idéntica a SMal875, una RT de la clase G1 (Toro & Martinez-Abarca, 2013)
denominada Sr.me.I2 en la base de datos para los intrones del grupo Il bacte-
rianos (Candales et al, 2011), y C770_GR4pD0745 presenta un 98 % de iden-
tidad con SM_b21167, una RT perteneciente a la clase C (Toro, 2003). La RT
de la clase E anotada como pseudogen en GR4 (C770_GR4pB077) fue des-
cubierta por Toro et al (2002) en el plasmido pRmeGR4b. Tras la correccién
de los cambios en la pauta de lectura, esta RT tiene una longitud de 469 aa
y se relaciona con intrones presentes en Bradyrhizobium.

RmiIntl fue el primer intrén del grupo II descrito en la familia Rhizobia-
ceae (Martinez-Abarca et al, 1998). Mediante busqueda en las bases de datos,
hemos comprobado que la presencia de este intrén entre rizobios es muy ex-
tendida, y no s6lo entre las bacterias que han sido secuenciadas (tabla R2.2),
sino que trabajos previos han puesto de manifiesto que intrones tipo RmInt1
se encuentran en algunas colecciones en el 90 % de los aislados de nédulos
de alfalfa (Mufioz et al, 2001; Biondi et al, 2011). No todos los intrones anota-
dos en las bases de datos estdn completos, sino que encontramos copias
parciales, la gran mayoria truncadas en su extremo 3’ (tabla R2.2). Esto
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es indicativo de que, como ya se habia observado previamente, RmIntl
tiende a evolucionar hacia formas inactivas mediante fragmentacién, con
pérdida de la zona 3" incluyendo la proteina (Fernandez-Lopez et al, 2005).
Con las copias completas inferimos la relacion filogenética que presentan
los intrones encontrados en distintas especies y cepas bacterianas (figura
R2.1). Se diferencian tres clados, de los que hemos tomado como represen-
tativos para estudios funcionales posteriores los intrones RmInt1, RmInt2 y
SmedIntl (denominado Sr.md.I1 en la base de datos para los intrones del
grupo Il bacterianos, Candales et al, 2011). Ademas, la elevada congruencia
entre los drboles generados con la ribozima y la proteina (95 %) corrobora,
para este subgrupo en particular, la coevolucién entre el RNA del intrén y la
proteina que codifican ya descrita previamente para los intrones del grupo
IT de manera maés generalizada (Toor ef al, 2001; Simon et al, 2009).

Un andlisis de la distribucién que presentan los tres intrones estudiados
en este trabajo y las ISs que invaden pone de manifiesto que RmInt1 es el
mas disperso por la especie S. meliloti, donde ISRm2011-2 estd ampliamente
distribuida (tabla R2.10). En esta especie bacteriana encontramos copias de
ISRm10-1 (tabla R2.11), una IS relacionada con ISRm2011-2 y que también
puede ser invadida por RmIntl (Martinez-Abarca & Toro, 2000). La expan-
sion diferencial que presentan las ISs analizadas puede tener su explicacién
en la longitud del DNA diana que invaden. ISRm2011-2 es la que muestra
mayor nimero de copias y, al igual que ISRm10-1, reconoce una diana de 2
nucleétidos. ISRm17 se inserta en una diana compuesta por 6-7 nucleétidos,
e ISSme3, la menos extendida, en una diana de 8 nucleétidos (Siguier ef al,
2006b). Esta expansion de las ISs a las que se asocian los intrones es nece-
saria para la dispersién de éstos, sin embargo, no parece ser suficiente para
que se mantengan en la poblaciéon. Los intrones son elementos deletéreos
para las bacterias, las cuales son eliminadas de las poblaciones por la selec-
cién purificadora cuando los portan. No obstante, hay evidencias de que
algunos intrones del grupo II no unen los exones cuando se escinden, im-
pidiendo asfi la proliferacién de la IS en la que se encuentran insertados y
minimizando los dafios al hospedador (Dai & Zimmerly, 2002; Chillén ef al,
2011).
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Tabla R2.10: Porcentaje de ocupacién (O) de los tres intrones en las cepas total-
mente secuenciadas donde se han encontrado copias de las ISs que
invaden. Se muestra el nimero de copias completas de cada intrén (I)
presentes en las distintas cepas. Como diana potencial para ser inva-
dida (dianas disponibles, D) se han considerado todas las copias de IS
que contuvieran la secuencia de reconocimiento para la insercién del
intrén (en el caso de copias completas de ISRm17 se han contabilizado
dos dianas). El guién (-) indica las cepas donde no se han encontrado

copias de intrén ni de la IS con la que se asocia.

. ISRm2011-2 IR-ISRm17 ISSme3

Cepa bacteriana
I D O(% I D O(% I D O(%)

S. meliloti 1021 3* 10 17 0 11 0 - - -
S. meliloti GR4 10* 4 69 7 5 58 01 0
S. meliloti SM11 6* 3 63 05 0 0 4 0
S. meliloti AK83 0 12 0 0 18 0 0 3 0
S. meliloti BL225C 5 4 56 0 15 0 - - -
S. meliloti Rm41 * 4 0 06 0 0 3 0
S. medicae WSM419 0 2 0 0 3 0 4 1 80
S. frediit NGR234 - - - 05 0 - - -
R. leguminosarum bv. trifolii WSM2304 0 2 0 - - - - - -
R. leguminosarum bv. viciae 3841 - - - 0 4 0 - - -
M. loti MAFF303099 - - - 01 0 - - -
O. anthropi ATCC 49188 - - - - - - 0 3 0

* una copia del intrén RmInt1 se encuentra insertada en ISRm10-1

La supervivencia y evolucién de cualquier elemento mévil en bacterias

estd intimamente ligado a su habilidad de dispersiéon a través de trans-

ferencia horizontal, como se ha sugerido para intrones del grupo II e ISs

(Cerveau et al, 2011). La dindmica que siguen los elementos moviles se basa

en esa transferencia horizontal, con la que comienzan el ciclo caracteristico

de extincién-recolonizacién dentro de una poblacién bacteriana. La ausen-

cia de genomas saturados de intrones (tabla R2.10) sugiere que éstos siguen

un modelo de dindmica de extinciéon por seleccién (Sel-DE), en el que los

genomas altamente colonizados son eliminados a través de la seleccion pu-

rificadora (Leclercq & Cordaux, 2012). La amplia distribucion de las ISs dia-
na de RmInt2 y SmedInt1, y la ausencia de ISs invadidas (tabla R2.10), indi-
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Tabla R2.11: Resultado del BLASTn realizado con la secuencia de ISRm10-1 a fecha
22-01-13. Entre paréntesis se indica el ntimero de copias invadidas por
el intr6n RmInt1 (I) y la equivalencia de los plasmidos de las cepas de
S. meliloti a pSymA (A) y pSymB (B) de 1021.

Cepa Localizacién Porcentaje Porcentaje N° copias Longitd
bacteriana genémica cobertura identidad intrén secuencia
S. meliloti 1021 pSymB 100 100 1(D) 1-1.042
S. meliloti GR4 pRmeGR4c (A) 100 100 1(D 1-1.042
S. meliloti SM11 pSmeSM11c (A) 100 100 2 (D) 1-1.042
S. meliloti SM11 Cromosoma 100 99 1 1-1.042
S. meliloti BL225C  pSINMEBO1 (A) 100 99 1 1-1.042
S. meliloti AK83 Cromosoma 3 (A) 100 99 2 1-1.042
S. meliloti Rm41 PSYMB (B) 100 99 1(0) 1-1.042
R. etli 8C-3 REBO1 100 86 1 1-1.042
R. etli CFN42 p42d 100 86 1 1-1.042
R. etli CIAT652 pB 100 86 2 1-1.042
R. etli CFN42 p42d 52 88 1* 1-538

R. etli CIAT652 pB 52 88 1* 1-538

* tras el fragmento de IS se encuentra el intrén RmlInt1

ca que estos intrones pueden haberse adquirido recientemente (encontran-
dose en un estado de recolonizacién del género Sinorhizobium) o pueden es-
tar en la fase de extincién del ciclo (figura R2.10). RmIntl, por el contrario,
presenta una gran dispersion por las cepas de S. meliloti, indicando que esta
en un estado de proliferacion dentro del ciclo de extincién-recolonizacion.
Ademas, en varias cepas se encuentran copias fragmentadas de este intrén
(tabla R2.2), lo cual sugiere que RmlIntl estaria en un nuevo estado dentro
del modelo Sel-DE propuesto por Leclercq & Cordaux (2012). Serfa un esta-
do intermedio, en el que hay genomas sélo con copias completas o fragmen-
tadas del intrén, y otros que contienen al mismo tiempo copias completas y
truncadas (figura R2.10).

Estudios previos han puesto de manifiesto la movilidad de RmlInt1 en dis-
tintos hospedadores, inicialmente dentro de la especie S. meliloti (Martinez-
Abarca & Toro, 2000) y algunos aislados de S. medicae (Martinez-Abarca et al,
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Figura R2.10: Modelo de la dindmica de extincién-recolonizacién de los intrones
del grupo II mediante seleccién purificadora (Sel-DE). Enmarca-
dos se sefialan los estados del ciclo en el que se encuentran RmiIntl,
RmInt2 y SmedIntl. Las flechas azules indican las transiciones entre
el estado actual, pasado y futuro de RmlIntl. Adaptado de Leclercq y
Cordaux, 2012.
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2000), y posteriormente en diferentes cepas de la familia Rhizobiaceae tales
como S. terangae, Rhizobium tropici, R. legquminosarum bv. phaseoli, Agrobacteri-
um rhizogenes y A. tumefaciens (Ferndndez-Lopez et al, 2005). Recientemente
se ha demostrado la movilidad de este intrén en especies mas alejadas filo-
genéticamente (y-proteobacterias) como Pseudomonas putida (Nisa Martinez,
2011) y E. coli (Garcia-Rodriguez et al, 2011). Sin embargo, aunque se haya
probado su movilidad, estos estudios no se han hecho siempre desde las
mismas construcciones donadoras de intrén y de un manera comparativa.
En este trabajo hemos evaluado, bajo las mismas condiciones de ensayo, la
movilidad de RmIntl en tres especies estrechamente relacionadas y que in-
cluyen cepas con genomas secuenciados: 1021 (Galibert et al, 2001) dentro
de la especie S. meliloti, WSM419 (Reeve et al, 2010) dentro de S. medicae, y
CFN42 (Gonzélez et al, 2006) y CIAT652 (Gonzélez et al, 2010) dentro de R.
etli. RmIntl es capaz de moverse en todos estos fondos genéticos, aunque
presenta una eficiencia distinta dependiendo de la cepa y la orientacién de
la diana (LAG o LEAD; figura R2.4). Como era de esperar, las mayores efi-
ciencias se observaron hacia la diana LAG, puesto que este intrén, para
su invasion, usa predominantemente la hebra que sirve de molde para la
cadena retardada (LAG) en la horquilla de replicacién (Martinez-Abarca
et al, 2004). A su vez, los resultados presentados en este trabajo corroboran
los datos previamente publicados sobre 1021, donde la eficiencia de movili-
dad de RmlInt1 esta claramente disminuida (Toro et al, 2003). Ademas, estos
datos nos pueden servir como referencia para encontrar, mediante genémi-
ca comparada, genes comunes a todas las cepas analizadas que pudieran
estar implicados en la movilidad de RmInt1.

Para determinar de manera mds precisa los factores del hospedador que
facilitan o bloquean la movilidad de este tipo de elementos, y cémo lo ha-
cen, se necesitan llevar a cabo mds anadlisis funcionales. Estudios protedmi-
cos llevados a cabo en el grupo pusieron de manifiesto que uno de los
genes groEL era una de las proteinas predominantes asociada a fracciones
de RNPs de RmiInt1 (Villadas et al., sin publicar). El conjunto de mutantes
para los genes groEL generados en la cepa 1021 (tabla R2.9; Bittner et al,
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2007) permiti6 analizar la posible implicaciéon de estos genes en la escisién
de RmlIntl. Inicialmente, analizamos la escision de RmInt1 en esa coleccion
de mutantes y en la cepa silvestre desde el plasmido pCm4. Este ensayo
puso de manifiesto que el efecto de los genes groEL es cuantitativo ademds
de cualitativo, es decir, la escision de RmlInt1 requiere la expresién de mas
de un gen groEL puesto que no es capaz de escindirse en los cuddruples
mutantes (figura R2.6). En todos los mutantes simples RmInt1 presenta una
eficiencia de escision superior al 49 %, salvo en el mutante AF14, donde
muestra un 11 %, lo cual sugiere que el gen groEL3 podria estar influyendo
en su escision. Ademads, el andlisis filogenético entre las distintas copias de
los genes groEL revel6 que los genes groEL3 formaban un clado diferencial
(figura R2.7), lo que podria estar indicando una adaptacién de este gen al
correcto plegamiento de proteinas no esenciales para la bacteria como es la
IEP de RmlIntl. Sin embargo, estudios posteriores pusieron de manifiesto
que no se reestablecen los niveles de escision del silvestre cuando se com-
plementa el mutante AF14 con el operén groESL3 de GR4 en trans (figura
R2.8).

