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1. INTRODUCCION



Introduccion

1.1. GENERALIDADES DEL GENERO RHIZOBIUM

1.1.1. Fijacion biologica de nitrogeno en el género Rhizobium y simbiosis

con leguminosas

La mayor parte del nitrogeno que existe en la Tierra se encuentra en la atmodsfera en
forma de nitrogeno molecular (N,). Sin embargo, la mayoria de los organismos vivos
solo pueden incorporar nitrégeno a partir de otros compuestos inorganicos -como es el
caso del nitrato y del amonio en las plantas- o bien a partir de compuestos organicos -
como ocurre en los animales superiores-. Los organismos diazotrofos son los unicos
seres vivos capaces de asimilarlo a partir del nitrogeno molecular atmosférico mediante
un proceso denominado fijacién biolégica de nitrégeno. Este proceso consiste en la
transformacion de nitrogeno molecular (N;) en amonio (NH4") gracias al complejo

enzimatico de la nitrogenasa (Lluch y Ligero, 1992; Kaminski et al., 1998).

Los seres diazotrofos son organismos procariotas en su mayoria de vida libre,
pero algunos establecen asociaciones con plantas, como es el caso de las bacterias del
género Rhizobium. Estas se asocian con las plantas leguminosas a través de una
simbiosis mutualista denominada endosimbiosis. En el caso de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae, las leguminosas hospedadoras pertenecen a los géneros
Pisum, Vicia, Lens y Lathyrus (Hadri et al., 1998). Las endosimbiosis se caracterizan
por que el simbionte receptor acoge intracelularmente al otro simbionte, rodedndolo de
una membrana que le separa del contacto directo con el citoplasma (Ahmadjian y
Paracer, 1986). La simbiosis en los rizobios (rizoendosimbiosis) se lleva a cabo en el
interior de unos oOrganos especializados que se desarrollan en la raiz de la planta
hospedadora. Estos drganos reciben el nombre de nodulos (Figura 1.1) y es en ellos

donde acontece la fijacion de nitrogeno.



Capitulo 1.1. Generalidades del género Rhizobium

Figura 1.1: Nodulos en una raiz
(http://sciborg.uwaterloo.ca/~tcharles/rhizobium.html)

1.1.2. Familia Rhizobiaceae

1.1.2.1. Introduccion

Las plantas de la familia Leguminosas (familia Fabaceas) son plantas dicotiledoneas
que se clasifican dentro de la subclase Rosidas, orden Fabales. Esta familia contiene 674
géneros (Gunn et al., 1992) y de 16.000 a 19.000 especies (Allen y Allen, 1980). Las
fabaceas tienen una distribucion mundial y su importancia econémica solo se encuentra
por detras de la familia de las gramineas (familia Podceas). Una caracteristica propia de
la familia Leguminosas es la formacion de nédulos radicales, lo cual se observd por
primera vez en el siglo XVI y posteriormente en el siglo XIX se consider6 de interés
diagnoéstico para la identificacion taxondémica de los miembros de dicha familia. Sin
embargo, no todos los componentes de la familia Fabaceas pueden desarrollar nédulos y
en una gran cantidad de especies atin no se ha examinado su capacidad para nodular
(van Berkum y Eardly, 1998). Asimismo, existe una planta no leguminosa perteneciente
a la familia Ulmaceae (género Parasponia) que es capaz de interactuar con bacterias de

los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium (Hadri et al., 1998).



Introduccion

Segun Conn (1938) la nodulacion y el posterior desarrollo de simbiosis fijadoras
de nitrogeno en las fabaceas son la respuesta de estas plantas a la infeccion por bacterias
de varios géneros de la familia Rhizobiaceae. Estas simbiosis son importantes en la
naturaleza como fuente de nitrogeno, y para el hombre representan un medio econdémico
y efectivo de restaurar el medio ambiente y de mejorar la produccion de los cultivos. No
obstante, no todos los géneros de la familia Rhizobiaceae son beneficiosos. Varias
especies de Agrobacterium ocasionan dafios en la planta, tales como tumores
denominados agallas en corona o bien raices en cabellera. El género Phyllobacterium da
lugar a nodulos en las hojas de plantas superiores de las familias Myrsinaceae y
Rubiaceae, y no esta claro si estas hipertrofias de las hojas benefician o dafian a la
planta (van Berkum y Eardly, 1998). La capacidad de producir hipertrofias en las
plantas se considera la principal caracteristica de las especies de la familia Rhizobiaceae

(Knosel, 1984).

1.1.2.2. Historia

A finales del siglo XIX Hellriegel y Wilfart demostraron que el nitrogeno atmosférico
es asimilado a través de los nddulos presentes en las raices de las leguminosas.
Beijerinck (1888) fue el primero en aislar bacterias a partir de los nodulos radicales y de
esta manera establecio su papel como agentes causales de la asimilacion de nitrogeno
(Elkan, 1992). Propuso el nombre de Bacillus radicicola para estas bacterias, pero
fueron renombradas por Frank (1889) como Rhizobium. Curiosamente, Frank fue el
unico investigador que en la conferencia de 1886 en Berlin se neg6 a aceptar la fijacion
de nitrogeno atmosférico como explicacion a los resultados de Hellriegel y Wilfart,

criticandola ademas en varios articulos posteriores (Nutman, 1987).

La taxonomia de estos simbiontes y el nimero de especies aceptadas estuvo en

disputa durante 30 afios. En 1929 se reconocieron las siguientes especies de Rhizobium:



Capitulo 1.1. Generalidades del género Rhizobium

R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. japonicum, R. meliloti y R. lupini (Fred et
al., 1932). En un principio, la designacion de nuevas especies se baso en los grupos de
inoculacién cruzada definidos por Fred et al. (1932) como “grupos de plantas entre las
cuales los microorganismos noduladores son mutuamente intercambiables”. No
obstante, en 1944 este sistema de caracterizacion taxonoémica dejoé de emplearse ya que
una serie de interacciones planta-bacteria inexplicables e incongruentes puso en duda la
validez del concepto (Wilson, 1944; Burton, 1979). Los indicadores taxondmicos
pasaron a ser la velocidad de crecimiento, la produccién de éacidos, la serologia, el
porcentaje de G+C, la taxonomia numérica, la hibridacion de ADN y la susceptibilidad
a fagos (Burton, 1979). A pesar de todo, la clasificacion taxondmica de los simbiontes
propuesta en 1929 fue adoptada en la lista de nombres bacterianos aprobada en 1980
(Skerman et al., 1980). En esta lista también aparecian cuatro especies de
Agrobacterium, aunque Phyllobacterium tuvo que esperar a que Kndsel (1984)
recuperara su nombre en el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology al proponer la
clasificacion de dos especies (P. myrsinacearum 'y P. rubiacearum) dentro de la familia
Rhizobiaceae basandose en los resultados de la hibridacion ADN/ARNr de Gillis y de
Ley (1980).

1.1.2.3. Taxonomia de la familia Rhizobiaceae

Varias caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas diferencian a Rhizobium de
Bradyrhizobium (Jordan, 1984), por lo que su clasificacion como géneros separados es
indiscutible (revisado en Elkan, 1992). De manera similar, el simbionte que nodula los
tallos de Sesbania rostrata, Azorhizobium caulinodans, es distinto de Rhizobium y
Bradyrhizobium (Dreyfus et al., 1988). Hasta hace poco los tnicos géneros reconocidos
dentro de la familia Rhizobiaceae aparte de Rhizobium eran Agrobacterium y
Phyllobacterium. Sin embargo, se ha hecho evidente que dentro de Rhizobium existen

tres grupos genéticos y se han hecho sugerencias para su separacion en diferentes
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géneros. La separacion de Sinorhizobium (de Lajudie et al., 1994) se apoya en las
secuencias del ARNr 16S, tal y como ocurre en el caso del género Mesorhizobium
(Jarvis et al., 1997). Las similitudes en las secuencias del gen ARNr 16S entre los
géneros de la familia Rhizobiaceae van desde un 88,0% a un 97,0%. La informacion
genética que justifica la separacion de siete géneros en la familia Rhizobiaceae parece
estar clara con la excepcién de una especie de Rhizobium, R. galegae. Se necesita
informacion adicional para decidir si es un género aparte, si debe continuar en
Rhizobium o ser transferido a Agrobacterium (van Berkum y Eardly, 1998). En la Tabla
1.1 se encuentran los géneros y especies de la familia Rhizobiaceae segiin van Berkum

y Eardly (1998).
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Tabla 1.1: Géneros y especies de la familia Rhizobiaceae segin van Berkum y Eardly (1998).

Especie

Leguminosa

Referencia bibliografica

Agrobacterium
A. radiobacter
A. rhizogenes
A. rubi
A. tumefaciens
A. vitis

Conn, 1942

Beijerinck y van Delden, 1902
Riker et al., 1930

Hildebrand, 1940

Smith y Townsend, 1907
Ophel y Kerr, 1990

Azorhizobium Sesbania rostrata Dreyfus et al., 1988
Bradyrhizobium Jordan, 1982
B. elkanii Glycine, Macroptilium, Vigna Kuykendall et al., 1992

B. japonicum
B. liaoningense

Glycine, Macroptilium, Vigna
Glycine

Jordan, 1982
Xu et al., 1995

Mesorhizobium
M. ciceri
M. huakuii
M. loti
M. mediterraneum
M. tianshanense

Cicer arietinum

Astragalus sinicus

Lotus, Anthyllis, Lupinus

Cicer arietinum

7 leguminosas de la provincia de
Xinjiang (Republica Popular de China)

Jarvis et al., 1997
Nour et al., 1994b
Chen et al., 1991
Jarvis et al., 1997
Nour et al., 1995
Chen et al., 1995

Phyllobacterium Kndsel, 1962
Rhizobium Frank, 1889
R. etli Phaseolus y Medicago Segovia et al., 1993
R. galegae Galega orientalis, G. officinalis Lindstrém, 1989
R. gallicum Phaseolus vulgaris Amarger et al., 1997

R. giardinii
R. hainanense
R. leguminosarum

R. mongolense

Phaseolus vulgaris

Desmodium, Centrosema

Vicia, Pisum, Lens, Lathyrus (bv. viciae)
Trifolium (bv. trifolii)

Phaseolus (bv. phaseoli)

Medicago ruthenica

Amarger et al., 1997
Chen et al., 1997
Frank, 1889

van Berkum et al., 1998

R. tropici Phaseolus, Medicago, Leucaena, Martinez-Romero et al., 1991
Macroptilium

“R. lupini” Lupinus Schroeter, 1886;

Eckhardt et al., 1931
Sinorhizobium de Lajudie et al., 1994

S. fredii Glycine, Vigna Scholla y Elkan, 1984

S. medicae Medicago truncatula, M. polymorpha Rome et al., 1996b

S. meliloti Medicago, Trigonella, Melilotus Dangeard, 1926

S. saheli Sesbania, Acacia seyal, Leucaena de Lajudie et al., 1994
leucocephala, Neptunia oleracea

S. terangae Sesbania, Acacia de Lajudie et al., 1994
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La clasificacion taxondémica de esta familia se encuentra en permanente revision.
Esto lo podemos comprobar en el Taxonomic Outline of the Procaryotic Genera de abril
de 2001 (Garrity et al., 2001) del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2* ed.),
en el que la familia Rhizobiaceae ha perdido algunos géneros y ademas se han afiadido

otros nuevos, tal y como se indica en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Clasificacion taxonémica de la familia Rhizobiaceae segin el Taxonomic Outline of the
Procaryotic Genera de abril de 2001 (Garrity et al., 2001). *: nuevos géneros afiadidos en la familia
Rhizobiaceae, **: anteriormente Sinorhizobium.

Familia Género
Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium
Hyphomicrobiaceae Azorhizobium
Phyllobacteriaceae Allorhizobium
Mesorhizobium
Phyllobacterium
Rhizobiaceae Agrobacterium
Carbophilus*
Chelatobacter*
Ensifer**
Rhizobium
Sinorhizobium

Por otra parte, la definicion de géneros es un problema actual en taxonomia.
Aunque la definicién de género se basa principalmente en la filogenia del gen ARNr
16S, no existe un estandar filogenético oficial para definir género. Esto ha llevado a
decisiones conflictivas tales como la sugerencia de combinar los géneros
Agrobacterium y Rhizobium (Young et al., 2001). La combinacion de Agrobacterium y
Rhizobium ha sido causa de una gran discusion y algunos autores quieren mantenerlos
en géneros separados (Farrand et al., 2003). Asimismo Sinorhizobium y Ensifer
pertenecen al mismo taxén, y como Ensifer es el sindbnimo heterotipico anterior ha
tomado prioridad sobre Sinorhizobium (Young, 2003). Los cambios en la nomenclatura

quedan patentes en la Tabla 1.3:
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Tabla 1.3: Nomenclatura actualizada de los géneros de la Tabla 1.1 segin la lista Bacterial
Nomenclature Up-To-Date de enero de 2005 compilada por DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). *: sinénimo heterotipico de Sinorhizobium adhaerens y
S. morelense; ": anteriormente Sinorhizobium; ©: sinénimo heterotipico de Phyllobacterium
rubiacearum; anteriormente Agrobacteriums; sinénimo heterotipico de Agrobacterium
tumefaciens; ": anteriormente Allorhizobium; *: incluidos en las listas aprobadas de nombres
bacterianos (Skerman et al., 1980); **: incluido en una lista de validacion del International Journal
of Systematic Bacteriology (volumen:pagina).

Especie Referencia bibliografica
Azorhizobium

A. caulinodans Dreyfus et al., 1988
Bradyrhizobium

B. betae Rivas et al., 2004

B. elkanii** (43:398)
B. japonicum

B. liaoningense

B. yuanmingense

Kuykendall et al., 1992
Jordan, 1982

Xu et al., 1995

Yao et al., 2002

Ensifer
E. adhaerens® Casida, 1982
E. arboris® Young, 2003
E. fredii® Young, 2003
E. kostiensis® Young, 2003
E. kummerowiae® Young, 2003
E. medicae” Young, 2003
E. meliloti® Young, 2003
E. saheli® Young, 2003
E. terangae® Young, 2003
E. xinjiangensis" Young, 2003

Mesorhizobium
M. amorphae
M. chacoense
M. ciceri
M. huakuii
M. loti
M. mediterraneum
M. plurifarium
M. septentrionale** (54:2011)
M. temperatum** (54:2011)
M. tianshanense

Wang et al., 1999
Velazquez et al., 2001
Jarvis et al., 1997
Jarvis et al., 1997
Jarvis et al., 1997
Jarvis et al., 1997

de Lajudie et al., 1998
Gao et al., 2004

Gao et al., 2004
Jarvis et al., 1997

Phyllobacterium
P. myrsinacearum®** (34:356)

Kndsel, 1984; Mergaert et al., 2002
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Tabla 1.3. Continuacion.

Especie Referencia bibliografica
Rhizobium

R. etli Segovia et al., 1993

R. galegae Lindstrém, 1989

R. gallicum Amarger et al., 1997

R. giardinii Amarger et al., 1997

R. hainanense Chen et al., 1997

R. huautlense Wang et al., 1998

R. indigoferae Wei et al., 2002

R. larrymoorei* Young, 2004

R. leguminosarum* Frank, 1889

R. loessense Wei et al., 2003

R. lupini* Schroeter, 1886; Eckhardt et al., 1931

R. mongolense van Berkum et al., 1998

R. phaseoli* Dangeard, 1926

R. radiobacter® Young et al., 2001

R. rhizogenes® Young et al., 2001

R. rubi® Young et al., 2001

R. sullae Squartini et al., 2002

R. trifolii* Dangeard, 1926

R. tropici Martinez-Romero et al., 1991

R. undicola® Young et al., 2001

R. vitis® Young et al., 2001

R. yanglingense Tan et al., 2001
Sinorhizobium

S. americanum ** (54:1909) Toledo et al., 2003

1.1.2.4. Género Rhizobium

Las bacterias del género Rhizobium son bacilos rectos aerobios Gram-negativos, de 0,5-

0,9 um de diametro y de 1,2-3,0 um de longitud (Figura 1.2). Su movilidad es

consecuencia de la existencia de un flagelo (polar o subpolar) o bien de 2 a 6 flagelos

peritricos. No forman ni esporas ni quistes y, como anteriormente hemos mencionado,

fijan el N, en simbiosis con plantas leguminosas. La temperatura Optima para su

crecimiento va desde los 25 hasta los 30°C. El coeficiente de G+C es del 59-64%

(Jordan, 1984).

11
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Figura 1.2: Imagen de Rhizobium leguminosarum
(http://www.cnpab.embrapa.br/servicos/baby/rizobio.html).

Desde el punto de vista morfoldgico las células vegetativas jovenes son bacilos
cortos, pero en cultivos envejecidos o sometidos a condiciones ambientales adversas —

como temperatura o pH extremos, ciertos antibioticos...- aparecen células pleomorficas.

En medio mineral con extracto de levadura y manitol forman colonias circulares,
convexas, elevadas, semitranslicidas y mucilaginosas. Alcanzan un didmetro de 2 a 4
mm tras una incubacion de 3-5 dias. Algunas cepas son encapsuladas y la mayoria

produce abundantemente exopolisacaridos solubles en agua (EPSs).

Son organismos quimioorganotrofos y poseen un metabolismo respiratorio en el
que el oxigeno es el aceptor terminal de electrones. Todas las cepas crecen rapidamente
en medios minerales adicionados de extracto de levadura e hidratos de carbono,
produciendo una acidez moderada. Se caracterizan por emplear una gran diversidad de

fuentes de carbono asi como una amplia serie de compuestos aromaticos.

12
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1.1.3. Distribucion ecoldgica de los rizobios

Las bacterias del género Rhizobium, ademas de establecer simbiosis con plantas
leguminosas, se pueden encontrar como organismos de vida libre tanto en el suelo como
en la rizosfera. Se puede definir la rizosfera como aquel volumen de suelo que se
encuentra bajo la influencia directa de las raices de una planta y/o en asociacion con las
raices y pelos radicales, asi como el material producido por la planta (Andrade et al.,
1997; Mahaffee y Kloepper, 1997; Bringhurst et al., 2001). Este espacio incluye el suelo
unido a las raices de la planta, que a menudo se extiende unos pocos mm desde la
superficie de la raiz (Bringhurst et al., 2001) y puede incluir la capa epidérmica de la
raiz (Mahaffee y Kloepper, 1997). Los exudados de las plantas en la rizosfera, como los
aminoacidos y los azucares, proporcionan una fuente rica en energia y nutrientes para
las bacterias, dando lugar a mayores poblaciones bacterianas dentro de esta area que
fuera de la rizosfera. La mayoria de los organismos rizosféricos, incluyendo las
bacterias del género Rhizobium, se encuentran a 50 um desde la superficie de la raiz, y
las poblaciones que se encuentran a 10 pm pueden alcanzar 1,2:10% células cm™ o 10°-
10'? células microbianas g de suelo. A pesar del gran numero de bacterias que existen
en la rizosfera, solo el 7-15% de la superficie total de la raiz esta ocupada en general por

células microbianas (Foster et al., 1983; Pinton et al., 2001).

El crecimiento de los rizobios en suelos carentes de plantas leguminosas es
bastante lento. A pesar de ello, el suelo actia como reservorio de las poblaciones
nativas de rizobios, bien adaptadas a vivir en dicho entorno como microorganismos
saprofitos. Como un miembro més de la microbiota de vida libre en el suelo, los
rizobios estdn sometidos a las condiciones fisico-quimicas y bioldgicas del suelo y estan

obligados a competir con otros microorganismos para sobrevivir (Rodelas, 1995).

13
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1.1.4. Especificidad de la simbiosis Rhizobium-leguminosa y factores que

la controlan

En la simbiosis Rhizobium-leguminosa, los rizobios a cambio de otros nutrientes les
proporcionan amonio a las leguminosas, lo cual es de gran importancia pues el
nitrégeno reducido es normalmente el principal factor limitante del crecimiento vegetal.
De esta manera el establecimiento de la simbiosis resulta de gran interés tanto desde el

punto de vista agricola como ecologico.

Aunque muchas plantas hospedadoras pueden establecer simbiosis con mas de un
rizobio efectivo y viceversa, s6lo determinadas combinaciones de estos simbiontes van
a dar lugar a la formacion de nddulos que fijen nitrogeno. La especificidad entre los
simbiontes compatibles minimiza las posibilidades de formacion de asociaciones
inefectivas (noddulos vacios o bien noddulos con bacteroides incapaces de fijar
nitrogeno), algo que no le conviene a ninguno de los simbiontes (Perret et al., 2000). Se
pueden distinguir dos tipos de rango de hospedador: el rango de hospedador estrecho
(por ejemplo, R. leguminosarum bv. trifolii que nodula Trifolium spp.) y el rango de
hospedador amplio (por ejemplo, Rhizobium cepa NGR234 que nodula mas de 50
géneros de plantas). Ademads, algunas bacterias estdn adaptadas a determinados
cultivares de plantas hospedadoras, como R. leguminosarum bv. viciae cepa TOM que

nodula Pisum sativum cv. Afghanistan (Hadri et al., 1998).

En varias especies de Rhizobium, la mayoria de los genes de la nodulacion, la
fijacion de nitrogeno y la biosintesis de exopolisacaridos se encuentran en uno o mas
megaplasmidos conocidos como plasmidos simbidticos (Sym) (Beynon et al., 1980;
Huguet et al., 1983; Wijffelman et al., 1983; Banfalvi et al., 1985). Por el contrario, las

especies de Bradyrhizobium, Azorhizobium y Mesorhizobium portan la mayoria de la

14
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informacion simbidtica en clusters o islas en el cromosoma (Gonzélez y Marketon,
2003). Parece ser que la isla de simbiosis de Mesorhizobium loti puede ser transferida
horizontalmente por conjugacion de una cepa simbidtica a otra no simbidtica (Sullivan
y Ronson, 1998). En R. leguminosarum bv. viciae cepa A34 la mayor parte de los genes
simbidticos se encuentra en el plasmido simbiotico pRL1JI. Se ha encontrado un cluster
de genes que tienen homologia con el operon b y los reguladores fra de
Agrobacterium tumefaciens, y parece que estan relacionados con la transferencia del

plasmido simbidtico (Wilkinson et al., 2002).

La nodulacion es un proceso muy complejo en el que intervienen varias moléculas
sefales, que sirven para pasar lo que podriamos llamar “puntos de control”. En las
primeras fases de la nodulacion (curvatura del pelo radical y entrada de los rizobios)
estas sefiales son los flavonoides y los factores Nod. Las proteinas NodD son las
interlocutoras del trafico molecular en la rizosfera. Existen numerosas revisiones acerca
del proceso de nodulacion, de las que podriamos destacar las siguientes: Hirsch (1992),
Denarie et al. (1992), Hirsch et al. (2001) y Gage (2004). Los factores que influyen en

el control de la especificidad de la simbiosis (Perret et al., 2000) son los siguientes:

- Inductores: en la rizosfera encontramos varios inductores producidos por las
plantas como son las betainas (estaquidrina y trigonelina) y los acidos aldonicos
eritronico y tetronico (Phillips et al., 1992; Gagnon e Ibrahim, 1998), pero los mas
importantes son un grupo de flavonoides (Perret et al., 2000). Los flavonoides, ademas
de inducir la quimiotaxis de los rizobios, interactian como agliconas con las proteinas
NodD. Estas proteinas, que forman parte de la familia LysR de reguladores
transcripcionales, son capaces de unirse en forma de tetrdmero a motivos conservados
de 47 pb (cajas nod) presentes en los promotores de los genes de la nodulacion (nod, nol
y noe) (Feng et al., 2003). Sin embargo, la activaciéon de estos genes requiere la

interaccion de la proteina NodD con flavonoides compatibles (Fisher y Long, 1993). La
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transcripcion y posterior traduccion de los genes de la nodulacion da lugar a los factores
Nod, de los que hablaremos en el siguiente apartado. La produccion de los factores Nod
debe estar estrictamente regulada para que la simbiosis tenga éxito. Por ello, los rizobios
han desarrollado complejas redes reguladoras que controlan la transcripcion de los
genes de la nodulacion tanto espacial como temporalmente (Schlaman et al., 1998;
Kobayashi et al., 2004). Una revision reciente de los genes de la nodulacion se puede

encontrar en Downie (1998) y en Perret et al. (2000).