El ensayo de complementacién de los mutantes no se pudo llevar a cabo
con el plasmido pCm4 debido a su pérdida en algunas muestras después
de dos rondas de conjugacién. No obstante, realizamos un ensayo de qRT-
PCR (figura R2.11) para comprobar la estabilidad de dicho pldsmido en las
muestras utilizadas en el primer ensayo de extensiéon a partir de cebador
(figura R2.6). Este andlisis revel6 diferencias en la cantidad de transcrito
primario de la IEP que contenia cada muestra, pero esas diferencias no ex-
plican la ausencia de escision de RmInt1 en los cuddruples mutantes ni su
bajo nivel en AF14. Para los ensayos de complementacién decidimos usar
el operén groESL3 de la cepa GR4 puesto que en ella se describi6 original-
mente el intrén RmIntl (Martinez-Abarca et al, 1998) y contiene 7 copias
mas de éste que la cepa 1021 (Toro et al, 2003). Ademads, los genes groEL3 de
ambas cepas presentan un 94 % de identidad (teniendo las proteinas codi-
ticadas por ellos un 96 % de identidad y un 98 % de similitud), lo que hace
pensar que deben ser equivalentes. Sin embargo, no hemos analizado la
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Figura R2.11: RNA total extraido de células de S. meliloti 1021 y los mutantes
groEL con el plasmido pCm4. Los niveles de mRNA del intrén se de-
terminaron mediante una cuantificacién absoluta. Cada medida es la
media de al menos tres muestras independientes, con su correspon-
diente error estandar. El guién (-) indica los genes groEL mutados en
la cepa.

complementacién del mutante AF14 con el operén groESL3 de 1021, por lo
que no podemos descartar que la falta de complementacién esté causada
por el uso del operén groESL3 de GR4 en el fondo genético de 1021.

Todos estos datos sugieren que el gen groEL3 no es imprescindible para la
escision de RmlIntl, y puede que la disminucién de ésta observada en el mu-
tante AF14 se deba a otra variacién genémica ocurrida durante el proceso
de obtencién de dicho mutante. Para determinar la alteracién genémica de
AF14 que afecta a la escision de RmInt1 se podria llevar a cabo una secuen-
ciacion del genoma de este mutante y comparar su secuencia con la cepa de
referencia 1021. Asi se descubriria una de las regiones génicas implicadas
en dicho proceso y se podrian realizar estudios de complementacién con

esa zona para corroborar su influencia en la escisiéon de RmInt1.
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Tabla R2.51: Intrones utilizados en la construccién de los drboles filogenéticos (figu-

ra R2.1).
Nombre Replicén Coordenadas del Protein_IDP
del intrén intrén completo®
1021 pSymB 1.576.500-1.574.617 1.575.954-1.574.695
102F51 pSymB-B152  5.240-3.357 4.694-3.435
5D19 - AY248839.1 AAP83798.1
BL225C Cromosoma  667.127-669.010 AEG03566.1
E. coli - X77508 CAA54637.1
GR4-R1 - Y11597.2 CAA72334.3
GR4-R2 pRmeGR4c  132.907-134.793 YP_007192462.1
NGR234 PNGR234b  796.157-801.848 800.511-801.770
ORS22 - AY608908.1 AAU95643.1
Rm41 pSYMB 1.129.686-1.127.803  YP_006843383.1
RMOO09-R1¢ - - -
RMO09-51¢ - - -
SM11 Cromosoma  3.677.924-3.679.807 YP_005722110.1
WGSM419 Cromosoma 1.305.475-1.307.359 ABR60073.1

@ si la secuencia del intrén estd publicada se indica su niimero de acceso

Y si las protefnas no tienen asignado un ntimero de acceso se indican sus coor-

denadas

¢ secuencias obtenidas en este trabajo mediante ensayos de movilidad (ver
apartado R2.3.2)
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CARACTERIZACION DE DOS NUEVOS
INTRONES DEL GRUPO II TIPO RmIntl
Y DEL DNA DIANA CON EL QUE SE

ENCUENTRAN ASOCIADOS.

Como hemos estudiado en el capitulo anterior, se encuentran intrones del
grupo Il relacionados con RmIntl en muchas cepas dentro de la familia Rhi-
zobiaceae. En especial, estdn ampliamente distribuidos en el género Sinorhi-
zobium, donde se describi6 originalmente el intrén RmInt1 (en el plasmido
pRmeGR4b de la cepa S. meliloti GR4; Martinez-Abarca et al, 1998). En el
capitulo anterior distinguimos tres intrones que fueron considerados como
representativos de los tres clados observados en los arboles filogenéticos
(figura R2.1). En este capitulo llevaremos a cabo un andlisis detallado de
los nuevos intrones RmInt2 y SmedIntl (Sr.md.I1, Candales et al, 2011), asi

como su caracterizacion funcional.

R3.1 CONTEXTO GENICO DE LOS DIFERENTES INTRONES

Los tres intrones objeto de estudio en este capitulo (RmIntl, RmInt2 y
SmedIntl) estdn relacionados filogenéticamente, sin embargo, difieren en
su DNA diana, siendo en todos los casos una secuencia de insercion (IS).
En la figura R3.1 se muestra una representacién a escala de estos intrones y

sus regiones flanqueantes.

El intron RmInt1 se encuentra asociado a ISRm2011-2 (Martinez-Abarca
et al, 1998), una secuencia de insercién que pertenece a la familia IS630-
Tc1/1S3. Dicha IS se caracteriza por presentar repeticiones invertidas termi-
nales imperfectas de 19 nt, asi como por producir una transposasa a partir
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Figura R3.1: Contexto genético de los tres intrones del grupo II objeto de estudio.
Representacién a escala de RmlIntl (A), RmInt2 (B) y SmedIntl (C), y sus
regiones flanqueantes. Se muestran los seis dominios que forman este tipo
de intrones y la proteina codificada por ellos presente en el DIV. También se
indican los ORFs que componen la IS asociada a cada uno de los intrones, asf
como las repeticiones terminales invertidas izquierda (IRL) y derecha (IRR)
de estas ISs. Las flechas sefialan la orientaciéon de los ORFs.
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de dos ORFs solapados gracias a un cambio en el marco de lectura debido
a un deslizamiento ribosomal entre el ORFA y el ORFB de la IS (Selbitsch-
ka et al, 1995). La insercién de RmlIntl ocurre entre los nucleétidos 549 y
550 de la IS, interrumpiendo la traduccién de la transposasa en su ORFB
debido a la presencia de un codén de parada en el nucleétido 33 del intrén
(Martinez-Abarca et al, 1998).

El intrén RmInt2 tiene como diana de insercién la repeticion invertida
(IR) de ISRm17. Las repeticiones invertidas de dicha IS constan de 16 pb
y difieren en el nucleétido 7, siendo en la IRL una A y en la IRR una G.
RmiInt2 es capaz de invadir ambas IRs, insertdndose entre las posiciones 13
y 14 de la IS cuando invade la IRL o entre los nucleétidos 1.651 y 1.652 si la
IR invadida es la derecha (IRR). Con esta estrategia RmInt2 se asegura dos

Tabla R3.1: Secuencia de las repeticiones directas de ISSme3 en distintas localiza-

ciones (correspondientes a copias completas de dicha IS).

Cepa bacteriana Localizacién DR

Cromosoma-1 GACTTGCC

' medicae WSMA19 PSMEDO02-1 ATCCAGTT
PSMEDO02-2 GTACAGCG
PSMEDO03-1 ATTCTTCG

. meliloti GR4 pRmeGR4b-1 ATTCAATT
pSmeSM11c-1 CCTCGAAT

. meliloti SM11 pSmeSM11c-2 GAGGTATG
pSmeSM11d-1 CATTGATC
Cromosoma 2-1 GCCTTCTG

. meliloti AK83 Cromosoma 3-1 AGTCAACG
Cromosoma 3-2 GCTATCTT
Cromosoma-1 GTTTGATC

. meliloti Rm41 Cromosoma-2 GTTCGGTT
PSYMA-1 GGTCATAG

. meliloti CO17 pHRCO017 GATTGTCG
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sitios de insercién en cada copia de ISRm17. Otras caracteristicas de esta IS
son que esta flanqueada por repeticiones directas (DR) de 6-7 nt, contiene
un tnico ORF que produce una transposasa de 444 aa, y es un elemento no
clasificado, es decir, no se incluye en ninguna familia de ISs (Siguier et al,
2006b).

Por otro lado, SmedIntl se encuentra asociado a una IS que no esta pre-
sente en las bases de datos y que se enmarca dentro de la familia IS66. El con-
texto génico de SmedIntl en su genoma de referencia S. medicae WSM419
muestra la repeticién de un casete de genes de unas 3 kb. Gracias a esta ano-
tacion hemos descrito una nueva IS de 3.149 pb de longitud, denominada
ISSme3, que contiene cuatro ORFs correspondientes a los cuatro genes del
casete repetido que flanquean al intrén. Esta ISSme3 presenta repeticiones
invertidas imperfectas de 22 nt, que difieren en las posiciones 9, 14y 17, y
repeticiones directas de 8 nt en sus dos extremos. Estas DRs son diferentes
en cada una de las localizaciones de dicha IS tanto dentro del genoma de
WSM419 como en otros rizobios donde se encuentran copias completas de
ISSme3 (tabla R3.1). El primer ORF, tnpA, codifica una proteina de 156 aa
anotada en WSM419 como una transposasa de la familia IS3/1S911; la pro-

Figura R3.2: Estructura de ISSme3 y varios miembros de la familia IS66. Representacion
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a escala de la nueva ISSme3 descrita en este trabajo (dentro del recuadro
verde) y los elementos pertenecientes a la familia IS66 descritos hasta 2001.
Las lineas verticales presentes en los extremos de cada elemento indican las
IRs. Los rectangulos blancos muestran los tres ORFs caracteristicos de esta
familia (tnpA, tnpB y tnpC). tnpA se encuentra en el marco de lectura 0, y se
dispone en el centro de la linea que representa la secuencia de la IS; el marco
de lectura -1 y +1 se representa debajo y encima de esta linea respectiva-
mente. La regién vertical sombreada que cubre a todos los miembros indica
el solapamiento entre tnpA y tnpB. El codén de terminacién de tnpA en este
solapamiento tiene una linea encima, y el codén de iniciaciéon de tnpB se en-
cuentra subrayado. Un rectdngulo negro indica el ORF adicional aguas abajo
de tnpC presente en ISRsp1 e ISSme3. Los recuadros rojos sefialan las dos ISs
mas relacionadas con ISSme3, ISRsp1 estructuralmente e 1S693 respecto a se-
cuencia. Adaptado de Han et al, 2001.
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teina codificada por tnpB tiene una longitud de 118 aa y estd anotada como
OREF2 de IS66; tnpC codifica una proteina de 524 aa anotada como ORF3
de IS66; y la proteina de 187 aa codificada por el ORF4 se encuentra ano-
tada como una proteina yecA, de la cual se desconoce su funcién. Cuando
SmedIntl invade su diana, interrumpe tnpC entre sus nucleétidos 727 y 728
(correspondiente a las posiciones 1.680-1.681 de la IS completa).

Analizando los elementos que se encuadran dentro de la familia 1566
podemos decir que, estructuralmente, la nueva IS descrita en este trabajo
se asemeja a ISRsp1, puesto que ambas presentan cuatro ORFs que ademas
tienen una longitud similar (figura R3.2). Sin embargo, la IS a la que mas se
asemeja en cuanto a secuencia es IS693. Frente a ésta presenta un 63 % de
identidad a nivel de nucle6tido, y ambas superan las 3 kb de longitud. A
nivel de proteina, tnpB es el ORF mds conservado, con un 78 % de identidad
y un 88 % de similitud, seguido de tnpC (67 % de identidad y 81 % de simi-
litud) y tnpA (55 % de identidad y 73 % de similitud). E1 ORF4 no presenta
una identidad superior al 20 % con ningtin otro ORF, y ha sido considerado
por la base de datos ISfinder como un gen pasajero.

R3.2 LOCALIZACION DE LOS INTRONES EN EL. GENOMA DE SUS
CEPAS DE ORIGEN

Tras analizar detalladamente las regiones que flanquean cada uno de
los intrones estudiados, haremos una descripcién de la localizacién de las
copias gendmicas de intrén, asi como de las ISs asociadas, presentes en las
cepas donde se encontraron originalmente. RmInt1 presenta una tendencia
de invasién a dianas localizadas en la secuencia que sirve como molde de la
cadena retrasada en la horquilla de replicacién (Martinez-Abarca et al, 2004).
Por ello, es relevante diferenciar cada diana dependiendo de su posicién
dentro del replicén, pudiendo localizarse en la hebra usada como molde
para la sintesis de la cadena retrasada (orientacion LAG) o lider (orientaciéon
LEAD) en la horquilla de replicacién.
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Como se mencioné en el capitulo 1, la cepa bacteriana S. meliloti GR4 pre-
senta diez copias del intrén RmIntl con un 99 % de identidad, nueve de
las cuales estan insertadas en ISRm2011-2 y la restante en la tinica copia de
ISRm10-1 que encontramos en esta cepa, situada en el plasmido pRmeGR4c
(figura R3.3A). En este genoma, las copias de RmIntl estan distribuidas:
cuatro en el cromosoma, todas en orientacién LAG, una en pRmeGR4b en
LEAD y cinco en pRmeGR4c, tres de las cuales estan en orientacion LAG
y dos en LEAD. Ademads de estas copias completas, hay una copia parcial
(fragmento de 653 nt que tiene un 88 % de identidad con la regiéon de RmInt1
comprendida entre los nucleétidos 2 y 650) en el plasmido pRmeGR4b en
LAG. A pesar del alto nimero de copias de este intrén presentes en GR4, en-
contramos cuatro dianas (ISRm2011-2) adicionales en LEAD no invadidas,

tres en el cromosoma y una en pRmeGR4b.

Con respecto a RmInt2, S. meliloti GR4 contiene siete copias 100 % idénti-
cas, todas ellas insertadas en la IR de ISRm17; sin embargo, una de las copias
(marcada con un asterisco en la figura R3.3A) carece de la transposasa, en-
contrdndose la IR de ISRm17 dentro de la regién intergénica entre nifE y
nifX. En cuanto a la distribucién de las copias de este intrén en el genoma de
GR4, encontramos cuatro de ellas en pRmeGR4c, todas en orientacion LAG,
y tres en pRmeGR4d, de las cuales dos estdn en LAG y una en LEAD. No
existen més copias de ISRm17 en el genoma de este rizobio, pero puesto que
toda ISRm17 tiene dos IRs, todavia quedan cuatro dianas de RmInt2 sin in-
vadir, tres en pPRmeGR4c y una en pRmeGR4d, todas en LEAD. Ademas, de-
lante de la segunda copia de ISRm17 presente en pPRmeGR4c encontramos
otra copia de dicha IS pero truncada (fragmento que contiene desde el nu-
cleétido 1 hasta el 939 de ISRm17). Por tanto, existe una IRL adicional no
invadida en orientacién LEAD.

El genoma de S. medicae WSM419 contiene cuatro copias 100 % idénticas
de SmedIntl, tres de ellas insertadas en ISSme3 y la restante (marcada con
un asterisco en la figura R3.3B) interrumpiendo un gen que codifica una
proteina de funcién desconocida (gen Smed_4905). La distribucién genémi-
ca de las copias de SmedInt1 es: una copia en el cromosoma en orientacién
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Figura R3.3: Distribucién genémica de los tres intrones y dianas estudiados en
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sus cepas de origen. Los diagramas (no representados a escala) mues-
tran la localizacién y orientacion de estos elementos méviles respecto
al origen de replicacién en cada uno de los replicones de las cepas
S. meliloti GR4 (A) y S. medicae WSM419 (B). RmIntl e ISRm2011-2
aparecen en negro, RmInt2 e ISRm17 en rojo, y SmedIntl e ISSme3 »
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S. medicae WSM419

pSMEDO1
1.57 Mb

Cromosoma
3.78 Mb

S1p03-T1
LEAD 4

X, LEAD S1p02-2 £
pSMEDO3
220 kb

pSMED02

| = ISSme3

= ISRm2011-2
= ISRmI7

v SmedIntl

. v SmedIntl parcial

7
S1p02-1

<« en celeste. Los intrones que se encuentran en la cadena sentido o antisentido es-
tan representados fuera o dentro del circulo que forma el replicén respectivamente.
Las dianas situadas en la hebra que sirve como molde para la sintesis de la hebra
retardada o continua en la horquilla de replicacién se indican como LAG o LEAD
respectivamente. Marcadas con un asterisco se sefialan una copia de RmInt2 y otra
de SmedIntl, que estdn insertadas en la secuencia diana dentro de sus respectivas
ISs, pero les falta la IS completa.
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LAG, una en el plasmido pSMEDO1 en LAG y dos en pSMEDO02, de las
cuales una copia estd en LAG y otra en LEAD. También encontramos dos
copias parciales de este intrén, una en pSMEDO02 en LAG (fragmento de 639
nt un 88 % idéntico a la regién de SmedIntl comprendida entre los nucleé-
tidos 2 y 651) y otra en pSMEDO03 en LEAD, formada por dos pequefios
fragmentos unidos y con identidad a distintas zonas del intrén (uno de 404
nt que tiene un 93 % de identidad con la zona situada entre las posiciones
49 y 455 de SmedIntl; y otro de 287 nt un 81 % idéntico a la regién de dicho
intrén situada entre los nucleétidos 1.068 y 1.354). Llama la atencién que
esta dltima copia parcial encontrada en pPSMEDO03 se parece més a RmIntl
que a SmedIntl, conteniendo un primer fragmento de 417 nt con una iden-
tidad del 99 % con la zona comprendida entre las posiciones 37 y 455 de
RmlIntl1, y un segundo fragmento de 287 nt un 98 % idéntico a la region de
dicho intrén situada entre los nucleétidos 1.067 y 1.353. Ademds, esta cepa
contiene otra copia de ISSme3 sin invadir en pPSMEDO03 en LEAD.

Como hemos visto en el capitulo anterior, la presencia de las ISs en otros
genomas no va siempre acompafada de sus respectivos intrones. Asi, la
cepa GR4 presenta una copia de ISSme3 en orientacion LEAD en pRmeGR4b
que no se encuentra invadida por el intrén SmedIntl. WSM419 contiene dos
copias de ISRm2011-2 libres de RmIntl, una en el cromosoma en LEAD y
otra en pPSMEDO02 en LAG, y dos copias de ISRm17, una en pPSMEDO2 y otra
en pSMEDO3, con ninguna de las IRs invadidas por RmInt2.

R3.3 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOS INTRONES
DEL GRUPO II

RmlIntl, al igual que el resto de intrones del grupo II, consiste en seis
dominios estructurales entre los que aparecen interacciones terciarias. El
dominio IV presenta un ORF que codifica una proteina conocida como IEP
(proteina codificada por el intrén, del inglés Intron Encoded Protein), que
contiene, a su vez, varios dominios: el dominio reverso transcriptasa (RT), el
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dominio madurasa (X) y una regiéon C-terminal sin dominio endonucleasa
(Martinez-Abarca et al, 1998).

Analizando la estructura primaria de los tres intrones objeto de estu-
dio observamos una serie de mutaciones, que aparecen tanto en zonas de
bucle, que no afectan al plegamiento de la molécula, como en zonas de
apareamiento, donde se observan cambios compensados que permiten la
formacién de la estructura secundaria. En la figura R3.4 se muestra la es-
tructura secundaria predicha para RmlIntl, indicindose, a su vez, las mu-
taciones ocurridas en SmedIntl (en celeste) y RmInt2 (en rojo). Se observa
que todos los cambios acontecidos en SmedInt1 son sustituciones salvo una
insercion aguas abajo de la EBS2; sin embargo, RmInt2 presenta, ademas
de gran cantidad de sustituciones, varias inserciones y deleciones a lo largo
de su secuencia respecto a la de RmlIntl. Esto puede llevar a un cambio
en la longitud de los tallos y/o bucles, como ocurre por ejemplo en el do-
minio VI, donde las dos deleciones que encontramos en RmInt2 producen
la formacién de un solo tallo sin bucles y acabado en cuatro nucleétidos de-
sapareados (figura R3.5). La mayor parte de las interacciones terciarias que
aparecen entre los dominios no se ven afectadas por las mutaciones ocurri-
das en los nuevos intrones. Los cambios més significativos los encontramos
en las EBSs: la EBS1 de RmInt2 presenta cuatro nucleétidos diferentes; la
EBS2 ha cambiado en ambos intrones, siendo mds importante la delecién
encontrada en RmInt2, puesto que mueve la posicién de dicha EBS dentro
de la secuencia del intrén; y la EBS3 es distinta s6lo en RmInt2. Estos cam-
bios, asi como los ocurridos en las IBSs, serdn expuestos de manera mas
detallada el siguiente apartado.

Con respecto a la secuencia de aminoécidos de las proteinas codificadas
por estos intrones (figura R3.6), se observa que, al igual que ocurre con
la ribozima, la IEP con més variaciones es la codificada por RmInt2. Los
cambios se concentran hacia el final de la proteina, mientras que el do-
minio RT es el més conservado. Varias regiones del dominio RT y gran
parte del dominio madurasa presentan aminodcidos con propiedades muy
distintas a los que aparecen en RmlIntl, por tanto, la actividad de esos do-
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Figura R3.4: Estructura secundaria de los intrones del grupo IIB. Estructura propues-
ta para RmIntl donde se sefialan las mutaciones ocurridas en la secuen-
cia de RmInt2 (en rojo) y SmedIntl (en celeste). Este tipo de intrones estan
compuestos por seis dominios estructurales principales, que se indican con
niimeros romanos en gris. Las cajas, unidas por lineas, determinan las inter-
acciones terciarias entre los dominios del intrén. En morado, verde y azul se
representan las interacciones entre las IBSs-EBSs 1, 2 y 3 respectivamente.
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Figura R3.5: Comparacién de la estructura secundaria predicha del DVI de los
tres intrones estudiados. Se indican los cambios ocurridos en RmInt2
(enrojo) y SmedIntl (en celeste) con respecto a la secuencia de RmlInt1.

minios, al igual que las zonas de estructura secundaria predichas en ellos,
pueden verse afectadas. No obstante, entre las proteinas se conserva el mo-
tivo catalitico para la actividad reverso transciptasa (RYADD) que reside en
la regién 5 del dominio RT, y los dos residuos de tirosina (YY) dentro del
dominio madurasa. El dominio C-terminal en RmInt2 es practicamente dis-
tinto al que presentan los otros dos intrones, sin embargo, la cadena beta

que se forma en dicho dominio se mantiene en todos ellos.

R3.4 CARACTERISTICAS DELAS INTERACCIONES INTRON-DIANA

Se ha demostrado que para la movilidad in vivo del intrén RmInt1 se re-
quiere como minimo un DNA diana que se extienda desde la posicion -20
del ex6n 1 hasta la posicién +5 del exén 2, llamada diana -20/+5. En una
diana de esta longitud encontramos los diferentes elementos que forman
parte del reconocimiento del intrén. Los apareamientos de bases entre las
IBSs y EBSs (1, 2 y 3) de RmIntl han sido bien caracterizados, encontran-
dose un nucleétido conector entre las secuencias IBS 1y 2, llamado linker,
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Figura R3.6: Alineamiento de la secuencia de las proteinas codificadas por RmlInt1,
RmlInt2 y SmedIntl. Los aminoacidos idénticos a los presentes en la secuen-
cia de RmiIntl estan representados por guiones (-), mientras que las varia-
ciones se indican con el aminodcido por el cual ha cambiado. Enmarcados
se sefialan los residuos criticos del dominio RT5 y del dominio madurasa.
Bajo la secuencia se indican los limites de los dominios identificados: en
morado, de los dominios RT0 al RT7, en naranja, el dominio madurasa, y
en azul, la extensién C-terminal. Sobre la secuencia se muestra la prediccién
de la estructura secundaria (Jpred): en rectdngulos verdes las hélices alfa y
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Figura R3.7: Comparacién de la zona de reconocimiento de los intrones RmlIntl,
RmInt2 y SmedIntl, y las interacciones que presentan con sus res-
pectivas dianas. El diagrama muestra una diana de longitud -20/+5,
donde se representan los diferentes elementos que la componen, asi
como los apareamientos de bases IBS-EBS determinadas para RmlInt1
(Jiménez-Zurdo ef al, 2003) y predichas para RmInt2 y SmedIntl. La
linea de puntos vertical indica el sitio de insercién del intrén.

que no tiene una posicién de interaccién aparente en el RNA del intrén
(Jiménez-Zurdo et al., 2003). En base a este conocimiento y a la estructura
del RNA (figura R3.4), hemos podido determinar dichos apareamientos en
RmInt2 y SmedIntl. Para estos nuevos intrones, las interacciones IBS-EBS
1y 3 presentan un apareamiento Watson-Crick de bases total, sin embargo,
en la interaccién IBS2-EBS2 el apareamiento parece no ser total (figura R3.7).

En las EBSs de SmedIntl no existe ninguna variacién con respecto a las
de Rmlintl, salvo en el segundo nucleétido de la EBS2. Las IBSs presentes
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Tabla R3.2: Secuencia de la diana de SmedIntl1 segtin su localizacién genémica. Las
IBS1y2, enelexén 1, y la IBS3, en el exén 2, aparecen subrayadas.
En negrita se muestran los nucle6tidos que difieren de la secuencia de

ISSme3.
Localizacién genémica Secuencia invadida Exén 1 Ex6n 2
Cromosoma 1SSme3 AAGGGTGTTCTGTGACGAGA CGCCG
pSMEDO1-1 Smed_4905 GGAAGTGTTCATGGATGAAA CGCGT
PSMEDO02-1 1SSme3 AAGGGTGTTCTGTGACGAGA CGCCG
PSMEDO02-2 1SSme3 AAGGGTGITCTGTGACGAGA CGCCG

en la diana de este intrén (la secuencia de insercién ISSme3) tampoco han
sufrido muchos cambios: el tercer nucleétido de la IBS1 (posicién -5) ahora
es una C, que sigue apareando con la G que hay en el intrén; la IBS2 presen-
ta dos cambios, uno en la posicién -10 que compensa la mutacién ocurrida
en el intrén, y otro en la -9 que no da lugar a un correcto apareamiento de
bases; en la IBS3 se encuentra el mismo nucleétido que para RmIntl. El link-
er ha mutado, pero no debe afectar al movimiento del intrén puesto que no
interviene en el reconocimiento del mismo. Hay que sefialar que la copia
de SmedIntl que se encuentra interrumpiendo el gen Smed_4905 esta flan-
queada por unos exones distintos a la diana que presenta la secuencia de
insercion ISSme3 (tabla R3.2). En la diana contenida en ese gen, la IBS3 no
ha cambiado, y aunque la IBS1 presente dos cambios, éstos son compen-
sados y permiten la unién con la EBS1. La IBS2 contiene dos nucleétidos
diferentes, que dejan una base desapareada al interaccionar con la EBS2.
Sin embargo, ese desapareamiento se encuentra en una posicién distinta al

que se genera cuando el intrén se une a la diana ISSme3.

Las EBSs de RmInt2, asi como las IBSs presentes su diana (la IR de ISRm17),
si han cambiado considerablemente con respecto a lo observado en RmlInt1.
A pesar de ello, sigue habiendo apareamiento de bases en todos los ca-
sos salvo en la interacciéon IBS2-EBS2, donde, en la posicién -11, no encon-
tramos complementariedad de bases. Debido a la delecién en RmInt2 del
U presente en la EBS2 de RmInt1 (figura R3.4), hemos tenido que analizar
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Tabla R3.3: Secuencia de la diana de RmInt2 segtin su localizacion genémica. La
zona distal de los exones 1 y 2 aparece subrayada. En negrita se mues-
tran los nucleétidos que varfan entre secuencias. Las IRs invadidas por
el intron RmInt2 se indican con la letra I entre paréntesis.