- Factores Nod: los rizobios, en respuesta a los inductores especificos secretados
por las plantas, producen y secretan una familia de lipooligosacaridos derivados de la
quitina denominados factores Nod. El esqueleto bésico de los factores Nod es el
resultado de la accion de tres proteinas: NodA, NodB y NodC. En primer lugar NodC,
que es una N-acetilglucosamina-f-(1-4)-transferasa, genera el esqueleto de la quitina a
partir de UDP-N-acetil-D-glucosamina. A continuacion NodB elimina un grupo acetilo
del residuo terminal del oligdbmero de quitina y NodA cataliza la transferencia de un
grupo acilo al grupo amino libre a partir de un grupo acil-ACP (Acyl Carrier Protein o
proteina transportadora de acilos) (Hirsch et al., 2001). El esqueleto puede tener varios
sustituyentes, cuya funcion va a ser mejorar la interaccion especifica con ciertas plantas
o bien proteger al factor Nod de la degradacion. Tales sustituyentes pueden ser acidos
grasos insaturados (nodEF), aziicares como arabinosa (noeC) y fucosa (nodZ, nolK),
grupos sulfato (nodH, noeFE), acetilo (nodL, nodX, nolL), metilo (nodS, noel) y
carbamoilo (nodU, nolO) (Perret et al., 2000) (ver Figura 1.3).

Por otra parte, parece claro que para conseguir la induccién de la nodulacion son
también importantes los niveles absolutos y la composicion y proporcion relativa de las

mezclas de factores Nod secretadas por los rizobios (Ovtsyna et al., 1999).
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Figura 1.3: Esqueleto de los factores Nod y sustituyentes. Adaptado de Perret et al. (2000).

- Receptores de factores Nod: El gen DMI2 (Does not Make Infection) de
Medicago truncatula, y sus ortdlogos en alfalfa (NORK- Nodulation Receptor-like
Kinase), Lotus japonicus (SYMRK- Symbiosis Receptor-like Kinase) y guisante (syml19),
es el primer gen relacionado con las primeras fases de sefalizacion que ha sido clonado
(Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Codifica una proteina quinasa tipo receptor
que contiene un dominio extracelular con tres repeticiones ricas en leucina, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular con actividad serina/treonina quinasa. Esta
estructura indica que DMI2 esta relacionado con la percepcion de una sefial y la
posterior transduccion de ésta (Esseling y Emons, 2004).

Asimismo, Amor et al. (2003) encontraron una mutante de Medicago truncatula
(NFP- Nod Factor Perception) que no responde tras la aplicacion de factores Nod o de
rizobios. El gen nfp parece estar relacionado con las primeras fases de sefializacion y
podria estar justo después o en el punto de percepcion de los factores Nod, o incluso ser
un receptor (Esseling y Emons, 2004).

Radutoiu et al. (2003) hallaron en Lotus japonicus dos genes, NFRI y NFR5
(NOD-FACTOR RECEPTOR), cuyas proteinas poseen dos o tres motivos LysM
extracelulares, los cuales aparecen en enzimas que se unen a polimeros que contienen
N-acetilglucosamina (Amon et al., 1998; Bateman y Bycroft, 2000). Por lo tanto, parece

que estas proteinas se unen a los factores Nod por los dominios LysM, activando la
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cascada de sefializacion a través del dominio quinasa intracelular. Los receptores LysM
probablemente actuen junto con la proteina receptora SYMRK (Endre et al., 2002;
Stracke et al., 2002). Las proteinas NFR1 y NFRS5 son necesarias en las primeras etapas
de la interaccién planta-rizobio, pero otros resultados indican que también estdn
relacionadas con etapas posteriores como el mantenimiento del crecimiento de los
cordones de infeccion [LYK3 en Medicago truncatula (similar a NFRI) (Limpens et al.,
2003)] (Parniske y Downie, 2003). Una revision reciente de los receptores de factores

Nod se puede encontrar en Riely et al. (2004).

- Polisacaridos: Los elementos de la pared celular de los rizobios importantes
desde un punto de vista simbidtico son: exopolisacaridos (exopolisacaridos acidos y -
glucanos ciclicos), lipopolisacaridos y polisacaridos capsulares. Los exopolisacaridos
parece que son esenciales en las primeras etapas del proceso de infeccion,
concretamente con plantas hospedadoras que desarrollan nédulos indeterminados. Los
lipopolisacaridos tienen funciones especificas en las ultimas etapas del proceso de
nodulacion, tales como la penetracion del cordon de infeccion en las células corticales o
el establecimiento del fenotipo de fijacion de nitrégeno. De forma mas general, todos
los tipos de polisacaridos parecen estar implicados en procesos complejos de inhibicion
de las defensas de la planta, lo que permite la invasion de la raiz de la planta (revisado

en Fraysse et al., 2003).

- Proteinas secretadas: Varias cepas de Rhizobium secretan proteinas que son
importantes en la simbiosis, como por ejemplo la proteina NodO (Perret et al., 2000).
Esta proteina estd codificada por el gen de la nodulacion nodO, cuyo promotor se
encuentra bajo el control de NodD y es inducible por flavonoides (Economou et al.,
1990). Se ha visto que la proteina NodO contiene repeticiones de unién a calcio, forma
poros en membranas y puede ser un determinante del rango de hospedador (Sutton et

al., 1994; Vlassak et al., 1998). La sobreexpresion de nodO fue capaz de complementar
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en parte el fenotipo de una mutante de R. leguminosarum bv. viciae por delecion de los
genes nodFEMNTLO, que no producia factores Nod con sustituyentes especificos del
hospedador y que era incapaz de formar nddulos en plantulas de veza. Se observo que
en esta mutante las bacterias se acumulaban en grandes masas en los cayados de los
pelos radicales y no iniciaban la formacion del cordon de infeccion. Por otra parte, la
mutante doble nodE/nodO indujo infecciones aberrantes, mientras que las mutantes
nodE y nodO no lo hacian (Walker y Downie, 2000). El fenotipo de la mutante doble
nodE/nodO era igual que el de la mutante por delecion nodFEMNTLO, excepto en el
hecho de que se formaban algunos cordones de infeccion. Sin embargo, estos cordones
de infeccion estaban hinchados, deformados y contenian altos nimeros de bacterias y
ademads existian agregados de bacterias en los sitios de infeccion. Parece que en las dos
mutantes anteriores las bacterias crecen demasiado durante la invasion del hospedador.
Es probable que el factor Nod sea el responsable de ralentizar el crecimiento de los
rizobios de forma indirecta, activando respuestas en las células radicales que a su vez
podrian reprimir el crecimiento bacteriano. Tiene sentido que una planta pudiera regular
el crecimiento de los rizobios dentro del cordon de infeccion ya que este tiene una tasa

de expansion limitada y las bacterias proliferan rapidamente (Gage y Margolin, 2000).

- Lectinas: Parece ser que las lectinas podrian servir para facilitar la union
especifica de bacterias compatibles a los pelos radicales y asi aumentar la concentracion
del factor Nod en el sitio de entrada del rizobio. Las lectinas no se unen a los factores
Nod por lo que deben interaccionar con otros componentes de la superficie celular del
rizobio. Sin embargo, alin no se sabe si las lectinas son absolutamente esenciales para la

nodulacion (Hirsch et al., 2001).

Asimismo, las acil-homoserina lactonas se podrian incluir en la lista de sefales
simbiodticas, ya que se ha visto que el mecanismo de quorum sensing o percepcion de

quorum se encuentra relacionado con la eficiencia de nodulacién, el desarrollo del
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simbiosoma, la produccioén de exopolisacarido y la fijacion de nitrégeno, siendo todos
estos fenomenos muy importantes para el establecimiento de una simbiosis efectiva

(Gonzélez y Marketon, 2003).

1.1.5. El problema de la competicion entre cepas del género Rhizobium

La capacidad para fijar el nitrogeno atmosférico e inducir la nodulaciéon en las
leguminosas varia mucho entre las distintas cepas de Rhizobium spp. Sin embargo, estas
caracteristicas no estan correlacionadas con la capacidad competitiva de dichas cepas

para sobrevivir en el suelo y nodular las raices de las plantas.

Numerosas cepas nativas de Rhizobium spp. del suelo se encuentran muy bien
adaptadas a su medio ambiente, como consecuencia de su alta diversidad tanto
fenotipica como genotipica, y resultan ser altamente competitivas frente a cepas
inoculantes seleccionadas por sus mejores capacidades de fijacion de nitrogeno y/o
nodulaciéon (Dowling y Broughton, 1986). Mediante modificaciones genéticas se
pueden conseguir cepas con mayor capacidad de fijar nitrégeno, pero para que puedan
ser empleadas como inoculantes de plantas leguminosas sin ser desplazadas por las
cepas nativas es necesario buscar soluciones al problema de la competicion (Triplett y

Sadowsky, 1992).

Los factores que afectan a la competicion se pueden dividir segin Dowling y
Broughton (1986) en bioldgicos, ecoldgicos y otros, como la presencia de herbicidas y
pesticidas. Entre los factores biologicos se pueden mencionar el efecto de los
bacteriofagos, la presencia de la bacteria patogena vegetal Erwinia herbicola y las
micorrizas vesiculo-arbusculares, entre otros. Los factores medioambientales afectan al

crecimiento tanto de la planta como del rizobio. Al ser la planta la que desarrolla la
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rizosfera en la que deben crecer los rizobios y los nodulos que deben ser posteriormente
colonizados, cualquier factor ecoldgico que influya negativamente en el crecimiento de
la planta afectard a la competicion. Un resumen de todos los factores ecologicos se

puede ver en la Figura 1.4.

Factores que afectan a la planta:

e Luz

e Otras plantas
e Genoma de la planta

\ Factores que afectan a la planta y a los rizobios:

pH

Nutrientes

Tipo de suelo

Herbicidas

Temperatura

Agua

Microorganismos del suelo
Pastoreo

Parasitos

Uso previo de la tierra

A\

<

Rizosfera:

\ Factores que afectan a los rizobios:

o Intercambio genético
e Organismos saprofitos
e Genoma del rizobio

e Acidos organicos
e Aminoacidos

e Vitaminas

o Hidratos de carbono
e Células muertas

Figura 1.4: Factores que pueden influenciar la competicion entre cepas de Rhizobium por la
nodulacion de las leguminosas. Adaptado de Dowling y Broughton (1986).

Por otra parte se han identificado varios fenotipos que juegan un papel
significativo en la competicion por la nodulacion (Triplett y Sadowsky, 1992):
quimiotaxis y movilidad, velocidad de nodulacién, efectividad simbidtica,

caracteristicas de la superficie celular, eficiencia de la nodulacion y antibiosis.
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Quimiotaxis y movilidad

La mayoria de los rizobios poseen flagelos y gracias a ellos pueden dirigirse hacia los
atrayentes (p. ej. azlicares) o alejarse de los irritantes (p. €j. antibioticos). Los mejores
atrayentes para Rhizobium leguminosarum son un amplio grupo de azticares como la D-
glucosa, la celobiosa y el manitol, con la excepcion de la sacarosa o de la trehalosa
(Bowra y Dilworth, 1981). La movilidad también depende del pH y ademas es activada
por los iones Ca®" e inhibida por los iones Cu®’. Gaworzewska y Carlile (1982)
encontraron que Rhizobium leguminosarum era atraida por los exudados de Pisum
sativum. Al caracterizar el exudado se vio que muchas de sus fracciones tenian una
naturaleza atrayente, incluso aquellas de bajo peso molecular. Asimismo se observo que
la atraccion no era totalmente especifica ya que el mismo exudado podia atraer a otras
especies de Rhizobium y por otra parte R. leguminosarum podia ser atraida por los

exudados de otras leguminosas.

La propagacion de los rizobios en el suelo depende claramente de la quimiotaxis y
de la movilidad de la cepa, asi como del tipo de suelo y de su contenido en agua. No
obstante, varios trabajos sostienen que la movilidad no es esencial para la nodulacion,
pero si para la competitividad (Triplett y Sadowsky, 1992). Como ejemplo de la anterior
afirmacion destacan los trabajos de Ames y Bergman (1981) que examinaron mutantes
no moviles de Sinorhizobium meliloti flageladas y no flageladas y encontraron que
ambos tipos de mutantes eran menos competitivas que la cepa silvestre, manteniendo la
misma tasa de crecimiento y capacidad de nodulacion. Mellor et al. (1987) también
comprobaron que mutantes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 por insercion
del transposon Tn5 defectivas en la movilidad eran menos competitivas que la cepa

silvestre, sin que estuvieran perjudicadas en su crecimiento.
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En Rhizobium leguminosarum se han encontrado varios genes (mcpB-mcpF) que
codifican para proteinas MCPs (proteinas quimiotacticas aceptoras de metilos), las
cuales juegan un papel muy importante en la respuesta quimiotactica de muchas
bacterias. Lo verdaderamente interesante ha sido comprobar que al realizar estudios de
competicion de una cepa silvestre con dos mutantes en los genes mcpB y mcpC
respectivamente, estas ultimas formaban menos nddulos. Estos resultados y los de otros
autores parecen confirmar que realmente la quimiotaxis cumple un papel clave en la

competicion (Yost et al., 1998).

Velocidad de nodulacion

La infecciébn temprana de las raices de leguminosas induce una respuesta
autorreguladora en la planta que previene la infeccion por inoculaciones posteriores
(Bhuvaneswari et al., 1980, 1981; Pierce y Bauer, 1983; Kosslak y Bohlool, 1984;
Stephens y Cooper, 1988). Esto ha sido demostrado en sistemas de raices divididas, en
las que los dos lados de la raiz estan separados y son inoculadas a distintos tiempos
(Kosslak y Bohlool, 1984; Sargent et al., 1987). La nodulacion es reprimida en aquel
lado que se inocula veinticuatro horas mas tarde. Al aumentar el intervalo de tiempo
entre las inoculaciones se incrementa la supresion de la nodulacion (Kosslak et al.,
1983). La supresion de la nodulacion tardia ocurre en la fase de desarrollo del
meristemo nodular previo al crecimiento del nodulo (Calvert et al., 1984). Algunos
investigadores (Labandera y Vincent, 1975; van Rensburg y Strijdom, 1982; Kosslak et
al., 1983; Handelsman et al., 1984; Stephens y Cooper, 1988; Oliveira y Graham, 1989;
Trinick y Hadobas, 1989; McDermott y Graham, 1990) han encontrado una correlacion
entre la velocidad de nodulacion y la competitividad. No obstante, los estudios de
competicion deberian realizarse entre cepas isogénicas para poder obtener resultados

concluyentes.
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Efectividad simbiotica: efecto de las mutaciones en los genes nod y nif sobre la

competicion por la nodulacion

Las mutaciones en varios genes de la nodulacion (nod) pueden dar lugar a la falta de
estimulacion de la respuesta autorreguladora, tasas de infeccion inferiores, disminucion
de la competitividad por la nodulacion y mal desarrollo del nddulo (Sargent et al., 1987;
Hahn y Hennecke, 1988). Las mutaciones en los genes nodVW de Bradyrhizobium
Jjaponicum ocasionan un retraso en la nodulacion (Gottfert et al., 1990; Gottfert, 1993) y
una mutacion en el gen nolJ de la cepa USDA 201 de Sinorhizobium fredii también da
lugar a un retraso en la formacion de nodulos, a una menor eficiencia de nodulacion y a
un descenso en la competitividad (Boundy-Mills et al., 1994). Sin embargo, existen
resultados contradictorios sobre si las mutaciones en los genes nif o fix afectan a la
competitividad. Mientras que en algunos estudios parece que las plantas seleccionan a
los microsimbiontes que fijan nitrogeno de manera eficiente (George y Robert, 1991),
en otros no existe dicha discriminacion (Sadowsky y Graham, 1998). Quizés el mejor
estudio para ilustrar este punto es el de Hahn y Studer (1986). Estos investigadores
obtuvieron una mutante 7n5 de Bradyrhizobium japonicum 110spc4 en el gen nifD
(necesario para la sintesis de una de las subunidades de la nitrogenasa) y encontraron
que a pesar de tener el fenotipo Fix™ podia competir en igualdad de condiciones con la

cepa silvestre por la nodulacién de soja.

Caracteristicas de la superficie celular

La composicion de la superficie celular juega un papel importante en la competicion por
la nodulacion. Las mutantes no mucosas de la cepa USDA208 de Rhizobium fredii
compiten mejor por la nodulacién de las raices de soja “Peking” que la cepa nativa
(Zdor y Pueppke, 1991). No obstante, las mutantes por insercion de TnS de las especies

R. leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici y Bradyrhizobium japonicum deficientes en
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la produccion de exopolisacarido son menos competitivas que las cepas silvestres
(Araujo y Handelsman, 1990; Bhagwat et al., 1991). Bhagwat et al. (1991) aislaron y
mapearon la region de la cepa USDA 110 de Bradyrhizobium japonicum homologa de
la zona con la insercion de Tn5 de la cepa mutante y pudieron complementar el fenotipo
mucoso y la competitividad en dicha mutante. Asimismo, una mutante de
Sinorhizobium meliloti defectiva en la produccion de lipopolisacarido presenta un
retraso en la formacion de nédulos, produce menos nédulos y tiene una competitividad
reducida por la nodulacion de alfalfa en relacion a la cepa silvestre (Lagares et al.,

1992).

Eficiencia de la nodulacion

La capacidad de un microsimbionte de nodular eficientemente a su leguminosa tiene un
efecto directo en la competicion por la nodulacion. Se ha identificado una region (nfe;
nodule formation efficiency) en un plasmido criptico de Sinorhizobium meliloti GR4 que
influencia la cinética de la nodulacion y la competicion por la nodulacion en la alfalfa
(Sanjuan y Olivares, 1989, 1991). Las mutaciones en esta region retrasan la formacion
de los nodulos en uno o dos dias y por otra parte también disminuyen la competitividad
de la mutante. Asimismo mediante fusiones /acZ se ha comprobado que la expresion de
los genes nfe depende del sistema regulador NifA-RpoN (Sanjuan y Olivares, 1989;
Soto et al., 1993). En Bradyrhizobium japonicum se ha identificado un gen tipo nfe,
nfeC, que también afecta a la competitividad (Chun y Stacey, 1994).

Antibiosis

Algunas cepas de Rhizobium producen antibidticos o poseen fagos (Schwinghamer y
Belkengren, 1968; Schwinghamer, 1971; Schwinghamer et al., 1973; Joseph et al.,
1983; Hodgson et al., 1985; Hashem et al., 1986; Hashem y Angle, 1988). Algunas de
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estos agentes pueden inhibir especificamente a otras cepas de Rhizobium, como ocurre
con las bacteriocinas, cuya produccion por las bacterias del suelo estd bien
documentada. Dos revisiones de cardcter general acerca de las bacteriocinas se pueden

encontrar en Daw y Falkiner (1996) y en Riley y Wertz (2002).

Los genes que codifican estos factores antibidticos pueden proporcionar una
mayor competitividad e incluso pueden tener el mismo efecto cuando son transferidos a
otra cepa (Triplett, 1988). Existen varios trabajos que muestran el papel de la
produccion de bacteriocinas como ventaja en la competicion saprofitica y en la
competicion por la nodulacidon entre cepas productoras de bacteriocina y otras cepas de
Rhizobium (Wilson et al., 1998). Schwinghamer y Brockwell (1978) comprobaron que
cepas productoras de bacteriocina de R. leguminosarum bv. trifolii pueden inhibir el
crecimiento de cepas sensibles en cultivos de laboratorio en medios liquidos, asi como
su supervivencia en inoculantes de turba. Posteriormente, Hodgson et al. (1985)
observaron que cuando se emplea un inoculo mixto de una cepa productora de
bacteriocina de R. leguminosarum bv. trifolii (CB782) y una cepa resistente a la
bacteriocina, la presencia de la bacteriocina supone una gran ventaja para la cepa
resistente tanto en medio so6lido como en suelo. Triplett y Barta (1987) observaron que
el gen de la bacteriocina denominada trifolitoxina (ver apartado 1.2.3.2) de la cepa
altamente competitiva T24 de R. leguminosarum bv. trifolii determina una mayor
capacidad competitiva de las cepas productoras frente a las cepas sensibles a la
trifolitoxina. En el apartado 1.2 se describen las caracteristicas de las bacteriocinas con

mas detalle.
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1.2. BACTERIOCINAS

1.2.1. Definicion de bacteriocina

La definicion de las bacteriocinas desde un punto de vista funcional es la siguiente: las
bacteriocinas son agentes inhibidores especificos no autopropagables que actian
antagonicamente sobre otra/s cepa/s estrechamente relacionada/s con la productora,
independientemente de su naturaleza quimica, mecanismo o localizaciéon de los genes
que codifican su sintesis y regulacion (Tagg et al., 1976; Reeves, 1979; Jack et al.,

1995).

En 1925 Gratia observo que una cepa de Escherichia coli producia un antibiotico
altamente especifico (principio V) que era activo frente a otras cepas de la misma
especie. Este tipo de antibiotico especifico también se encontrd en varias especies de la
familia Enterobacteriaceae y por ello se propuso el término colicina. Sin embargo, al
descubrirse que la produccion de agentes aparentemente similares no estaba limitada a
la familia Enterobacteriaceae, Jacob et al. (1952) propusieron que el nombre general
bacteriocina deberia ser usado para las proteinas antibacterianas altamente especificas
producidas por determinadas cepas de bacterias que son activas principalmente frente a
las cepas de la misma especie. Se han encontrado bacteriocinas en casi todas las cepas
bacterianas examinadas hasta la fecha, y dentro de una misma especie se pueden
sintetizar decenas o incluso cientos de bacteriocinas diferentes (James et al., 1991; Riley
y Gordon, 1992; Riley y Wertz, 2002). De acuerdo con Klaenhammer, el 99% de las
bacterias podrian producir al menos un tipo de bacteriocina y la tnica razén por la que
no se han aislado mdas bacteriocinas es que no han sido buscadas por muchos
investigadores (Klaenhammer, 1988 ; Raloff, 1998). Las bacteriocinas mas estudiadas
son las colicinas producidas por Escherichia coli y enterobacterias relacionadas (Daw y

Falkiner, 1996).
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El primer investigador que habld de actividad bacteriocinogénica en Rhizobium
fue Roslycky (1967), quien acuiid el término rizobiocina para designar a este tipo
concreto de bacteriocinas. Desde 1967 la produccion de rizobiocinas ha sido descrita en
casi todas las especies de Rhizobium y a menudo se ha mencionado la ventaja
competitiva que supone para las cepas que las producen (Triplett y Sadowsky, 1992;

Wilson et al., 1998).