Localizacién genémica IR-ISRm17 Exén1 Ex6n 2

IRL (I) TAGTCTAGTGCCCATCCATA AACAG
pRmeGR4c-1

IRR TAGACTAGTGCCCATCCATA AACGC
pRmeGR4c* - TACGCTAGTGCCCGTCCATA AACGC
pRmeGR4c-2" IRL TAGTCTAGTGCCCGTCCATA AACAG

IRL TAGACTAGTGCCCATCCATA AACAG
pRmeGR4c-2

IRR (I) TAGACTAGTGCCCGTCCATA AACGC

IRL (I) TAGACTAGTGCCCATCCATA AACAG
pRmeGR4c-3

IRR TAGTCTAGTGCCCATCCATA AACGC

IRL TAGACTAGTGCCCATCCATA AACAG
pRmeGR4d-1

IRR (I) TAGTCTAGTGCCCGTCCATA AACGC
pRmeGR4d-2 IRL (I) TTAGCTAGTGCCCATCCATA AACAG

IRR (I) CTAGCTAGTGCCCGTCCATA AACGC

* secuencia diana que carece de ISRm17 completa
/\ copia truncada de ISRm17 (contiene desde el nucleétido 1 hasta el 939) que se encuentra
delante de la segunda copia de dicha IS presente en pRmeGR4c

en detalle los nucleétidos préximos a esta zona para encontrar la posicién
Optima de la EBS2 en RmInt2. La secuencia mostrada en la figura R3.7 es
la que mejor predice la posible IBS2, aunque presente ese desapareamien-
to de bases. Esta propuesta supone un desplazamiento en secuencia de la
IBS2 con respecto a RmlIntl, y causa, a su vez, que el linker esté formado por
dos nucleétidos en vez de por uno. Ademas, hay que destacar que la posi-
cién -7 es variable y puede ser una G o una A (tabla R3.3), aunque ambos
nucleétidos interaccionan con la T del intrén.

Si observamos las regiones distales del DNA diana, tanto del exén 1 (posi-
ciones -20 a -15) como del exén 2 (posiciones +2 a +5), encontramos que
son completamente distintas entre intrones. En el caso de RmInt2, la zona
distal del exén 1 estd formada por la DR de ISRm17, que varia segtn la lo-
calizacién gendémica de dicha IS. Ademas, el intrén reconoce la secuencia
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diana desde el extremo 5" hacia el 3’, por consiguiente, la DR se lee en senti-
do en una de las IRs y en antisentido en la otra. Esto causa que los dltimos
cuatro nucle6tidos del exén 1 sean distintos entres secuencias (tabla R3.3).
Para obtener una diana de longitud -20/+5 hemos determinado su secuen-
cia en base a la repeticion de cada nucleétido en las distintas posiciones. Asf,
el nucle6tido mayoritario en la posiciéon -20eslaT,enla-19esla A, enla-18
laGyenla-171a A (TAGA). La eleccién de los dos nucleétidos diferentes
del exén 2 se bas6 en el nimero de lecturas que, tras la secuenciaciéon de
GR4, se emparejaban con esa regién. Aunque existe el mismo ntimero de
secuencias diana que presentan el final AG que GC, el namero de lecturas
solapadas sobre esa zona era ligeramente mayor para el final AG. Por ulti-
mo, se decidié que la posicién variable -7 fuera una G debido a que la IR
que se encuentra mds veces invadida en GR4 presenta dicho nucleétido.

Las dianas analizadas en este apartado (figura R3.7) son las que se intro-
dujeron en un vector para crear los plasmidos receptores (ver Material y
Métodos, apartado M.2.2) usados en los ensayos de movilidad que posterior-

mente se realizaron con los intrones.

R3.5 ESCISION Y MOVILIDAD DE LOS DISTINTOS INTRONES
R3.5.1 Ensayos con formas de intrén silvestre

Debido a todos los cambios ocurridos en la secuencia tanto de la ribo-
zima como de la proteina de los intrones RmInt2 y SmedIntl, nos pregun-
tamos si su capacidad de escisién y movilidad eran comparables a las de
RmlIntl. Con el fin de averiguar si los nuevos intrones se escindian, lleva-
mos a cabo un ensayo de extension a partir de cebador (ver Material y Méto-
dos, apartado M.9). En el ensayo se analizaron, mediante dos oligonucle6ti-
dos distintos, muestras procedentes de células de RMO17 que expresaban
cada uno de los intrones silvestres (figura R3.8A). Tras realizar una electro-
foresis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 6 % con dichas muestras,
se observaron varios productos de extension (figura R3.8B). Con SmedIntl
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aparecié una banda de 97 nt, mientras que el oligonucleétido usado con
RmInt2, complementario a una zona més alejada del inicio del intrén (figu-
ra R3.81C), gener6 dos bandas: una de 105 nt y otra de 104 nt. Las bandas
de 97 nt y 105 nt corresponden al producto de escisién de ambos intrones.
La banda de 104 nt observada en la muestra de RmInt2 todavia no ha sido

caracterizada.

Tras comprobar que los nuevos intrones mantenian la capacidad de es-
cisién, nos preguntamos si éstos podrian insertarse en la diana donde han
sido encontrados a pesar de que la interacciéon IBS2-EBS2 presenta desa-
pareamiento de bases en ambos intrones. Para ello planteamos un ensayo
de movilidad que sigue un sistema de dos plasmidos (ver Material y Méto-
dos, apartado M.10), uno donador que contiene cada uno de los intrones
silvestres (figura R3.8A), y otro receptor que presenta la diana de insercién
para esos intrones en ambas orientaciones, LAG y LEAD (figura M.3B y
M.3C). El resultado de los eventos de movilidad (figura R3.8D) se analiz6
mediante hibridaciéon DNA-DNA con una sonda especifica del plasmido
receptor (sonda Tc; tabla M.5). La digestion del DNA plasmidico con Sall
permite diferenciar el producto de homing (H), de 3’3 kb, del pldsmido re-
ceptor sin invadir (R), de 1’4 kb, y por tanto, permite calcular la eficiencia
de invasién aplicando la férmula: H/(H+R). Para comprobar que realmente
la banda del producto de homing es el resultado de un evento de invasién y
no una reaccién cruzada (inespecificidad de la sonda), se realizaron nuevas
hibridaciones de la membrana con una sonda especifica de cada intrén. Asi
se puso de manifiesto la banda correspondiente al producto de homing y al
plasmido donador (D), que con Sall se lineariza (7’2 kb). En las muestras de
RmInt2 encontramos dos bandas adicionales (que aparecen al hibridar tan-
to con la sonda Tc como con la sonda RmInt2), una de aproximadamente
52 kb (H2) y otra algo inferior a los 94 kb (D2). Ambas tienen el tamafio
correspondiente a un plasmido con intrén (producto de homing o pldsmido
donador) que ha sufrido una nueva invasién del intrén.

El porcentaje de movilidad de cada muestra es el resultado de la media de
la eficiencia de invasién, con su correspondiente error estandar, de al menos
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cuatro colonias individuales de transconjugantes de RMO17 multiplicado
por 100. Este porcentaje es mayor en RmInt2 (68 %) que en SmedInt1 (51 %)
cuando la invasién se produce en la diana situada en orientacién LAG. Sin
embargo, SmedIntl presenta mayor eficiencia de movilidad sobre la diana
en orientaciéon LEAD (35 %) que RmInt2 (28 %). No obstante, en ambos in-
trones los eventos de invasién ocurren con mayor frecuencia sobre la diana
localizada en la hebra que sirve de molde para la sintesis de la cadena re-
trasada en la horquilla de replicacion.

R3.5.2 Ensayos con formas de intrén derivadas (AORF)

En trabajos previos se ha descrito que la eficiencia de movilidad del in-
tron RmiIntl se mejora generando una construcciéon donde la IEP se en-
cuentra delante de la ribozima (AORF), pldsmido denominado pKGEMAA4.
Expresado desde este plasmido, RmlIntl presenta una eficiencia de movili-

Figura R3.8: Ensayos de escision y movilidad de RmInt2 y SmedIntl. (A) Diagrama
de la construccién donadora usada en estos ensayos. (B) Para la reaccién
de extensién a partir de cebador se extrajo RNA total de células de RMO17
que portan un plasmido con el intrén silvestre. Los carriles T, A, G, C repre-
sentan la escalera de nucleétidos producida para determinar el tamafio de
banda correcto del intrén RmInt2 escindido, indicado con una flecha. (C)
Representacion de la reaccién de extension con el cebador usado para cada
intrén sobre una molécula de éste no escindida. La linea de puntos indica el
nucleétido de parada de dicha reaccién, y a la derecha se muestra el produc-
to de escision esperado. También se destaca la A desapareada del dominio
VI. (D) El ensayo de movilidad se llevé a cabo en células de RMO17 que
contienen un pldsmido donador y otro receptor (con la diana especifica para
cada intrén en ambas orientaciones LAG y LEAD). Las hibridaciones DNA-
DNA muestran cinco tipos de moléculas, representadas esqueméaticamente
a la derecha de éstas, siendo: R, pldsmido receptor sin invadir; H, producto
de homing; H2, producto de homing con una segunda invasion; D, plasmido
donador; D2, plasmido donador que ha sufrido una invasién. La eficiencia
de homing de cada intrén (calculada como [H/(H+R)]*100), con su correspon-
diente error estdndar, se muestra en el grafico de barras.

<« (P4gina anterior)
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dad dos veces superior a la del intrén en su forma silvestre (Nisa-Martinez
et al,2007). Basdndonos en este plasmido, se generaron construcciones simi-
lares para los nuevos intrones estudiados (ver Material y Métodos, aparta-
do M.2.1; figura R3.9A).

El anélisis llevado a cabo mediante extension a partir de cebador (ver Ma-
terial y Métodos, apartado M.9) revel6 que los intrones RmInt2 y SmedInt1
en su forma derivada AOREF, al igual que en su forma silvestre, eran ca-
paces de escindirse, dando lugar a los mismos productos de escision (figura
R3.9C). En las muestras de RmIntl y SmedInt1, donde el ensayo se realiz6
con el oligonucle6tido 97mer, aparecié una banda de 97 nt. En el caso de
RmInt2, donde se us6 el oligonucle6tido 105mer, se gener6é una banda de
105 nt (correspondiente al producto de escisién) y otra de 104 nt (atin no

caracterizada).

Con este tipo de construcciones también llevamos a cabo ensayos de
movilidad (ver Material y Métodos, apartado M.10) en células de RMO17
donde se introdujeron uno de estos plasmidos donadores y el plasmido re-
ceptor con la diana de cada ribozima en ambas orientaciones, LAG y LEAD.

Figura R3.9: Ensayos de escisién y movilidad de la forma derivada AORF de los tres
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intrones estudiados. (A) Representacion de las construcciones donadoras
usadas en estos ensayos, donde la IEP se encuentra aguas arriba de la ri-
bozima. (B) Resultado de la extensién a partir de cebador llevada a cabo
con RNA total extraido de células de RMO17 que portan cada una de las
construcciones donadoras. A su derecha se muestra el producto de escisién
esperado para cada intrén. (C) El ensayo de movilidad se realiz6 en célu-
las de RMO17 que llevan un plasmido donador y otro receptor (con la dia-
na especifica para cada intrén en ambas orientaciones LAG y LEAD). Las
hibridaciones DNA-DNA muestran seis tipos de moléculas, representadas
esqueméticamente debajo de éstas, siendo: R, pldsmido receptor sin invadir;
H, producto de homing; H2, producto de homing con una segunda invasion;
X, banda inespecifica; D, plasmido donador; D2, plasmido donador que ha
sufrido una invasién. La eficiencia de homing de cada intrén (calculada co-
mo [H/(H+R)]*100), con su correspondiente error estindar, se muestra en el
grafico de barras.
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El resultado se muestra en la figura R3.9D, donde, tras una hibridacién
DNA-DNA con sondas especificas del plasmido receptor y de los intrones,
aparecieron las bandas caracteristicas de este tipo de ensayos: una banda
correspondiente al plasmido receptor sin invadir (R) y al producto de hom-
ing (H) cuando hibridamos con la sonda Tc, y una banda correspondiente
al producto de homing y al plasmido donador (D) cuando se hibridé con
la sonda del intrén. Esto ocurrié en las muestras de RmIntl y SmedIntl,
sin embargo, en las de RmInt2 encontramos bandas adicionales correspon-
dientes a pldsmidos que, conteniendo una copia de intrén, sufrieron un nue-

vo evento de invasién (bandas H2 y D2).

Respecto a la movilidad de estas formas de intrén derivadas, RmIntl
mostré la mayor eficiencia (81 %) cuando la invasién tiene lugar sobre la
diana situada en orientaciéon LAG. El porcentaje de movilidad de RmInt2
no se alejé mucho (69 %), sin embargo, la eficiencia de SmedInt1 fue casi la
mitad que la de RmIntl (46 %). En el resultado del ensayo sobre la diana

Tabla R3.4: Eficiencias de escisién y movilidad sobre la diana en ambas orien-
taciones, LAG y LEAD, de todas las construcciones con intrones
quiméricos y formas AORE.