1.2.2. Clasificacion de las bacteriocinas de Rhizobium

La clasificacion de las rizobiocinas resulta muy complicada debido a la gran
heterogeneidad que presentan en su composicion, peso molecular y propiedades fisicas
y quimicas, asi como al desconocimiento de la estructura y bases genéticas de la mayor
parte de ellas. La solucidon propuesta es la de realizar una clasificacion arbitraria en
funciéon del tamanio de las zonas de inhibicion y, sobre todo, de propiedades fisicas y
bioquimicas como la termorresistencia, la solubilidad, la sensibilidad a enzimas y la
difusion a través de membranas de filtracion y dialisis. De esta manera podemos dividir

a las rizobiocinas en dos grupos (Schwinghamer, 1975; Hirsch, 1979):

L. Rizobiocinas de alto peso molecular o tipo fago (phage-like):

Se trata de fagos defectivos. Se asemejan a alguno o a todos los componentes de un
fago normal y retienen la actividad litica, pero son incapaces de replicarse en ningin
hospedador conocido. Frecuentemente son inducibles con luz ultravioleta y
difunden poco en medio sélido. Debido a su peso molecular se pueden separar
facilmente en medio liquido. La produccion de este tipo de bacteriocinas se ha

descrito en Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (Schwinghamer, 1975; Joseph et
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al., 1985) y en una cepa de Rhizobium aislada de nodulos de altramuz (Lotz y

Mayer, 1972).

11. Rizobiocinas de bajo peso molecular:

Se caracterizan por difundir con facilidad en medio so6lido. Segun su tamafio y

estabilidad se dividen a su vez en dos categorias:

a. Tipo pequefo (small):

Son dializables y resistentes al calor y a las enzimas proteoliticas. Como
consecuencia de su bajo peso molecular su difusiéon en agar es muy rapida
por lo que producen zonas de inhibiciéon de muy gran tamafio. Su produccion
ha sido descrita en cepas de Rhizobium leguminosarum (Hirsch, 1979; van
Brussel et al., 1985). van Brussel et al. (1985) observaron que existia una
fuerte resistencia cruzada entre las cepas bacteriocinogénicas y dedujeron
que estas rizobiocinas debian ser idénticas o estar estrechamente
relacionadas. Posteriormente se analiz6 la estructura de la rizobiocina por
HPLC (Cromatografia de liquidos de alta resolucion) y RMN
(Espectroscopia de resonancia magnética nuclear) a partir de extractos
obtenidos en cloroformo, y se determin6 que se trata de una acil-homoserina
lactona (AHL), concretamente la N-(3R-hidroxi-7-cis-tetradecanoil)-L-
homoserina lactona (3-OH-C,4.;-HSL) (Gray et al., 1996; Schripsema et al.,
1996). Las AHLs son moléculas que se encuentran involucradas en los
mecanismos de comunicacion célula-célula y no se pueden considerar

bacteriocinas en un sentido estricto.
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Por otra parte, si nos basamos en las caracteristicas generales de las
rizobiocinas de tipo pequenio, la trifolitoxina (Triplett y Barta, 1987) también
puede ser incluida dentro de este grupo. Se trata de un péptido dializable y
termoestable producido por la cepa T24 de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii, que se caracteriza por ejercer un potente efecto bacteriostatico
(Schwinghamer, 1971). En el apartado1.2.3 se hablard con méas detalle de las
AHLs y de la trifolitoxina.

b. Tipo medio (medium):

No son dializables, pero si sensibles al calor y a menudo también a enzimas
proteoliticas, a diferencia de las bacteriocinas de tipo pequefio. Existe una
escasa resistencia cruzada entre las especies que la producen. Los genes que
las codifican forman parte de plasmidos grandes, que pueden contener
asimismo genes de la nodulacion (Brewin et al., 1980). La produccién de
este tipo de bacteriocinas se ha observado en varias cepas de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae y R. leguminosarum bv. trifolii (Hirsch, 1979;
Joseph et al., 1983; Rodelas et al., 1998; Oresnik et al., 1999; Venter et al.,
2001; Hafeez et al., 2004). Resulta interesante que las bacteriocinas de tipo
medio que han sido caracterizadas a nivel molecular hasta la fecha muestran
homologia con la familia de proteinas RTX (Oresnik et al., 1999; Twelker et
al., 1999; Venter et al., 2001), por lo que esta familia de proteinas va a ser

descrita con mas detalle en el apartado 1.2.4.



Introduccion

1.2.3. Bacteriocinas de tipo pequeiio (small)

1.2.3.1. Acil-homoserina lactonas

Mecanismo de percepcion de quorum

Las AHLs son sefiales moleculares de las bacterias Gram-negativas que estan
relacionadas con la comunicacion intercelular (Fuqua et al., 1996; Whitehead et al.,

2001) mediante un mecanismo denominado percepcion de quorum (quorum sensing).

Las bacterias, a pesar de ser organismos unicelulares, son individuos sociales que
forman asociaciones multicelulares. En algunos casos esta asociacion conlleva una
diferenciacion o especializaciéon de células individuales dentro de la poblacion,
estableciéndose asi un reparto de tareas. Sin embargo, esta organizacion multicelular y
este comportamiento coordinado puede presentarse también en poblaciones bacterianas
homogéneas, en las que no aparece este reparto de tareas: la bacteria se diferencia como
parte de una respuesta masiva en la que la poblaciéon como un todo altera su morfologia,
fisiologia o comportamiento. No obstante, antes de cualquier respuesta en grupo es
necesario conocer la densidad de la poblacion. Esta es la causa de que las bacterias
hayan desarrollado mecanismos para sentir la densidad poblacional y regular la

expresion de sus genes conforme a ella.

Uno de los mecanismos reguladores mas extendidos es el de percepcion de
quorum. La regulacion de los genes en funcion de la densidad celular normalmente esta
mediada por la acumulaciéon en el medio ambiente exterior de uno o mas compuestos
sefal sintetizados por la propia bacteria (Kaiser, 1996). Estos compuestos salen fuera de

la célula por difusion y solo son detectados cuando la bacteria se encuentra en densidad
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alta o cuando estd en un ambiente restringido, pues de esta manera la sefial se acumula
hasta llegar al umbral de concentracion requerido para la activacion de sus genes. De
esta forma se consigue la comunicacion intercelular entre bacterias que no estan en
contacto. Como ya hemos mencionado anteriormente, las moléculas sefiales mas
comunes en los sistemas de percepcion de quérum de las bacterias Gram-negativas son
las acil-homoserina lactonas, generalmente llamadas autoinductores. Las funciones de
comportamiento o fisioldgicas reguladas por ellas son muy diversas: bioluminiscencia,
conjugacion, produccion de antibidticos, expresion de factores de virulencia, expresion
de genes de la rizosfera... (Whitehead et al., 2001), pero todas tienen en comun que para
ser llevadas a cabo hace falta que haya un numero suficiente de células. Por otra parte,
Redfield (2002) ha definido el término “percepcion de difusion” (diffusion sensing): es
posible que la secrecion y respuesta a los autoinductores sea para la bacteria una forma
de detectar si las moléculas secretadas se alejan de la célula. Esto permitiria a las
bacterias regular la secrecion de efectores tales como enzimas degradativas,
antibioticos, surfactantes, y sideroforos, para minimizar las pérdidas por difusion

extracelular (Redfield, 2002; Gonzalez y Marketon, 2003).

La primera vez que se investigd este mecanismo dependiente de AHL fue en
Vibrio fischeri (Photobacterium fischeri), en el que los genes responsables de la
bioluminiscencia (genes /ux) se expresaban en respuesta al nimero creciente de células.
Desde el principio estuvo claro que solo habia dos genes principales -lux/ y [uxR-
(Devine et al., 1989), aunque existian otros genes menos importantes con una funcién
moduladora (Kuo et al., 1996). Los genes /lux estdn organizados en dos unidades
transcripcionales divergentes separadas aproximadamente por 155 pares de bases. Uno
de ellos contiene siete genes que forman el operon luxICDABEG y el promotor Pr. El
otro s6lo posee el gen /uxR y el promotor Pp (Engebrecht y Silverman, 1984, 1987;
Devine et al., 1988). El producto del gen /ux/ es el responsable de generar la sefial N-(3-

oxohexanoil)-L-homoserina lactona (3-0x0-C¢-HSL) y el producto del gen /uxR es una
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proteina reguladora a la que se une el autoinductor (AHL) y que funciona como
activador transcripcional del operon luxICDABEG. Los genes [ux se regulan mediante la
proteina LuxR y el autoinductor. Cuando la densidad celular es baja, la transcripcion de
ambos promotores es pequefia pero suficiente como para que todas las células tengan
cierta concentracion de LuxR y LuxI. De esta manera se van sintetizando cantidades
pequetias de autoinductor, y asi se va acumulando. Al ir aumentando la densidad celular
las concentraciones de autoinductor son cada vez mayores y llega un momento en que
se activa la proteina LuxR. Esta se dimeriza y se une a una secuencia palindrémica de
20 pb denominada caja /ux (promotor Pgr) provocando la activacion de la transcripcion
de todos los genes de ese operon con lo que se producird un gran aumento de la luz
emitida. Sin embargo, ese incremento de luz tiene un maximo pues el complejo LuxR-
Autoinductor puede regular negativamente la transcripcion del promotor Py, dando lugar

a una disminucion de la proteina LuxR.

Estructura de las AHLs

Las AHLs estan formadas por un grupo homoserina lactona (derivado del metabolismo
de los aminoacidos a partir de la S-adenosil metionina) unido a una cadena acilo lateral
[derivada del metabolismo de acidos grasos a partir de acil-ACP (acil-proteina
transportadora de acilos) o acil-CoA (acil-coenzima A)] (Hanzelka y Greenberg, 1996;
Schaefer et al., 1996). La cadena acilo lateral puede tener un sustituyente en el carbono
C3 (carbonilo, hidroxilo o totalmente reducido) y una longitud, generalmente, de 4 a 12
carbonos (Hoang et al., 2002; Watson et al., 2002). En algunas especies de Rhizobium
se han encontrado cadenas laterales de hasta 18 dtomos de carbono, y ademas pueden
tener enlaces insaturados (Lithgow et al., 2000; Marketon et al., 2002). La mayoria de
los organismos producen mas de un tipo de AHL y, ademas, diferentes organismos

pueden sintetizar la misma AHL (Hardman et al., 1998).
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Percepcion de quorum en bacterias asociadas a organismos eucariotas

En el caso de las bacterias que se asocian a plantas, las AHLs regulan un amplio rango
de fenotipos: determinantes de patogenicidad, conjugacion, competencia en la rizosfera
y produccion de metabolitos antifungicos (Newton y Gray, 2004). Las bacterias
productoras de AHLs se encuentran en mayor proporcion en las inmediaciones de las
raices de las plantas (rizosfera) que en el resto del suelo, lo que sugiere que las AHLs
estan relacionadas con la colonizacion de la rizosfera (Elasri et al., 2001) y con la
competencia, probablemente regulando mecanismos tales como la produccion de
exopolisacarido, la adhesion a la raiz y la formacion de la biopelicula (von Bodman et
al., 1998; Denny, 1999; de Kievit et al., 2001; Marketon et al., 2003). La percepcion de
AHLs generalmente esta integrada en grandes redes de control con muchas entradas
positivas y negativas. Ademads, parece que algunas plantas pueden ser capaces de
interferir y, posiblemente, responder al sistema de sefializacion de AHLs (Teplitsky et
al., 2000; Bauer y Robinson, 2002; Mathesius et al., 2003). Los fenotipos bacterianos
controlados por quorum sensing frecuentemente estdn regulados por senales
medioambientales adicionales, como la tensiéon de oxigeno, la falta de nutrientes, la
limitacidn de hierro o la represion por catabolito (Newton y Fray, 2004). Es posible que
los compuestos producidos por la planta alteren la respuesta por AHLs indirectamente
mas que de una manera directa y, aunque fuera asi, estos compuestos podrian ser
importantes en la determinacion del éxito de las interacciones entre las plantas
superiores y varias bacterias patdgenas y simbidticas. Algunos autores han encontrado
imitadores de AHLs derivados de plantas que son capaces de activar débilmente las

respuestas por quorum sensing (Teplitsky et al., 2000).