Plasmido % Escision % Homing
LAG LEAD
pKGIEPR2AORFR2 10040 69+3 2740
pKGIEPS1AORFR2 178413 0+0 0+0
pKGIEPR1AORFR2 379422 5+1 0+0
pKGIEPR2AOREFS] 15+4 0+0 0+0
pKGIEPSTAORFS1 10040 4642 2541
pKGIEPR1AOREFS] 71+27 6+6 0+0
pKGIEPR2AORFR1 3444 0+0 0+0
pKGIEPSTAORFR1 54410 4942 8+5
pKGIEPR1AORFR1 10040 81+2 3242
pKGIEPdVAOREFR1 0+0 0+0 0+0
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en orientaciéon LEAD se observé una relacién similar, donde RmlInt1 sigue
siendo el intrén con mayor porcentaje de movilidad (32 %). No obstante, el
rango de eficiencia de invasién de los tres intrones en este caso fue inferior
al obtenido con la diana en LAG, presentando RmInt2 un 27 % y SmedInt1
un 25 % (tabla R3.4).

R3.5.3 Ensayos con formas de intré6n quiméricas.

En base a estudios filogenéticos se ha sugerido una coevolucién entre la
ribozima y la proteina de los intrones del grupo II (Toor et al, 2001). Sin
embargo, no hay datos empiricos mediante el uso de intrones quiméricos
que lo demuestren. Una vez analizada la escisiéon y movilidad de las nuevas
construcciones donadoras de intrén, donde la IEP se encuentra aguas arriba
de la ribozima, y sabiendo que los tres intrones estudiados estdn muy rela-
cionados evolutivamente, nos preguntamos si las proteinas y las ribozimas
de estos intrones podrian intercambiarse. Para resolver esta cuestién, gener-
amos una serie de plasmidos donadores siguiendo la misma estrategia que
para la construccién de la forma derivada AORF de los intrones a partir
de pPKGEMA4 (ver Material y Métodos, apartado M.2.1). Estos nuevos plés-
midos donadores, que contienen intrones quiméricos, se representan en la
figura R3.10A.

Primeramente analizamos la escisiéon de estos intrones quiméricos me-
diante extensién a partir de cebador (ver Material y Métodos, apartado
M.9). En las muestras que contenian pldsmidos con el AORF de RmInt2
se uso, para la extension, el oligonucle6tido 105mer, mientras que para las
muestras que presentaban construcciones con las ribozimas de RmIntl y
SmedInt1 se utiliz6 el oligonucle6tido 97mer. Como hemos comentado para
construcciones anteriores, en las muestras con ribozima R1 y S1 apareci6
una banda de 97 nt, y con ribozima R2 una banda de 105 nt y otra de 104
nt. Las bandas correspondientes al producto de escision de esas ribozimas
(bandas de 97 nt y 105 nt) son las que se usaron para cuantificar el proce-

so de escision en cada una de las construcciones con intrones quiméricos.

271



CAPITULO 3

A

PKGIEPR2AORFS1
R2-Sl E num vvi
El E2
v
—_—

IEP RmInt2 AORF SmedInt1

1

pPKGIEPR2AORFR1
R2-R1 e yyvi
E1 ([ E2

—_—
IEP RmInt2 AORF Rmlint1

1

pKGIEPS1AORFR2
S 1 -RZ o vvi
E1 ] E2

IEP SmedInt1 AORF RmInt2

1

pPKGIEPS1AORFRI1
Sl-Rl o yvi
El ] E2

IEP SmedInt1 AORF Rmlnt1

PKGIEPRIAORFR2
Rl -RZ n vl
E1l ] E2

D ——
IEP RmlInt1 AORF RmInt2

1

PKGIEPR1AORFS1
RI-SI nm vvi
E1 (|| E2

—_—
1EP RmlInt1 AORF SmedInt1

272

B

AORF —
IEP = R2 S1 R1 R2 S1 R1 R2 S1 R1 R1

C

105 nt
~ =
104 nt 7] =

97 nt — -

AORF —
IEP = R2 S1 R1 R2 S1 R1 R2 S1 R1 R1

S

Eficiencias de escision

H»
R»

N W A
[ R —
SRR

1 1 1

y movilidad (%)
S

R2 S1 R1 DV

1 2 345 6 78 910

R2 S1 R1 DV

=}
I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

M Escision
H-LAG




ESCISION Y MOVILIDAD DE LOS INTRONES

El porcentaje de escision de estas nuevas construcciones es la media de al
menos tres muestras independientes, y se calcul6 en relacién a cada plés-
mido AORF de referencia, en los que consideramos una eficiencia del 100 %
(tabla R3.4). Como se observa en la figura R3.10B, sélo la ribozima R2 pre-
sentd un porcentaje de escisiéon mayor al ser complementada por la proteina
de los otros intrones que con la suya propia. Asi, la IEP R1 gener6 una es-
cisién de la ribozima R2 del 379 %, y la IEP S1 del 178 %. Con respecto a la
escisiéon del AORF S1, éste presenté un 71 % de eficiencia cuando se esta-
ba expresando la proteina R1 y un 15 % cuando lo hacia la IEP R2. Por su
parte, la ribozima R1 mostré un porcentaje de escisién del 54 % con la pro-
tefna S1 y un 34 % con la R2. Como control negativo utilizamos un derivado
de pPKGEMA4, llamado pKGEMA4DV, que contiene una mutacién hacia el
final del dominio V de la ribozima que afecta a la triada catalitica. Esta mu-
tacion provoca la pérdida de la actividad catalitica y hace, por tanto, que la
ribozima no sea funcional.

Posteriormente realizamos ensayos de movilidad (ver Material y Méto-
dos, apartado M.10) en células de RMO17 con todas las quimeras sobre la

Figura R3.10: Ensayos de escisién y movilidad de las quimeras proteina-ribozima. (A)
Representacion de las seis construcciones donadoras de intrones quiméri-
cos, donde la IEP de cada intrén se asocia a un AORF diferente. RmIntl
aparece en negro, RmInt2 en rojo, y SmedIntl en celeste. (B) Andlisis por
extension a partir de cebador realizada con RNA total extraido de células
de RMO17 que contienen un plasmido con la IEP y el AORF del intrén indi-
cado en cada muestra. Como control negativo se usé un mutante de RmlInt1
en el dominio V. (C) El ensayo de movilidad se llevé a cabo en células de
RMO17 que portan un plasmido donador (con la IEP y el AORF del in-
tron indicado) y otro receptor (con la diana especifica para cada intrén, de-
pendiendo de la ribozima presente en el plasmido donador, en orientacién
LAG). Una hibridacién con la sonda Tc pone de manifiesto el plasmido re-
ceptor (R) y el producto de homing (H). (D) La eficiencia de escisién de
cada quimera (calculada en relacién a la molécula IEP-AOREF del intrén de
referencia), la eficiencia de homing sobre la diana en LAG (calculada como
[H/(H+R)]*100) y sus correspondientes errores estdindares se muestran en
el grafico de barras.

<« (P4gina anterior)
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CAPITULO 3

secuencia de insercién correspondiente para cada ribozima. Asi pues, para
los plasmidos que contienen el AORF de RmIntl el ensayo se realiz6 con la
diana ISRm2011-2 (pJB0.6LAG y p]B0.6LEAD; tabla M.2), para RmInt2 con
la IR de ISRm17 (p]BISRm17LAG y p]BISRm17LEAD; figura M.3C), y para
SmedIntl con la diana ISSme3 (p]BISSme3LAG y p]BISSme3LEAD; figura
M.3B). Como se observa en la figura R3.10C, sélo cuatro construcciones
presentaron eventos de movilidad tras realizar una hibridacién DNA-DNA
con la sonda Tc, que pone de manifiesto el pldsmido receptor (R) y el pro-
ducto de homing (H). En el apartado anterior analizamos la movilidad de los
plasmidos que contienen la proteina y la ribozima del mismo intrén (forma
derivada AORF), y observamos que RmInt1 era el intrén con mayor eficien-
cia de homing (tabla R3.4). Tres de las construcciones con intrones quiméri-
cos no fueron capaces de invadir la diana en orientaciéon LAG (S1-R2, R2-S1
y R2-R1). El resto mostraron un bajo porcentaje de invasién (R1I-R2un 5%y
R1-51 un 6 %), salvo la quimera S1-R1 que presenté un 49 %. Con respecto
a la invasion de la diana en LEAD, sélo la construccién S1-R1, ademaés de
la forma AORF de los tres intrones, presenté movilidad, con una eficiencia
del 8 % (tabla R3.4).

R3.6 PAPEL DE LA IEP EN EL RECONOCIMIENTO DE LA DIANA:
CONSTRUCCION DE DIANAS QUIMERICAS

Los ensayos realizados con los intrones quiméricos proporcionaron un
dato sorprendente: la quimera R1-R2, a pesar de presentar un alto nivel
de escision del AORF R2, no presenté invasién de su diana. No obstante,
en apartados previos hemos puesto de manifiesto la movilidad del intrén
RmInt2 tanto en su forma silvestre como derivada AORF. Por consiguiente,
esta ausencia de movilidad sugiere que la proteina debe estar jugando un
papel importante en el proceso de reconocimiento de la diana. Esto nos
llevé a generar un plasmido receptor que incluye una diana donde la parte
que contiene el linker y las IBSs, reconocidas por la ribozima R2, pertenece
a su diana original (la IR de ISRm17), y la zona distal de los exones 1y 2 (en
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Figura R3.11: Ensayo de movilidad sobre dianas quiméricas. (A) Diagrama de la cons-
truccién donadora usada en estos ensayos. (B) Apareamiento de bases en-
tre RmInt2 y dos dianas quiméricas compuestas por la zona distal de los
exones 1y 2 de ISRm2011-2 (en negro) y las IBSs y el linker de la IR de
ISRm17 (enrojo). La diana quimérica -21/+5 contiene una T extra (en verde)
entre la zona distal del exén 1 y la IBS2. La linea de puntos vertical indica
el sitio de insercién del intrén. (C) Resultado del ensayo de movilidad rea-
lizado en células de RMO17 que portan un pldsmido donador (el R1-R2)
y otro receptor (con las dianas quiméricas en ambas orientaciones LAG y
LEAD). Las hibridaciones DNA-DNA muestran dos tipos de bandas, la del
plasmido receptor (R) y la del producto de homing (H).
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teoria reconocidas por la proteina) se corresponden con la diana ISRm2011-
2 (ver Material y Métodos, apartado M.2.2; figura M.3D y M.3E). Esta se
denominé diana quimérica -20/+5, para diferenciarla de una segunda dia-
na quimérica que se propuso siguiendo las caracteristicas descritas para
RmiIntl, donde se conoce que la T en posicién -15 es critica para el homing
(Jiménez-Zurdo et al, 2003). Ademas, esa T -15 dentro de la diana ISRm2011-
2 se encuentra separada de la IBS2 por un nucleétido. Por esta razén, a la
quimera -20/+5 se le introdujo una T extra entre la zona distal del exén 1y
la IBS2, dando lugar a la diana quimérica -21/+5 (figura R3.11B).

Con el fin de realizar un ensayo de movilidad (ver Material y Métodos,
apartado M.10), se transfiri6 la construcciéon donadora R1-R2 y cada uno
de los plasmidos receptores con las dianas quiméricas (-20/+5 y -21/+5)
en ambas orientaciones, LAG y LEAD, a células de RMO17. El DNA se di-
girié con Sall y se hibrid6 con sondas especificas del plasmido receptor y
del intrén. El resultado de esas hibridaciones DNA-DNA se muestra en la
figura R3.11C. En ella observamos que con la sonda Tc s6lo aparecié una
banda en el carril correspondiente al plasmido receptor que contiene la dia-
na quimérica -20/+5 en LAG, cuya cuantificacién revelé un porcentaje de
movilidad del 27 %. No obstante, al hibridar con la sonda del intrén se ob-
servaron dos bandas adicionales muy tenues en las muestras pertenecientes
ala diana quimérica -20/+5en LEAD y ala-21/+5 en LAG. Las nuevas ban-
das, no cuantificables con la sonda Tc, ponen de manifiesto que ocurrieron
eventos de invasion en esas dianas quiméricas pero en baja proporcién.

R3.7 REGION DE LA IEP IMPLICADA EN LA MOVILIDAD DEL
INTRON: CONSTRUCCION DE UNA IEP QUIMERICA

En el apartado anterior hemos demostrado la importancia que tiene la
zona distal de los exones de la diana sobre la movilidad de un intrén cons-
tituido por la proteina de RmiIntl y la ribozima de RmInt2. En él sugeri-
mos que la IEP juega un papel fundamental durante el proceso de movi-
lidad. Molina-Sanchez et al (2010) pusieron de manifiesto que, en la regién
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Figura R3.12: Ensayos de escisién y movilidad de un plasmido que incluye un in-
tréon con una IEP quimérica. (A) Representacion de la construccion
donadora usada en estos ensayos, donde se ha intercambiado la parte
C-terminal de la proteina de RmlInt1 por la de RmInt2 (los tltimos 20
aminodcidos de la proteina) en la quimera R1-R2. (B) Analisis por ex-
tension a partir de cebador llevada a cabo con RNA total extraido de
células de RMO17 que contienen el plasmido indicado en cada mues-
tra. A la derecha se muestra la eficiencia de escisién de éstas con su
correspondiente error estdndar. (C) Resultados del ensayo de movili-
dad realizado en células de RMO17 que portan un plasmido donador
y el pldsmido receptor con la diana de RmInt2 en orientacién LAG.
Las hibridaciones DNA-DNA muestran dos tipos de bandas, la del
plasmido receptor (R) y la del producto de homing (H).
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C-terminal de la IEP, una «-hélice predicha y los tltimos aminodcidos eran
requeridos especificamente para la insercién de RmInt1 en su DNA diana. A
su vez, la regiéon C-terminal de la proteina es la méas divergente entre la IEP
de RmIntl y RmInt2. Por todo ello, decidimos generar un plasmido dona-
dor de intrén que contiene la ribozima R2 y una proteina con la regién RT
y madurasa de RmlInt] y la regién C-terminal de RmInt2 (desde el aminoa-
cido 400 al 419, ambos inclusive; figura R3.12A). Esta proteina quimérica
se obtuvo mediante una PCR de extensién por solapamiento (OE-PCR; ver
Material y Métodos, apartado M.6.3; figura M.5) a partir de la forma AORF
derivada de RmIntl y RmInt2. Con esta nueva construccion se realizaron
los mismos ensayos que con construcciones anteriores: extension a partir
de cebador y ensayo de movilidad.

Para conocer si esta IEP quimérica era capaz de complementar al AORF
R2, y asi generar productos de escisién, se hizo una extensioén con el ce-
bador 105mer a partir de RNA extraido de células de RMO17 que portan
esa nueva construccion IEPQ. Como controles de la reaccion de extension
se pusieron la quimera R2-R2 y R1-R2, para poder comparar el porcentaje
de producto escindido que presenta esta nueva quimera IEPQ. Tomamos de
referencia el nivel de escision de la forma AORF derivada de RmInt2, al que
le dimos el valor del 100 %. En la figura R3.12B se observa que la proteina
quimérica no generd una complementacién tan buena sobre la ribozima R2
como la IEP R1, incluso el nivel de producto escindido fue inferior al que
present6 cuando se expresaba la IEP R2. El porcentaje de escisién de las dos
construcciones quimeras en relacién al plasmido R2-R2 fue del 303 % para
R1-R2 y del 60 % para IEPQ. A pesar de esta baja cantidad de ribozima es-
cindida mostrada por la IEPQ, realizamos un ensayo de movilidad usando,
de nuevo, estas tres quimeras. Las hibridaciones DNA-DNA con sondas
especificas del plasmido receptor y del intrén (figura R3.12C) mostraron
eventos de movilidad tan solo en la forma derivada AORF de RmInt2.
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R3.8 MOVILIDAD DE LOS INTRONES RmInt1 Y RmInt2 EN E. coli

Debido a la utilidad como herramienta biotecnolégica que tienen este
tipo de elementos moviles, decidimos comparar la movilidad de los in-
trones RmIntl y RmInt2 en el fondo genético de la y-proteobacteria E. coli.
En esta bacteria se han llevado a cabo diversos estudios sobre la movili-
dad del intrén LLItrB de Lactococcus lactis (Zhong et al, 2003) y de RmInt1l
(Garcia-Rodriguez et al, 2011).

Para determinar la movilidad de los intrones RmInt1 y RmInt2 en E. coli
planteamos un ensayo de doble plasmido (ver Material y Métodos, aparta-
do M.10), en el cual utilizamos los pldsmidos donadores de intrén en su for-
ma silvestre y derivada (pKG2.5 y pKGEMA4 para RmlIntl, y pKGRmInt2
y pPKGEMAA4R2 para RmInt2, respectivamente), y los pldsmidos receptores
que portan la diana de cada intrén en ambas orientaciones, LAG y LEAD
(figura R3.13). RmIntl no mostré eventos de invasion sobre la diana en
orientacion LEAD. El porcentaje de movilidad que presenté dicho intrén
en su forma derivada AOREF sobre la diana en LAG fue cuatro veces supe-
rior a la eficiencia mostrada por su forma silvestre (27 % frente a 7 %). Sin
embargo, la relacién entre estas dos formas del intrén RmInt2 no fue la mis-
ma. Su forma derivada AORF mostré un porcentaje de movilidad sobre la
diana en LAG del 34 %, mientras que el porcentaje observado en su forma
silvestre fue del 41 %. RmInt2 también mostré movilidad sobre la diana en

orientaciéon LEAD, aunque sélo su forma silvestre (16 %).

R3.9 DISCUSION

En este capitulo se ha llevado a cabo la descripcion y caracterizacion
funcional de dos nuevos intrones del grupo II relacionados con el intrén
RmlIntl y de la secuencia diana a la que se encuentran asociados. Ademas,
nuestro estudio ha corroborado en parte la coevolucién ribozima-proteina
que se ha sugerido que siguen estos retroelementos (Toor et al, 2001). La
mayoria de intrones de este tipo identificados hasta la fecha interrumpen
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Figura R3.13: Ensayo de movilidad de RmIntl y RmInt2 en E. coli. Este ensayo se
llevé a cabo con las formas silvestres y derivadas AORF de RmInt1
(pKG2.5 y pPKGEMA4) y RmInt2 (pKGRmInt2 y pKGEMA4R2), cuyo
resultado se muestra en (A) y (B) respectivamente. Las imagenes
muestran, de izquierda a derecha, el gel de agarosa y sus hibrida-
ciones con una sonda especifica del plasmido receptor y de los in-
trones. En cada carril se indica la orientacién de la diana en el plds-
mido receptor usado: ISRm2011-2 para RmiIntl y la IR de ISRm17
para RmInt2. Las hibridaciones DNA-DNA muestran el plasmido re-
ceptor sin invadir (R) y el producto de homing en cada caso (H y H’).
La x sefiala bandas inespecificas de la hibridacién. La eficiencia de
movilidad de cada intrén (calculada como [H/(H+R)]*100), con su
correspondiente error estdndar, se muestra en el gréfico de barras.
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elementos moviles como secuencias de insercién y transposones, generan-
do una asociacién que es posible que favorezca la propagacién y disper-
sién de esos intrones dentro de un mismo genoma y entre distintas especies
(Martinez-Abarca & Toro, 2000; Nisa-Martinez et al, 2007).

Una parte del capitulo ha estado destinada a la descripcién y compara-
cién de los tres intrones que hemos considerado como representativos den-
tro del grupo de intrones tipo RmlInt1 (andlisis realizado mediante arboles
filogenéticos en el capitulo 2 de esta Tesis Doctoral; figura R2.1): RmIntl,
RmInt2 y SmedIntl. Primeramente hemos estudiado en detalle la secuencia
de insercién que invaden cada uno de ellos (figura R3.1), y, a su vez, hemos
descrito una nueva IS perteneciente a la familia IS66. Las ISs de esta familia
se caracterizan por tener un tamafio de unas 2’7 kb, IRs de 15-27 pb, DRs de
8 pb y tres ORFs orientados en la misma direccién. Entre los dos primeros
(tnpA y tnpB) aparece una secuencia ATGA, mayoritariamente, 0 GTGA; el
tercero es de mayor longitud y contiene el motivo catalitico DDE de la trans-
posasa. La proteina codificada por tnpA muestra similitud con el ORFA de
ISs pertenecientes a la familia IS3 y contiene un dominio de unién al DNA
HTH (Schneiker et al, 1999). La secuencia de insercion descrita en esta Tesis
Doctoral (ISSme3) también presenta esas caracteristicas tipicas de la familia
IS66 (dominio HTH, motivo catalitico DDE), con alguna excepcién como
el nimero de ORFs. Practicamente todos los elementos de la familia 1566
presentan un solapamiento en el marco de lectura al final de tnpA e inicio
de tnpB. Entre estos ORFs, ISSme3 presenta la secuencia minoritaria GTGA,
que s6lo se encuentra en las dos ISs con las que hemos relacionado esta
nueva ISSme3 estructuralmente (ISRsp1) y respecto a secuencia (IS693; figu-
ra R3.2). La transposasa de ISRm2011-2 se produce gracias a un mecanismo
de cambio en el marco de lectura durante su traduccién (Selbitschka et al,
1995), sin embargo, los elementos de la familia IS66 no presentan la estruc-
tura necesaria para ese cambio en el marco de lectura. Por este motivo, se
ha sugerido que se producen las tres proteinas de manera independiente en
proporciones adecuadas y forman un complejo que acttia como transposasa

para promover la transposicién (Han ef al, 2001).
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Como la mayoria de miembros de la familia IS66 que contienen dos IRs,
ISSme3 estd flanqueada por secuencias repetidas directas de 8 pb, lo cual
es indicativo de que ese elemento realiza el mecanismo de transposicién vy,
como consecuencia, duplica una secuencia de 8 pb en el sitio diana. Se ha
descrito que los tres ORFs que contiene 1S679 son esenciales para su trans-
posicién (Han et al, 2001), sin embargo, nosotros no hemos analizado experi-
mentalmente esa caracteristica en ISSme3. La distribucién de esta nueva IS
es amplia dentro de los rizobios y, al igual que 1S679, presenta diferentes
DRs en cada sitio de insercién (tabla R3.1). Han et al (2001) proponen una
secuencia terminal consenso de 7 pb (5'-GTAAGCG-3’) derivada de las IRs
de los elementos que componen la familia IS66. La secuencia de inserciéon
ISSme3 presenta mayor identidad con IS693, y al igual que ella, sus IRs no
comparten todos los nucleétidos con la secuencia consenso propuesta, sino
que la posicion 3 estd ocupada por una G en vez de por una A.

Dentro de un genoma bacteriano las secuencias de insercién pueden lo-
calizarse en la cadena sentido o antisentido del DNA vy, a su vez, depen-
diendo de su localizacién respecto al origen de replicacién, en la hebra
usada como molde para la sintesis de la cadena retardada (LAG) o lider
(LEAD) en la horquilla de replicacién. En S. meliloti 1021 s6lo encontramos
tres copias de RmlIntl, todas ellas en orientaciéon LAG: una en pSymaA, inser-
tada en ISa2, y dos en pSymB, una invadiendo ISb2 y otra dentro de la tinica
copia de ISRm10-1 (Toro et al, 2003; Nisa-Martinez et al, 2007). Gracias a la se-
cuenciacion de la cepa GR4, hemos podido localizar y analizar las copias de
RmlIntl presentes en ella (figura R3.3A). A diferencia de 1021, GR4 contiene
4 copias de intrén en el cromosoma, ademads de otras 5 copias en pRmeGR4c
y 1 en pRmeGR4b; sélo 3 de estas 10 copias se encuentran en LEAD. Se ha
demostrado que RmIntl utiliza preferentemente la cadena retardada emer-
gente durante la replicacién como cebador para la reverso-transcripcioén del
intrén (Martinez-Abarca et al, 2004). Tras analizar detalladamente las copias
genémicas de RmInt2 y SmedInt] (figura R3.3), se observa que éstos tam-
bién se insertan mayoritariamente en la hebra que sirve de molde para la
sintesis de la cadena retardada. Incluso RmInt2, que tiene la oportunidad
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de invadir una IR en cada orientacién, presenta mayor niimero de copias

insertadas en una diana con orientaciéon LAG.

RmIntl, como todo intrén del grupo II, presenta una estructura secun-
daria compuesta por seis dominios entre los que existen interacciones ter-
ciarias. El dominio IV presenta un ORF, que codifica una proteina que con-
tiene los dominios RT y madurasa, y una regién C-terminal carente de do-
minio endonucleasa (Martinez-Abarca et al, 1998). RmInt2 y SmedInt] se
consideran intrones tipo RmlIntl, por lo que comparten la estructura secun-
daria y codifican una proteina que presenta los mismos dominios que la
codificada por RmIntl. Ambos han acumulado mutaciones en su secuen-
cia con respecto a la de RmlIntl, que afectan al RNA del intrén y a la pro-
tefna. Sin embargo, mantienen los dominios mds conservados. En el caso
de la IEP (figura R3.6), se conserva el motivo catalitico (RYADD) para la
actividad reverso transciptasa que reside en la regién 5 del dominio RT
(Matsuura et al, 1997) y los dos aminodcidos de tirosina (Y354 e Y355) en
el dominio madurasa imprescindibles para la escision del intrén (Molina-
Sanchez et al, 2006). Ademads, los tres intrones comparten el motivo de la
clase D [LX3 AX3PXLF(V/A)HW] descrito por Molina-Sanchez et al (2010),
que se encuentra entre los residuos 396-410. La regién C-terminal contribuye
a la funcién madurasa de la proteina, siendo el aminodcido mas critico para
la escision de RmInt1 el H409 (Molina-Sanchez et al, 2010), que se conserva

en los nuevos intrones.

En cuanto a la estructura primaria y secundaria del RNA de los tres in-
trones (figura R3.4), observamos que RmInt2 presenta mayor nimero de
mutaciones que SmedIntl con respecto a la secuencia de RmIntl, aunque
en todos los casos se mantiene la triada catalitica (AGC) y la A protube-
rante a siete nucleétidos del final de intrén, esenciales para que ocurra la
reaccion de escision (Peebles et al, 1995; Molina-Sanchez et al, 2011). Con
respecto al dominio VI, Molina-Sanchez (2008) realiz6 un estudio sobre la
estructura que presenta esta region de la ribozima en los intrones del grupo
IIB. Analiz6 107 intrones presentes en la base de datos creada por Zimmer-
ly y colaboradores (Dai et al, 2003), y describié una estructura consenso a
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todos ellos, que también es compartida por los intrones estudiados en este
trabajo. Las mayores diferencias entre estos tres intrones son la longitud del
bucle final, donde RmInt2 contiene 4 nt como la mayor parte de intrones IIB
(65’4 %) y RmIntl y SmedIntl 7 nt como el 20’5 % de éstos, y la presencia
de regiones internas desapareadas en RmlIntl y SmedIntl que, por lo gene-
ral, no aparecen en este tipo de intrones (como se aprecia en RmInt2; figura
R3.5).