Las AHLs pueden provocar varias respuestas especificas en algunos eucariotas,
por ejemplo, actuar como quimioatrayentes para el estado de zoospora del alga verde

Enteromorpha (que se instala preferentemente en biopeliculas bacterianas productoras
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de AHLs) (Joint et al., 2002). Asimismo se ha visto que la 3-ox0-C;,-HSL tiene un
efecto inmunomodulador en mamiferos, haciendo que el sistema inmune murino sea
menos efectivo frente a las bacterias (Telford et al., 1998). Mathesius et al. (2003)
encontraron importantes alteraciones en los perfiles del proteoma de las raices de
Medicago truncatula expuestas a niveles fisiologicamente relevantes de AHLs de
cadena acilo de 10 o mas carbonos, lo que plantea la posibilidad de que algunas plantas
respondan directamente a las moléculas sefiales producidas por microorganismos

patdgenos o beneficiosos para la planta.

Percepcion de quorum en Rhizobium

En la cepa A34 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae la produccion de 3-OH-C4.-
HSL (Figura 1.5) esta codificada por el gen cin/ (homodlogo de /uxI), cuya expresion se
encuentra regulada por el producto del gen cinR (homodlogo de /uxR). Ambos genes,
cuya localizacion es cromosomica (Lithgow et al., 2000), se encuentran en la cima de
una cascada que controla la expresion de al menos otras tres AHL sintasas (Rodelas et
al., 1999; Lithgow et al., 2000; Wisniewski-Dye et al., 2002). Una de ellas es el
producto de rhil que junto con el producto de rhiR regula la expresion del operon
rhiABC (Rodelas et al., 1999; Lithgow et al., 2000). Este operén se expresa en la
rizosfera de una manera dependiente de la densidad celular y juega un papel en la

nodulaciéon que aun no estd completamente elucidado (Cubo et al., 1992).
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Figura 1.5: Estructura de la N-(3R-hidroxi-7-cis-tetradecanoil)-L-homoserina lactona (3-OH-C,;-
HSL) (Gray et al., 1996; Schripsema et al., 1996).

Ademas de regular la expresion de los genes de la rizosfera, la cascada
anteriormente mencionada se encuentra relacionada con la regulacion de la transferencia
del plasmido conjugativo y probablemente también con la nodulacion y la expresion de
los genes de adaptacion a la fase estacionaria (Rodelas et al., 1999; Thorne y Williams,
1999; Lithgow et al., 2000; Wilkinson et al., 2002; Danino et al., 2003). Esta capacidad
de inducir la entrada temprana en fase estacionaria es la responsable del efecto
bacteriostatico que se atribuy6 a la bacteriocina small o, lo que es lo mismo, 3-OH-
Ci4:1-HSL (Gray et al., 1996). En la Tabla 1.4 y en la Figura 1.6 se pueden encontrar
respectivamente un resumen de los genes responsables de la produccion de AHLs y la

cascada de regulacion por quorum sensing en Rhizobium leguminosarum bv. viciae.
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Tabla 1.4: Producciéon de AHLs en Rhizobium leguminosarum bv. viciae. *: 1a identificacién de la
AHL esta basada en los resultados de una cromatografia en capa fina, pero no se ha confirmado
por espectrometria de masas o por resonancia magnética nuclear. Adaptada de Gonzilez y
Marketon (2003).

Genes responsables de la AHLs Fenémeno regulado Referencia
produccion de AHL
rhiR/rhil Cs-HSL Eficiencia de nodulacion Cubo et al., 1992;
Rodelas et al., 1999
C;-HSL
Cs-HSL
raiR/rail 3-OH-Cs-HSL Desconocido Wisniewski-Dye et al.,
2002
Cs-HSL
C,-HSL
Cs-HSL
traR/tral 3-0x0-Cg-HSL*  Transferencia de plasmido ~ Wilkinson et al., 2002
Cs-HSL? simbiotico
cinR/cinl 3-OH-C,4;-HSL Inhibicién de crecimiento Lithgow et al., 2000

Recientemente se han aislado y secuenciado los genes cinRI en una cepa de
Rhizobium etli. La proteina Cinl produce una AHL de estructura no totalmente conocida
pero que parece ser diferente a la de la 3-OH-C,4.1-HSL, al menos en la ausencia del
doble enlace. Esta AHL inhibe el crecimiento de otras cepas de rizobios y se ha
demostrado su implicacion en la regulacion del crecimiento y de la fijacion de nitrégeno
en Rhizobium etli (Daniels et al., 2002). A pesar del parecido existente entre las
secuencias de las proteinas CinRI de Rhizobium leguminosarum y R. etli, estos sistemas
basados en el mecanismo percepcion de quérum producen distintas moléculas sefiales y

regulan la expresion de fenotipos diferentes en cada especie.
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Inhibicion del crecimiento Funcion desconocida

3-OH-C4-HSL, C-HSL, C,-HSL, Cg-HSL
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"
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3-OH-C,,,-HSL
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-

Y~

\

Controla la transferencia de pRL1JI Relacionado con la nodulacién

rth| | rhiABC rhtR|
pRL1JI
CG-HSL C,-HSL, C,-HSL

3-0x0-C4-HSL

Inhibicion del crecimiento

Figura 1.6: Cascada de regulaciéon por quorum sensing en R. leguminosarum bv. viciae.
Rhizobium leguminosarum tiene cuatro sistemas conocidos de quorum sensing. El sistema cinRI
se encuentra en el cromosoma y produce la 3-OH-C,4,;-HSL, que activa los sistemas tra y rai. La
proteina BisR por una parte activa a fraR y por otra reprime a cinR en respuesta a la 3-OH-C4.-
HSL, de manera que enlaza los sistemas cin y tra. Los sistemas tra y rhi, asi como los genes que
confieren la sensibilidad a la inhibicion del crecimiento por 3-OH-C,;,-HSL se encuentran
pRL1JI, que es el plasmido simbiotico de R. leguminosarum bv. viciae cepa A34. El sistema tra es
responsable de producir 3-0x0-Cg-HSL y controla la transferencia de pRL1JI, mientras que el
sistema rhi produce varias AHLs de cadena corta y tiene influencia en la eficiencia de nodulacién
por un mecanismo desconocido. El locus raiRI se encuentra en el plasmido pIJ9001 y también
produce varias AHLs de cadena corta; sin embargo, se conoce muy poco acerca del papel de este
sistema de quorum sensing. Las flechas verdes indican activacion y la flecha roja represion. trbB-
I corresponde a los genes trbBCDEJKLFGHI. Adaptada de Gonzalez y Marketon (2003).
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1.2.3.2. Trifolitoxina

La cepa T24 de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii se aislé a partir de los nddulos de
las raices de Trifolium dubium en 1937 y se observd que poseia unas caracteristicas muy
interesantes: los nédulos producidos por esta cepa no fijaban nitrogeno y por otra parte
era capaz de inhibir la nodulacion por otras cepas de rizobios (Schwinghamer y
Belkengren, 1968). Esta ultima caracteristica es consecuencia de la produccién de una
bacteriocina denominada trifolitoxina (Triplett y Barta, 1987). Esta bacteriocina resulta
de gran interés pues hoy en dia es una de las rizobiocinas mejor caracterizadas gracias al

trabajo del grupo de investigacion de E.W. Triplett.

La trifolitoxina es un pequefio péptido lineal modificado de 1.037 Da. La
secuencia de aminoacidos es DIGGSRXGCVA, donde la X es un grupo croméforo
resultante de la ciclacion post-traduccional del aminoacido glutamina (Breil y Triplett,

1993).

A bajas concentraciones el efecto bacteriostatico de la trifolitoxina se encuentra
restringido a las cepas de Sinorhizobium fredii y a las de las tres biovariedades de
Rhizobium leguminosarum, mientras que no afecta a otras bacterias comunes del suelo y
de la rizosfera (Schwinghamer y Belkengren, 1968; Triplett y Barta, 1987). Sin
embargo al emplear concentraciones superiores el espectro de actuacion se amplia a
cepas de Sinorhizobium meliloti (Triplett y Vogelzang, 1989), Agrobacterium, Brucella,
Mycoplana, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhodobacter, Rhodopseudomonas 'y
Rhodospirillum (Triplett et al., 1994).

Los genes responsables de la produccion de la trifolitoxina y la resistencia a ella
son siete: tixABCDEFG, y se transcriben en el mismo sentido (Breil et al., 1993). El gen

tfxA es el gen estructural putativo de la trifolitoxina y su producto es una proteina de 42
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aminodcidos que tras un corte en la posicion 31 da lugar a un propéptido de 11
aminoacidos. Los genes tfxBCD parece que estan relacionados con la modificacion y
transporte del esqueleto peptidico y el transporte de la propia trifolitoxina. El gen
relacionado con la resistencia parece ser #/xE, mientras que #/xG esta relacionado con la
formacion de isomeros de trifolitoxina (Scupham et al., 2002). Fuera de la region tfx se
ha aislado el gen t#fud, cuyo producto resulta esencial para la produccion de la
trifolitoxina aunque se desconoce su papel exacto. Al lado de #fuAd en 5° se encuentra un
marco abierto de lectura denominado ORF2 que podria estar relacionado con la

ciclacion post-traduccional del propéptido (Breil et al., 1996).

La cepa T24, a pesar de ser muy competitiva gracias a la trifolitoxina, no es util
como inoculante pues es incapaz de fijar nitrégeno en simbiosis con especies de
Trifolium (Triplett y Barta, 1987). Se han conseguido cepas altamente competitivas
mediante la insercidon de los genes #fx de forma estable en el genoma de la cepa TA1 de
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (Triplett, 1990). Ademas, en la cepa CE3 de
Rhizobium etli se ha introducido un plasmido estable que confiere la produccion de la
trifolitoxina (pT2TFXK) y se ha comprobado que esta cepa resulta muy competitiva en
estudios realizados bajo condiciones controladas y en estudios de campo, sin que
aparezca ninguin efecto negativo en el rendimiento de la planta (Robleto et al., 1997,
1998), y a pesar de que la trifolitoxina se degrada rapidamente cuando es producida y
secretada en suelos no estériles (Bosworth et al., 1993). Otra posible aplicacién de la
trifolitoxina es el control biolégico de la produccion de tumores (agallas en corona) por
cepas patogenas de Agrobacterium vitis mediante la introduccion de los genes de
produccion y resistencia a la trifolitoxina (pT2TFXK) en la cepa no patdogena F2/5 de 4.
vitis (Herlache y Triplett, 2002). Una revision acerca de la trifolitoxina se puede

encontrar en Rodelas et al. (2002).
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1.2.4. Bacteriocinas de tipo medio (medium): toxinas RTX

1.2.4.1. Toxinas RTX

Las proteinas RTX (Repeats in ToXin) son una familia de proteinas sintetizadas por
bacterias Gram-negativas que son secretadas por el sistema de transporte de tipo [ y le
deben su nombre a la presencia de repeticiones de union a calcio. Las funciones de estas
proteinas van desde hidrolasas hasta toxinas, aunque se desconoce la funcién de muchas
de ellas (Delepelaire, 2004). Como ejemplos tenemos factores de virulencia de bacterias
patogenas (hemolisinas, leucotoxinas...) (Lally et al., 1999) que serian las toxinas RTX
propiamente dichas (Tabla 1.5), pero también se han descrito proteinas RTX con
actividad proteasa, lipasa, bacteriocina, de unioén a grupo hemo (de Maagd et al., 1989;
Akatsuka et al., 1997), e incluso una proteina RTX que interviene en el establecimiento
de la simbiosis rizobio-leguminosa (NodO de Rhizobium leguminosarum bv. viciae)

(Economou et al., 1990).

Las proteinas con repeticiones de unién a calcio solo se han encontrado hasta
ahora en cianobacterias y en todas las clases de proteobacterias. Se pueden hacer varios
comentarios de estas proteinas (Delepelaire, 2004):

a) Tienen un tamafo que va desde 78 a 8682 aminoacidos.

b) Todas, con una tUnica excepcion, son proteinas muy acidas con un pl de
aproximadamente 4.

¢) Un pequeiio numero de especies presenta un numero excepcional de candidatos
como, por ejemplo, Bradyrhizobium japonicum, Nostoc, Ralstonia
solanacearum, Sinorhizobium meliloti y Synechococcus.

d) Contienen muy pocas o ninguna cisteina, con una sola excepcion.
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e) Muchas proteinas ademas de las repeticiones de unidn a calcio tienen otro tipo
de repeticiones que a menudo estan asociadas por homologia con moléculas de

adhesion.

Las toxinas RTX se caracterizan por presentar diferencias en su actividad
citotoxica frente a diferentes hospedadores y tipos celulares. Se podrian distinguir tres
grupos funcionales: hemolisinas, leucotoxinas y citotoxinas. Las hemolisinas son
activas frente a diversos tipos celulares (eritrocitos, leucocitos...) (Cavalieri y Snyder,
1982; Keane et al., 1987; Lalonde et al., 1989; Suttorp et al., 1990) provenientes de una
amplia variedad de especies, incluyendo a humanos y rumiantes. Las leucotoxinas
tienen un espectro de citotoxicidad mas reducido ya que atacan Unicamente a leucocitos
de grupos filogenéticamente muy relacionados (por ejemplo, rumiantes o primates)
(Shewen y Wilkie, 1982; Taichman et al., 1987). Las citotoxinas actian frente a un
espectro mas amplio de células o especies que las leucotoxinas, pero presentan unos
limites mas claros en su actividad que las hemolisinas (Frey, 1995; Bauer y Welch,

1996).
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Tabla 1.5: Ejemplos de toxinas RTX, especies bacterianas que las producen y organizacion
genética. El operon de las toxinas RTX consta generalmente de los genes CABD en direccion 5°-3°,
mientras que el gen t0/C normalmente se encuentra separado del operon. *: carece de los genes de
transporte y parece que aprovecharia el sistema de transporte de ApxI. P: carece de genes de
transporte, y en posicién 5" con respecto a A se ha encontrado el gen orfI cuyo producto no tiene
similitud con ninguna proteina conocida y que parece estar relacionado con la actividad de A.
todos los genes estan en el mismo locus, aunque C se transcribe en sentido contrario al resto y E es
un homélogo de #0lC. *: todos los genes estin en el mismo locus, pero el operén orfICA se transcribe
en sentido contrario al operéon BDE; orfI codifica para una proteina hipotética y E forma parte del
sistema de transporte como una segunda proteina ABC aparte de B. ;?: desconocido.

Estructura del

Toxina Bacteria AT Referencias
ApxIA  Actinobacillus lignieresii CABD Frey et al., 1994
Actinobacillus pleuropneumoniae
Actinobacillus suis
ApxITA  Actinobacillus pleuropneumoniae ~ CA* Chang et al., 1989
Actinobacillus rossii
Actinobacillus suis
Actinobacillus spp.
ApxIIIA  Actinobacillus pleuropneumoniae  CABD Chang et al., 1993b
Actinobacillus rossii
ApxIVA Actinobacillus pleuropneumoniae — orfl1A° Schaller et al., 1999
AqxA  Actinobacillus equuli CABD Berthoud et al., 2002
CyaA Bordetella bronchiseptica C</>ABDEF* Betsou et al., 1995
Bordetella pertussis Glaser et al., 1988
EhxA Escherichia coli enterohemorragico CABD Bauer y Welch, 1996
FrpA Neisseria meningitidis orfl4° Thompson et al., 1993a
FrpC Neisseria meningitidis orflC* Thompson et al., 1993b
HIlyA Escherichia coli uropatogénico CABD Felmlee et al., 1985
LktA Mannheimia haemolytica CABD Chang et al., 1987; Lo et al., 1987
LixA ﬁggggfq‘;ﬂzzwml s CABD Lally et al., 1989; Kraig et al., 1990
MbxA  Moraxella bovis CABD Gray et al., 1995; Angelos et al., 2001
MmxA  Morganella morganii .? Koronakis et al., 1987; Welch, 1987
PaxA Pasteurella aerogenes CABD Kuhnert et al., 2000
Pasteurella mairi
PIktA  Mannheimia varigena CABD Chang et al., 1993a
PvxA Proteus vulgaris .? Koronakis et al., 1987; Welch, 1987
RixA Vibrio cholerae ACorfl</>BDE Lin et al., 1999; Boardman y Satchell,

2004
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1.2.4.2. Estructura genética

El operén que codifica la expresion de las toxinas RTX consta generalmente de cuatro
genes: rtxCABD en orden transcripcional (Figura 1.7). Para que las toxinas RTX sean
activas requieren una modificacion post-traduccional que consiste en la acilacion del
producto del gen estructural rtx4 por parte del producto del gen r#xC, junto con una
proteina transportadora de acilos (ACP). Las toxinas RTX carecen de péptidos sefial en
el extremo amino terminal y son transportadas al exterior gracias a unas proteinas de

transporte codificadas por r&xB y rtxD (Lally et al., 1999).
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Figura 1.7: Organizacion genética y estructura de las toxinas RTX. Esta ilustracion representa la
organizacion genética y estructural mas comin de las toxinas RTX, y esta basada
fundamentalmente en la hemolisina HIyA de Escherichia coli. En la parte de arriba aparece la
organizacion genética de las toxinas RTX. Los genes C, 4, B y D codifican el activador, la protoxina
y la maquinaria de secrecion respectivamente. La flecha muestra la direccion de transcripcion y la
sefial de terminacion de la transcripcion independiente de rho entre los genes 4 y B esta indicada
con una horquilla. Los productos de los genes con sus principales caracteristicas estructurales estian
representados debajo de sus correspondientes genes. Se han indicado los dominios de la toxina
RtxA y algunas de las funciones propuestas (se comentan con mas detalle en el texto). GK
representa el sitio o sitios de acilacion glicina-lisina. ABC: ATP-binding cassette. N: extremo amino
terminal. C: extremo carboxilo terminal. Adaptada de Frey y Kuhnert (2002).
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1.2.4.3. RtxC

Como modelo de proteina RtxC se puede hablar de la proteina HlyC de Escherichia
coli. La proteina HIyA se sintetiza como una protoxina inactiva (pro-HlyA) de 1.024
residuos, que se activa intracelularmente mediante la accion de la proteina HlyC.
Usando un sistema in vitro se ha visto que la maduracidon consiste en una acilacion con
acidos grasos, y que HlyC es una aciltransferasa putativa homodimérica que emplea
acil-ACP (acil-proteina transportadora de acilos) como donadora de &4cidos grasos
(Hardie et al., 1991; Issartel et al., 1991; Hughes et al., 1992a, 1992b; Stanley et al.,
1994, 1996). La acilacion se lleva a cabo en dos lisinas internas de HIyA (K564 y
K690) y el enlace parece ser de tipo amida. Estas dos lisinas son los Unicos sitios de
acilacion, lo que se demuestra con una sustitucion de estas lisinas, y es necesario que

ambas estén aciladas para que la toxina tenga actividad hemolitica (Stanley et al., 1994).

La habilidad de transferir un grupo acilo a residuos internos de lisina de una
determinada proteina distingue a HlyC de todas las demads aciltransferasas bacterianas.
Ademas las cepas hlyA" hlyC™ no son hemoliticas, lo que indica que las aciltransferasas
constitutivas de E. coli no son capaces de sustituir a HlyC ni siquiera en pequefia
medida. Asimismo, HlyC no presenta homologia de secuencia con otras aciltransferasas
conocidas como las aciltransferasas del lipido A (Anderson y Raetz, 1987; Coleman y
Raetz, 1988; Kelly et al., 1993; Clementz et al., 1997), las aciltransferasas de factores
Nod de Rhizobium NodL y NodA (Bloemberg et al., 1995; Debelle et al., 1996), o
aciltransferasas bien caracterizadas tales como las glicerol-3-fosfato aciltransferasas
(Lightner et al., 1983) o N-miristoiltransferasas eucaridticas (Johnson et al., 1994;
Zhang et al., 1996b). Por lo tanto, HlyC parece ser una aciltransferasa diferente de las

demas desde el punto de vista estructural y funcional (Stanley et al., 1998).
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No se conoce mucho acerca de las propiedades bioquimicas de HIlyC. Las
aciltransferasas bacterianas y eucariotas generalmente emplean tanto acil-CoA (acil
coenzima A) como acil-ACP como donador de grupos acilo, pero en el caso de HlyC la
proteina transportadora de acilos es un requerimiento indispensable (Stanley et al.,
1998). La maxima actividad hemolitica de HlyA se consigue con miristoil-ACP dentro
de un rango de acidos grasos que va desde Ci; a Cys. (Issartel et al., 1991), lo que
concuerda con la aparente seleccion de grupos miristoilo (Cj4) en la acilacion de las
lisinas in vitro (Stanley et al., 1998). Sin embargo, HlyC no sdlo es capaz de discriminar
entre acil-ACPs con acidos grasos de diferente longitud, sino que parece ser que lo
puede hacer a muy baja concentracién de sustrato, ya que E. coli no posee cantidades
significativas de acil-ACPs con &cidos grasos de mas de tres carbonos (Rock y
Jackowski, 1982). HlyC puede unir de forma fuerte pero parece que no de manera
covalente tanto la cadena de 4cido graso de acil-ACP como la fosfopanteteina, aunque
aun se desconocen las localizaciones del sitio activo y de las regiones de union a los

sustratos acil-ACP y pro-HIlyA (Stanley et al., 1998).

Se han descrito en la protoxina pro-HlyA dos dominios de reconocimiento por
HlyC, cada uno de los cuales abarca los residuos de lisina K564 y K690
respectivamente (Stanley et al., 1996). Cada dominio requiere de 15 a 30 aminoacidos
para un reconocimiento basal y de 50 a 80 aminodcidos para una acilacion completa.
Estas secuencias de reconocimiento parecen ser mayores que las de otras
aciltransferasas, que pueden reconocer secuencias de 4 a 15 aminoécidos (Stanley et al.,
1998). Ademas en estos casos los sitios de modificacion estan en los extremos amino o
carboxilo de la proteina, por lo que resultan muy accesibles. Por el contrario, los sitios
de acilacion interna de HlyA hacen que HlyC deba reconocer una topologia mayor mas
que una secuencia lineal. Los dos dominios son funcionalmente indistinguibles y
compiten entre si por HlyC tanto en cis como en trans. Para la maduracion de la

proteina no se requieren otras secuencias de HlyA, ni siquiera las repeticiones de unioén
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a calcio que estdn a continuacion en posicion carboxilo terminal (aminoacidos 772 a
849). De hecho, los iones calcio evitan la acilacion de las lisinas (Stanley et al., 1996), y
esto concuerda con el hecho de que los niveles de calcio intracelulares en E. coli son
demasiado bajos para afectar a la actividad de la toxina (Gangola y Rosen, 1987) y con

que la unién de calcio se produce una vez que la toxina esta fuera de la célula.