Las interacciones IBS-EBS también se han visto modificadas debido a las
mutaciones presentes en el RNA de los nuevos intrones y al cambio de la
diana reconocida por éstos. En este trabajo hemos puesto de manifiesto que
RmInt2 y SmedIntl mantienen la capacidad de escisién y movilidad, por
tanto, las interacciones IBS-EBS tienen que estar ocurriendo. La unién IBS1-
EBS1 es esencial y suficiente para que se produzca la escisiéon de RmlIntl
(Barrientos-Durén ef al, 2011), mientras que los apareamientos IBS-EBS 2 y
3 son prescindibles para la escisién pero necesarios durante el proceso de
movilidad de estos intrones (Jiménez-Zurdo et al, 2003; Barrientos-Duran
et al, 2011). Hemos definido la interaccién IBS2-EBS2 para los nuevos in-
trones en base a lo que se conoce para RmlInt1, pero no la hemos comproba-
do experimentalmente. Por esta razén, no podemos descartar que la secuen-
cia correspondiente a la EBS2 se haya movido con respecto a las posiciones
descritas en RmIntl y sea diferente a la propuesta. No obstante, si la EBS2
de SmedIntl incluyera la secuencia propuesta en este trabajo, entonces es-
taria formada por 4 nucleétidos y el linker por 2 (figura R3.7).

Jiménez-Zurdo et al (2003)han descrito los requerimientos minimos de la
diana para que tenga lugar el proceso de homing de RmlIntl. Las posiciones
criticas de las regiones distales, que no pueden ser compensadas con un
cambio en el RNA del intrén, son la T -15, en mayor medida, y la G +4.
Esto es indicativo de que la zona distal de los exones puede representar
un sitio de contacto con la proteina. Ademads, cuando el resto de posiciones
de la zona distal son mutadas individualmente, el intrén sigue presentan-
do movilidad; sin embargo, si el exén 1 se acorta hasta la posicion -15 la
movilidad se reduce drasticamente (diana -15/+10 analizada en Jiménez-
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Zurdo et al, 2003). Cambios de esta magnitud los encontramos de manera
natural en la diana de RmInt2, donde la zona distal de los exones difiere
dependiendo de su localizacién genémica (tabla R3.3). Este intrén ha sido
capaz de invadir secuencias que s6lo comparten las posiciones T -15y C
-16 en el ex6n 1, y las posiciones A +2'y C +3 en el exén 2. Por tanto, po-
dria considerarse que una diana -16/+3 es el requisito minimo para que se
produzca la movilidad de RmInt2, aunque para una elevada eficiencia de
homing sea necesario un cierto grado de conservacién de las posiciones -20
a -17, como se ha sugerido para RmlIntl (Jiménez-Zurdo et al, 2003).

R3.9.1 Caracterizacion funcional de los nuevos intrones

Otra parte del capitulo ha estado centrada en los procesos de escisién
y movilidad que llevan a cabo este tipo de intrones. Durante més de una
década se ha estado caracterizando el intrén del grupo II Rmlntl, tanto
estructuralmente como en los procesos de escision y movilidad que realiza
(Martinez-Abarca et al, 2000; Nisa-Martinez et al, 2007; Molina-Sanchez et al,
2010; Chillén et al, 2011). El descubrimiento de dos nuevos intrones muy
relacionados filogenéticamente con RmlIntl, pero diferentes en cuanto a su
secuencia diana, nos llev6 a aplicar sobre éstos los conocimientos acerca de

la escision y movilidad aprendidos con RmInt1.

Los intrones del grupo II se escinden a través de un intermediario en
forma de lazo (Lambowitz & Zimmerly, 2011), aunque se ha descrito que
RmlIntl también se escinde en forma de circulos (Molina-Sénchez et al, 2006).
Para estudiar la escision de RmInt2 y SmedIntl llevamos a cabo un ensayo
de extensioén a partir de cebador. Mediante esta técnica no se pueden dife-
renciar los productos escindidos a partir de una molécula de intrén lineal y
de una en forma de lazo, ya que el tamafio de banda de ambos productos
es el mismo; sin embargo, si se puede detectar la escisiéon de una molécula
de intrén circular, que darfa un producto de un nucleétido superior. Esta
diferencia de tamarfios se debe a la reverso transcriptasa usada en el ensayo,
la AMV RT, que no es capaz de leer més alla del enlace producido en las
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moléculas en forma de lazo, y se para antes de éste, pero si atraviesa la
unién de las moléculas circulares y la pausa tiene lugar tras dicha unién.
Asi pues, las bandas de 97 nt y 105 nt presentes en el gel de la figura R3.8B
corresponden a productos escindidos a partir de moléculas en forma de la-
zo o lineal de los intrones SmedInt1 y RmInt2 respectivamente. No obstante,
mediante un experimento de RACE 5’ se ha demostrado que la banda de 97
nt detectada en los andlisis de extension a partir de cebador realizados con
RmlInt1 no se corresponde con formas lineales del intrén (Barrientos-Durén,
2008). Otra técnica, la RT-PCR, ha permitido comprobar que la banda de 98
nt, de mucha menor intensidad que la de 97 nt, encontrada en los ensayos
de extensién de cebador llevados a cabo con RmIntl corresponde al pro-
ducto escindido de moléculas circulares de dicho intrén (Molina-Sédnchez
et al, 2006). Sin embargo, en ninguno de nuestros ensayos de extensiéon a
partir de cebador encontramos una banda de 98 nt, en el caso de SmedInt1,
o de 106 nt, en el caso de RmInt2. Estos resultados sugieren que, a pesar de
considerarse intrones tipo RmIntl, en la escisién de estos nuevos intrones
no se detectan moléculas circulares. Aunque no podemos descartar que se
estén formando en una proporcién més baja que en el caso de RmInt1.

A pesar de que el proceso de movilidad de este tipo de intrones requiere
el apareamiento de bases IBS2-EBS2 (Jiménez-Zurdo et al, 2003), y que en
RmInt2 y SmedIntl dicho apareamiento no es total, se han detectado even-
tos de homing en ambos intrones (figura R3.8D). Conociendo los niveles de
homing que presenta RmlIntl en su forma silvestre (Martinez-Abarca et al,
2004), observamos que esa forma del intrén RmInt2 muestra un porcentaje
de movilidad sobre la diana en orientacién LAG (68 %) superior a la mostra-
da por SmedIntl y RmIntl, con un 51 % y 52 % respectivamente; y que los
nuevos intrones se mueven mds eficientemente sobre la diana en LEAD
(28 % para RmInt2 y 35% para SmedIntl) que RmiIntl (12 %). Esa mejor
movilidad de los nuevos intrones puede explicarse por la distinta longitud
de los exones que flanquean al intrén en el pldsmido usado como donador.
Los plasmidos donadores de RmInt2 y SmedIntl generados en esta Tesis
Doctoral contienen una diana -20/+5 (exones cortos), mientras que el plds-
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mido donador de RmlIntl, pKG2.5 (Martinez-Abarca et al, 2000), incluye
una diana con exones largos (-175/+466). Estudios posteriores muestran un
ligero aumento en el porcentaje de homing de RmlIntl (57 % sobre una diana
en LAG) al usar un plasmido donador que contiene una diana -50/+146
(Nisa-Martinez et al, 2007). No se ha analizado la movilidad de este intrén
desde una construccién con exones cortos (-20/+5), pero se ha demostrado
que la escision in vitro se ve afectada por la longitud de los exones, siendo
mas eficiente en construcciones -15/+1 (Costa et al, 2006).

En las muestras de RmInt2 aparecen dos bandas adicionales a las encon-
tradas en SmedIntl. La hip6tesis mds plausible para explicar su aparicién
se basa en el reestablecimiento de la secuencia diana dentro del pldsmido
donador (D) y del plasmido correspondiente al producto de homing (H). Es-
tos plasmidos contienen una copia de RmInt2, que permite que la G +1 del
intrén actde como IBS3 y se una al U presente en la EBS3 de dicho intrén.
Por tanto, en ellos puede darse un evento de invasién de la nueva diana
constituida. Este reestablecimiento de la diana no ocurre cuando el plasmi-
do usado en el ensayo contiene una copia de RmIntl o SmedIntl, ya que en
su EBS3 presentan una G (que no interacciona con la G +1 del intrén). No
obstante, se ha demostrado la existencia de dimeros de intrén al analizar
mediante RT-PCR y qPCR la escision de RmIntl desde un plasmido que
contiene una EBS3 mutada a una C, donde puede producirse la unién IBS3-
EBS3 (Molina-Sanchez et al, 2011).

La hipétesis propuesta por Toor et al (2001), apoyada por Simon et al
(2009), de una coevolucién entre la ribozima y la proteina de los intrones
del grupo II, nos llevé a generar construcciones quimeras que contienen el
AOREF y la IEP de intrones distintos. Con esto pretendiamos verificar la exis-
tencia de una correlacién funcional en ese modelo evolutivo. A priori, era
de esperar que las construcciones compuestas por la proteina y la ribozi-
ma del mismo intrén tuvieran un porcentaje de escisién determinado (que
nosotros consideramos como el 100 %), y que, al cambiar de proteina, la ri-
bozima presentara niveles menores de escision. Este supuesto se cumple

para RmIntl y SmedIntl (carriles 7-9 y 4-6 respectivamente en la figura
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R3.10). Sin embargo, para RmInt2 ocurre todo lo contrario (carriles 1-3 en la
figura R3.10). Resulta sorprendente que la IEP R1 complemente a la ribozi-
ma R2 mejor que su protefna natural, produciendo una escisién de ésta casi
cuatro veces superior a la escisién generada por la IEP R2. Este efecto se ob-
serva también en la combinacién S1-R2, aunque no de manera tan acusada,
ya que el nivel de escisién de la ribozima R2 originado en dicha quimera
no llega al doble del producido en la construccién con ambos componentes
procedentes de RmInt2 (R2-R2). No obstante, la ribozima S1 no presenta
mayor porcentaje de escisiéon cuando es complementada por la proteina R1
en vez de por la suya propia como le ocurre al AORF R2. Ademas, pode-
mos decir que la proteina R2 es la que peor complementa a todas las ribozi-
mas, incluida la suya, ya que contribuye a una escisién infima de éstas. Esto
puede deberse a los cambios producidos en el dominio madurasa de la IEP
(figura R3.6), ya que se ha demostrado que RmInt1 necesita la actividad de
dicho dominio para llevar a cabo su escisioén (Molina-Sdnchez et al, 2006).

Sabiendo que existe una correspondencia entre los valores de escision y
movilidad de RmIntl (Barrientos-Durdn et al, 2011), y que todas las cons-
trucciones AORF, en mayor o menor medida, presentaron escisién de la ri-
bozima que portan, era de esperar que todas mostraran eventos de homing.
Sin embargo, s6lo cuatro de ellas mostraron un porcentaje de movilidad
sobre la diana en orientacién LAG superior al 40 %. Tres de estas cuatro
muestras son los intrones que contienen ambos componentes, ribozima y
proteina, del mismo intrén. Hay que destacar que la quimera S1-R1 (carril
6 en la figura R3.10) no muestra correspondencia entre sus niveles de es-
cisién y movilidad aunque presenta una mayor eficiencia de escisién que
su quimera inversa R1-S1. Pero lo mas llamativo de la grafica mostrada en
la figura R3.10 es que, a pesar del gran porcentaje de producto de escisién
presentado por la quimera R1-R2, esa ribozima R2 escindida no es capaz
de invadir su diana (carril 3 en la figura R3.10). Con el fin de corroborar la
participacion de la proteina en el reconocimiento de la diana, planteamos
un ensayo de movilidad de la quimera R1-R2 sobre dos dianas quiméricas
distintas (figura R3.11B). El resultado de esos ensayos de movilidad (figura
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R3.11C) indica que realmente la proteina forma parte del reconocimiento
de la diana en la zona distal del ex6n 1, del ex6n 2, o de ambos a la vez.
Incluso la adicién de un nucleétido en la zona distal del exén 1 reduce casi
totalmente la movilidad del intrén al variar el nucleétido presente en el
resto de posiciones. Este dato sugiere que el exén 1 es el que debe estar
influyendo en mayor medida en la interaccién con la proteina. La eficien-
cia con la que se mueve la ribozima R2 sobre la diana quimérica -20/+5
en LAG en presencia de la IEP R1 (27 %) no alcanza los valores de homing
mostrados por la forma AORF derivada de RmInt2 (69 %), lo cual indica
que la interaccién de la proteina con los exones no es el tinico requisito para
que se produzca la movilidad del intrén. De hecho, la proteina interviene
en la estabilizacion del RNA escindido mediante la formacién de complejos
ribonucleoproteicos (RNP; Huang et al, 2011), por lo que una asociacién in-
correcta entre estas dos moléculas puede disminuir los niveles de invasién
de la diana.

En este capitulo hemos analizado la secuencia primaria y secundaria de
los tres intrones objeto de estudio. Al compararlos hemos descubierto mu-
taciones en sus ribozimas asi como en sus proteinas, siendo la zona mas
diferente entre éstas la regiéon C-terminal. Siguiendo esta premisa, y basan-
donos en la hipétesis de que la proteina puede estar jugando un papel im-
portante en el reconocimiento de la diana durante la movilidad del intrén,
creamos una construcciéon que contiene la ribozima R2 y una IEP quiméri-
ca entre la de RmIntl y RmInt2 (quimera IEPQ). Los resultados obtenidos
de los ensayos llevados a cabo con esta nueva construccién apuntan a que
la proteina quimérica generada presenta capacidad funcional en la escisién
pero no en la movilidad de la ribozima. Estudios posteriores con quimeras
que abarquen regiones mds precisas de los distintos dominios de la IEP
ayudardn a resolver los aminoécidos de la proteina implicados en el re-
conocimiento de la diana, como ha ocurrido con la IEP del intrén Ll.1trB
(LtrA), en la que se han descrito seis zonas (A-F) dentro de los dominios RT
y madurasa dependiendo de la regién del RNA con la que interaccionan
(Gu et al, 2010).
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La ausencia de movilidad en la quimera IEPQ podria tener su explicacién
en la interaccion que existe entre uno de los subdominios de la ribozima
(dIVa) y la IEP. Se ha demostrado que el subdominio dIVa del intrén L1.LtrB
presenta un sitio de alta afinidad de unién a la IEP (Wank et al, 1999; Watan-
abe & Lambowitz, 2004); y andlisis realizados con LtrA sugieren que la
region N-terminal de su dominio RT interacciona con ese sitio de alta afini-
dad del dIVa (Cui et al, 2004). Mas tarde, Nisa-Martinez et al (2007) descri-
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Figura R3.14: Comparacién de la estructura secundaria predicha de los subdo-
minios IVa y IVb de RmIntl y RmInt2. En un cuadro se enmarcan
los nucleétidos de inicio y fin de la proteina codificada por el DIV.
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bieron los limites del subdominio dIVa dentro del intrén RmInt1 y mostraron
su importancia en el proceso de homing de dicho intrén. En este trabajo
hemos analizado in silico la estructura secundaria de los subdominios IVa
y IVb de RmInt2 y la hemos comparado con la estructura que presentan
dichos subdominios en RmIntl (figura R3.14). Esta comparacién pone de
manifiesto que el dIVa de ambos intrones mantiene la misma estructura
secundaria a pesar de su diferente estructura primaria. Esto sugiere que,
aunque la regién de la IEP R1 que se una al dIVa sea similar en ambos
intrones, dicha unién puede verse afectada por la variaciéon nucleotidica
que presenta el subdominio dIVa en la ribozima R2 con respecto a RmInt1.
Por otro lado, analizando el subdominio dIVb, observamos que en RmInt2
éste presenta un bucle en una zona mas adelantada que donde lo presenta
RmlIntl. Ese tallo inicial en el dIVb del que RmInt2 carece es de gran im-
portancia en la movilidad de RmIntl (Nisa-Martinez et al, 2007). Por tanto,

dicha zona podria explicar la falta de movilidad de la ribozima R2 observa-
da.

En E. coli se han identificado varios intrones del grupo II que se encuen-
tran dispersos por un gran nimero de poblaciones de esta bacteria (Fer-
at et al, 1994; Dai & Zimmerly, 2002). Ademads de la movilidad de estos
intrones (Zhuang et al, 2009), se ha descrito que el intrén LLItrB presen-
ta movilidad en E. coli (Cousineau et al, 1998). En la cepa E. coli HMS174
(DE3), RmInt1 en su forma derivada AORF muestra una eficiencia de movi-
lidad del 104 % sobre una diana en orientaciéon LAG (Garcia-Rodriguez
et al, 2011), un valor inferior al mostrado en la cepa E. coli DH5« (27 %).
RmInt2 presenta un porcentaje de invasiéon mayor que RmIntl, tanto en su
forma de intrén silvestre como derivada (41 % y 34 % respectivamente). Este
resultado pone de manifiesto que RmlInt2 presenta una mayor eficiencia de
movilidad que RmIntl en el fondo genético de E. coli, por lo que supon-
dria un candidato alternativo para ser utilizado como herramienta biotec-
nolégica (Perutka ef al, 2004; Yao et al, 2005). Ademas, el estudio de disefio
de intrones programados para invadir secuencias de interés llevado a cabo
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con RmlIntl y el desarrollo de un algoritmo para encontrar posibles dianas
puede extrapolarse a este nuevo intrén (Garcia-Rodriguez et al, 2011).

Los estudios presentados en este trabajo muestran el proceso evoluti-
vo de los intrones del grupo II sobre un mismo hospedador. La secuen-
ciacién del genoma completo de S. meliloti GR4 revel6 que RmIntl y RmInt2
conviven en esa cepa, asi como RmIntl y SmedIntl conviven en S. medicae
RMOQ9 (capitulos 1y 2). Estos tres intrones, estrechamente relacionados,
son un ejemplo de cémo un cambio en la diana afecta a la expansién y dis-
tribucién de este tipo de elementos. Una evidencia de ello es la similitud
que muestran las dianas donde se han encontrado los intrones RmlIntl y
SmedIntl en distintas localizaciones (tabla R3.5). Ocasionalmente, RmInt1
se encuentra insertado en la diana ISRm10-1 (tabla R2.11), que comparte la
mayoria de nucleétidos del exén 1y 2 con ISRm2011-2 salvo la posicion -2
(donde contiene una A que sigue apareando con la T del intrén) y parte de
la zona distal de los exones. Los nucle6tidos que si se mantienen entre am-
bas dianas, y que son importantes para la movilidad de RmIntl (Jiménez-
Zurdo et al, 2003), son la T -15 y la G +4. Las mismas caracteristicas de
ISRm10-1 frente a ISRm2011-2 las presenta una de las dianas donde se ha en-
contrado SmedIntl, la del plasmido pSMEDO1 en la que interrumpe al gen
Smed_4905 (tabla R3.2). El intrén presente en la cepa S. fredii NGR234 (con
un 98 % de identidad con RmInt1; tabla R2.2) podria ser una forma interme-

Tabla R3.5: Distintas secuencias diana donde se han encontrado intrones tipo
Rmintl. Las IBS 1y 2, en el exén 1, y la IBS3, en el exén 2, aparecen
subrayadas. También se muestran las EBSs del intrén en cada caso.

Diana Exén 1 Ex6n 2 EBS2 EBS1 EBS3

ISRm2011-2 CCTCGTTITCATCGATGAGA CCTGG ATGAA TITCGIC G
ISRm10-1 GCTGATCITCATCGATGAAA CCGGC ATGAA TTTCGTC
Smed_4905 GGAAGTGITCATGGATGAAA CGCGT AAGAA TITCGTC
1SSme3 AAGGGTGTTCTGTGACGAGA CGCCG AAGAA TTTCGTC
NGRIS-7* ACTGGTCTTTATCGACGAGA CCTGG ATGAA TTITCGTC

o000

* IS donde se ha encontrado insertado el intrén RmInt1 presente en la cepa S. fredii NGR234
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dia entre RmIntl y SmedIntl, puesto que la diana que invade (la secuencia
de inserciéon NGRIS-7, perteneciente a la misma familia que ISRm2011-2),
presenta unas regiones similares a ISRm2011-2 y otras a ISSme3 (tabla R3.5).
Ademas, serfa interesante determinar la diana que ha invadido el intrén
encontrado en E. adhaerens 5D19 (un 93 % idéntico a RmIntl; tabla R2.2),
ya que podria contener una secuencia intermedia entre la diana NGRIS-7 e
ISSme3.

Debido a que las interacciones IBS-EBS en RmInt1 y SmedInt1 son equiva-
lentes, se puede decir que el proceso para generar nuevos intrones primero
conlleva un cambio en la secuencia del sitio de unién a la proteina (exo-
nes distales), y posteriormente ocurren mutaciones en el resto de la diana
(acompanadas con cambios en la secuencia del intrén). Esto sugiere, al igual
que mostraban las relaciones filogenéticas (figura R2.1), que la diferenciacién
del intrén RmInt2 ha sido anterior a la diferenciaciéon de SmedIntl, ya que
RmInt2 muestra mutaciones tanto en la zona distal de los exones como en
las interacciones IBS-EBS (figura R3.7).
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. Genome sequencing based on a 77x coverage direct shotgun and a 17x
coverage 3 kb paired end libraries is a successful strategy to obtain the
complete sequence of a multireplicon bacterial genome.

. Fold Coverage Index (FCI) has been a key tool for assigning contigs to
replicons as well as for identifying repeat elements and determining
their copy number in the genome.

. The 7.14 Mb Sinorhizobium meliloti GR4 genome comprises five repli-
cons: one chromosome of 3.6 Mb length, two accessory plasmids of
176 kb (pRmeGR4a) and 226 kb (pRmeGR4b), and two symbiotic plas-
mids of 1.4 Mb (pRmeGR4c) and 1.7 Mb (pRmeGR4d).

. The group II intron RmIntl is widely spread within the sequenced
S. meliloti species, however, occurrence of group II intron RmlInt2 is
restricted to the genome it was discovered (S. meliloti GR4) despite of
the widespread distribution of both target IS elements (ISRm2011-2
and ISRm17). These evidences suggest a recent acquisition of RmInt2
by S. meliloti species.

. Deletion of groEL3 gene in S. meliloti AF14 mutant does not explain
the observed RmlIntl excision decrease.

. The two RmIntl phylogenetically related introns, RmInt2 and SmedIntl,
are functional. Like RmIntl, their mobility presents a bias for targets
in the template for lagging strand DNA synthesis.

. Excision and mobility performance of chimeric introns combining dif-
ferent IEPs and ribozymes from the studied introns (RmIntl, RmInt2
and SmedInt1) provide evidences of the coevolution between these
two group II intron elements (IEP and RNA) as suggested by their
phylogenetic relationships.
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8. Genetic assays with a chimeric intron combining the RmInt1 IEP and
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the RmInt2 ribozyme indicate that RmIntl phylogenetically related
group Il introns recognize the inner region of their target sites by form-
ing IBS-EBS interactions by the ribozyme while the IEP recognizes the
distal zone of exons 1 and 2.

. RmInt2 intron shows mobility in the heterologous host Escherichia coli,

becoming an additional group Il intron to be used as a gene-targeting
vector for genetic enginering.









APENDICE

301






gename

Journals.ASM.org

Complete Genome Sequence of the Alfalfa Symbiont Sinorhizobium/

Ensifer meliloti Strain GR4

Francisco Martinez-Abarca, Laura Martinez-Rodriguez, José Antonio Lopez-Contreras, José Ignacio Jiménez-Zurdo, Nicolas Toro

Grupo de Ecologfa Genética de la Rizosfera, Estacion Experimental del Zaidin, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Granada, Spain

We present the complete nucleotide sequence of the multipartite genome of Sinorhizobium/Ensifer meliloti GR4, a predominant
rhizobial strain in an agricultural field site. The genome (total size, 7.14 Mb) consists of five replicons: one chromosome, two
expected symbiotic megaplasmids (pPRmeGR4c and pRmeGR4d), and two accessory plasmids (pPRmeGR4a and pRmeGR4b).
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he primary source of biologically fixed nitrogen in crops is

found in the symbiotic interaction between legume plants and
certain soil microorganisms, collectively referred to as rhizobia
(1). Sinorhizobium bacteria are the microsymbionts of Medicago
(e.g., Medicago sativa and Medicago truncatula), Melilotus, and
Trigonella legume species.

The genome sequences of four Sinorhizobium meliloti strains
are publicly available (2—4). S. meliloti GR4 was isolated as the
predominant rhizobial strain (i.e., nearly 50% of the isolates) from
an agricultural field with a well-documented crop history in
Granada, Spain (5, 6). Besides the chromosome and the expected
symbiotic megaplasmids (pRmeGR4c and pRmeGR4d), this
strain harbors two accessory plasmids, designated pRmeGR4a and
pRmeGR4b. The latter contains a region that was identified as the
genetic determinant of the particularly high competitiveness for
nodulation on alfalfa roots along with a plethora of mobile genetic
elements (7-10).

A highly pure genomic DNA sample of S. meliloti GR4 was
sequenced on a GS FLX Titanium platform (Roche Diagnostics) at
Macrogen, Inc. (South Korea), on the basis of both shotgun and
3-kb paired-end libraries, resulting in 70-fold genome coverage.
Raw sequence data fit the quality standards of the Genomes On-
Line Database (GOLD) (11). Sequencing reads were de novo as-
sembled (Newbler 3.0), resulting in a total of 12 scaffolds (>40 kb
each) and 51 contigs (<3 kb each). Most of the gaps (78%) were
closed using customized informatics scripts (L. Martinez-
Rodriguez, J. A. Lopez-Contreras, F. Martinez-Abarca, and N.
Toro, unpublished data). The remaining gaps (except two, corre-
sponding to repeated sequences) were manually closed by com-
bining Southern blot hybridization data and a detailed observa-
tion of relevant sequencing reads with the Tablet tool (http:
//bioinf.scri.ac.uk/tablet/). The genome was annotated using the
Integrated Microbial Genomes (IMG) Expert Review (ER) service
(12). Replicon sizes and the G+C content of the chromosome and
plasmids pRmeGR4a, pRmeGR4b, pRmeGR4c (related to
pSymA), and pRmeGR4d (related to pSymB) are 3,618,794 bp
(62.8%), 175,986 bp (60.0%), 225,725 bp (58.6%), 1,417,856 bp
(60.4%), and 1,701,197 bp (62.4%), respectively. The complete
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genome consists of 6,700 protein-coding sequences: 3,334 on the
chromosome, 1,541 on pRmeGR4d, 1,393 on pRmeGR4c, 247 on
pRmeGR4b, and 185 on pRmeGR4a. Similarly to other S. meliloti
genomes, 3 rrn chromosomal operons and 55 tRNA loci (52 on the
chromosome and 3 on plasmids) were identified. In addition,
1,066 noncoding RNA genes (sRNAs) were predicted in this
genome based on those identified in the S. meliloti 1021 and
2011 reference strains (12, 13). Genome comparisons using the
MUMmer package (14) revealed a high degree of synteny of the
chromosome and the largest plasmid (pRmeGR4d) to the cor-
responding replicons of the other four sequenced S. meliloti
strains. This synteny is less pronounced in the symbiotic mega-
plasmid pRmeGR4c. The two smaller plasmids, pRmeGR4a
and pRmeGR4b, did not evidence signs of synteny with any rhi-
zobial genomic region, which, together with their low G+C con-
tent, suggests that horizontal transfer has been the major contri-
bution to the mosaic arrangement of these accessory replicons.

Nucleotide sequence accession numbers. The accession no.
for GR4 chromosome, pRmeGR4a, pRmeGR4b, pRmeGR4c, and
pRmeGR4d are CP003933, CP003934, CP003935, CP003936, and
CP003937, respectively.
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