Los sitios de reconocimiento de HlyA por HlyC se han comparado entre si y con
otros miembros de la familia de toxinas y la homologia es pequeiia. Lo Uinico que tienen
en comun las secuencias consenso de los dos sitios de acilacion es el motivo “GK”, lo
que sugiere que la similitud entre ambos sitios puede ser de orden estructural. Las
predicciones de estructura secundaria indican que ambas regiones son ricas en giros 3
que estan espaciados de manera bastante regular aproximadamente cada 10

aminodcidos, principalmente en el primer dominio (Stanley et al., 1998).

1.2.4.4. Proteinas transportadoras de toxinas RTX

El sistema de transporte de tipo I, también conocido como sistema de transporte ABC
(ATP binding cassette), es el responsable de la translocacion de la mayoria de las
proteinas con repeticiones de union a calcio ricas en glicina (como las toxinas RTX), asi
como de proteinas que no tienen ningun tipo de repeticiones y de proteinas que poseen

diferentes tipos de repeticiones, aparte de las de union a calcio (Delepelaire, 2004).

El sistema de transporte de tipo I es independiente del sistema Sec (Young y
Holland, 1999), y es responsable de la translocacion de proteinas desde el citoplasma
hasta el espacio extracelular en un tnico paso, sin un intermedio periplasmico estable.
La secrecion se consigue gracias a un complejo transportador que abarca ambas
membranas y el espacio periplasmico intermedio. Este complejo esta formado por tres

proteinas: una proteina transportadora ABC, una proteina de fusion de membrana (MFP,

47



Capitulo 1.2. Bacteriocinas

membrane fusion protein) y una proteina de membrana externa (OMP, outer membrane
protein). La sefial de secrecidon normalmente se encuentra en el extremo carboxilo
terminal de la proteina a transportar y no se procesa durante la secrecion (Delepelaire,

2004).

Proteinas transportadoras de HlyA

El prototipo de los transportadores de toxinas RTX y el mejor caracterizado con
diferencia es el transportador Hly de la a-hemolisina de Escherichia coli (Felmlee et al.,
1985; Mackman et al., 1986; Gentschev et al., 2002). Este transportador se compone de
HlyB (proteina ABC), HlyD (proteina de fusion de membrana) y TolC (proteina de
membrana externa multifuncional de E. coli codificada por el gen #0/C de localizacion
cromosodmica) (Wandersman y Delepelaire, 1990) (Figura 1.8). En la mayoria de los
casos los operones y los cluster de genes que codifican para las toxinas RTX incluyen

los genes de las maquinarias de secrecion.

HlyB pertenece a la superfamilia ABC de proteinas de transporte procariotas y
eucariotas (Holland y Blight, 1999; Saurin et al., 1999). Las proteinas ABC del sistema
de transporte de tipo I estan formadas por un dominio de unién a nucleotidos (NBD:
nucleotide binding domain) y por un dominio transmembrana (TMD: transmembrane
domain), y se piensa que funcionan como homodimeros. La secuencia primaria de los
NBDs estd mas conservada que la de los dominios transmembrana, lo que apoya la
hipotesis de que la especificidad la proporcionan los TMDs (Delepelaire, 2004). Los
NBDs contienen los motivos Walker A (P-/oop o bucle de union a fosfato) y Walker B
(sitio de union a magnesio) separados por 90-120 amino4cidos, los cuales se encuentran
en todas las proteinas de union a ATP. Las proteinas ABC ademds poseen un motivo C
distintivo (signature), en posicion amino terminal con respecto al motivo Walker B. Los

NBDs estan localizados en el citoplasma y son responsables de unir e hidrolizar ATP,
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de manera que acoplan la hidrdlisis de ATP con el transporte del sustrato a través de la
membrana. Los TMDs estan formados por 6-11 hélices a transmembrana localizadas en
la membrana interna (Dean et al., 2001). En el caso de HlyB parece ser que esta
proteina se inserta en la membrana interna mediante ocho hélices o transmembrana
hidrofobicas. Estas hélices transmembrana se extienden desde el aminoéacido 38 al 432
de HlyB. Los bucles citoplasmaticos entre las hélices transmembrana son relativamente
grandes y poseen un exceso de aminoacidos cargados positivamente, mientras que los
bucles periplasmicos son bastante pequefios. Es interesante el hecho de que las dos
primeras hélices transmembrana puedan ser eliminadas sin que por ello quede afectada

la secrecion de la hemolisina (Gentschev et al., 2002).

HlyD es uno de los miembros mejor caracterizado de la familia de proteinas de
fusion de membrana (MFP) (Dinh et al., 1994). Las MFP son proteinas de transporte
accesorias que funcionan en conjuncion con transportadores de membrana. Las MFPs
estan formadas por un corto dominio amino terminal citoplasmatico, un dominio
transmembrana hidrofobico que ancla la proteina a la membrana interna y un gran
dominio periplasmico hidrofilico que interactia con la proteina de membrana externa
(Hahn y von Specht, 2003). El dominio periplasmico de HlyD coincide con los tltimos
100 aminodcidos del extremo carboxilo terminal, los cuales estin muy conservados en
la familia MFP (Schiilein et al., 1992). El andlisis de la secuencia primaria de HlyD ha
mostrado una gran propension de esta proteina a formar estructuras coiled-coil y
polimeros (Delepelaire, 2004). De hecho, HlyD probablemente es un trimero como

TolC (Thanabalu et al., 1998).

TolC es una proteina de membrana externa (OMP) general (Paulsen et al., 1997),
la cual forma parte de cuatro sistemas de transporte diferentes (Zgurskaya y Nikaido,
2000). La estructura cristalina de TolC consiste en un trimero de la proteina que forma

un tnel-canal trans-periplasmico de 35 A de didmetro y 140 A de largo. El dominio

49



Capitulo 1.2. Bacteriocinas

canal consiste en un barril B de 40 A de largo situado en la membrana externa. Este se
encuentra unido al dominio tinel contiguo, un barril a-helicoidal de 100 A de largo que
se extiende a través del espacio periplasmico (Koronakis et al., 2000; Andersen et al.,
2001). El extremo periplasmico de TolC se estrecha desde un didmetro interno de 30 A
hasta estar casi totalmente cerrado, de manera que se evita la entrada de una molécula
de HlyA incluso sin plegar (Holland, 2004). Cada mondémero estd formado por dos
mitades similares, probablemente resultantes de un fenomeno de duplicacion, y aporta
cuatro hojas 3 en la membrana externa y cuatro hélices a en el periplasma. Existen
estudios genéticos que apoyan la idea de que la apertura del extremo cerrado de TolC
requiere un movimiento de tipo diafragma o tipo iris de las hélices de TolC (Holland,
2004), concretamente mediante el desenrollamiento de las estructuras coiled coil que
forman el tercio distal del dominio periplasmico (Delepelaire, 2004). En Escherichia
coli y otros muchos patogenos, la proteina TolC estd codificada por un gen que esta
separado del operdn hly, pero en Bordetella pertussis el locus de la toxina incluye to/C

(cyaE) (Stanley et al., 1998).

Las sefiales de secrecion de tipo I se encuentran en los tltimos 24-80 aminoacidos
del extremo carboxilo terminal (Koronakis et al., 1989a; Jarchau et al., 1994; Sutton et
al., 1996), y en el caso de HIyA se trata de los altimos 50-60 aminoacidos (Koronakis et
al., 1989a; Holland et al., 1990; Jarchau et al., 1994). El hecho de que la sefial de
secrecion esté en el extremo carboxilo terminal implica que la proteina tiene que ser
totalmente sintetizada antes de que pueda interaccionar con el sistema de transporte de

tipo I, pero sigue sin estar clara la naturaleza de esta sefial (Holland, 2004).
En la revision de Delepelaire (2004) acerca del sistema de transporte de tipo I se

llega a la conclusion de que las proteinas plegadas no pueden ser transportadas, lo que

implica la existencia de mecanismos que aseguren la presentacion de las moléculas sin
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plegar al transportador. Una forma de evitar el plegamiento prematuro es el uso de
chaperonas, como es el caso de SecB en la secrecion de la proteina HasA, aunque no
esté claro si se trata de un caso general. En particular, las repeticiones de unién a calcio
(ausentes en HasA) generalmente juegan un papel en la secrecion, ya que mejoran la
secrecion de proteinas quiméricas (Letoffe y Wandersman, 1992) y son necesarias para
la total actividad de la proteina secretada. Por lo tanto, una hipotesis seria que las

repeticiones RTX podrian actuar como chaperonas intramoleculares (Delepelaire,

2004).

Algunos estudios sugieren que los polipéptidos transportados por el sistema de
transporte de tipo I, como HIyA, empiezan a plegarse dentro del tinel formado por
HlyD y TolC, ya que mutaciones especificas en alguna de estas proteinas afectan al
plegamiento correcto de la toxina secretada. Ademas, puede ser que la union de calcio a
las repeticiones RTX facilite el plegamiento de los polipéptidos, estando también

implicada la sefial de secrecion carboxilo terminal de HlyA (Holland, 2004).
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Figura 1.8: 1 Modelo del sistema de transporte de tipo I con el complejo ABC/MFP sin preformar
(1A) o preformado (1B). El modelo pretende llamar la atencion sobre el ensamblaje del complejo de
secrecion gracias a la sefial de secrecion carboxilo terminal. El paso en el que ocurre la hidrdlisis de
ATP es especulativo al igual que lo es la estequiometria de los diferentes componentes. Adaptada de
Delepelaire (2004). 2 Diagrama de un transportador ABC tipico. 2A Se muestra el diagrama de la
estructura de una proteina ABC representativa con la bicapa lipidica en amarillo, los dominios
transmembrana en verde oscuro y los dominios de unién a nucledtidos en verde claro. 2B El
dominio de uniéon a nucleétidos de una proteina ABC contiene los motivos Walker A y B que se
encuentran en todas las proteinas de unién a ATP. Ademas, también existe un motivo distintivo C.
Los aminoacidos mas comunes encontrados en estos motivos se muestran encima del diagrama.
Adaptada de Dean et al. (2001). 3 Diagrama de la proteina TolC de Escherichia coli y la proteina
ABC MsbA de Vibrio cholerae que tiene homologia con las proteinas ABC del sistema de secrecién
de tipo I. Cada monomero esté coloreado de un color.

1.2.4.5. Repeticiones de las proteinas RtxA

Las proteinas RtxA se caracterizan por tener repeticiones en tdandem de un nonapéptido
rico en glicina cuya secuencia consenso es GGXGXDX(L/I/V/W/Y/F)X, donde X
representa cualquier aminoacido (Lally et al., 1999). La demostracion de que estas
repeticiones son responsables de la unidon a calcio ayud6 a explicar la observacion
previa de que la hemdlisis o la citotoxicidad de las toxinas RTX es dependiente de
calcio (Short y Kurtz, 1971; Boehm et al., 1990a, b; Hewlett et al., 1991). El motivo
GGXGXD es un dominio de unidén a calcio cuyo papel exacto no estd claro, aunque se
han sugerido varias funciones (Michiels et al., 2002). El nimero de veces que se repite
la secuencia consenso va desde seis hasta cuarenta segin la proteina RTX (Lally et al.,

1999).

La estructura secundaria y terciaria definitiva de los dominios de repeticion
necesita un estudio mas profundo, pero por analogia con la proteasa alcalina RTX de
Pseudomonas aeruginosa es probable que estas repeticiones den lugar a una estructura
de hélice 3 paralela (o rollo 3 paralelo) alargada, en la que los seis primeros residuos de
cada motivo forman un giro al que se une un ion calcio y los tres residuos restantes

constituyen una cadena 3 corta. Las cadenas 3 consecutivas estan conectadas de manera
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que se forma una espiral o hélice a derechas de cadenas [} paralelas (Baumann et al.,
1993). Asi, una vuelta de esta hélice la conforman dos motivos nonapeptidicos
consecutivos (Figura 1.9). Los iones de calcio internos mantienen unido el sandwich de
cadenas [, y el dominio proteasa amino terminal permanece empaquetado sobre la parte
superior de una de las caras del dominio sdndwich. A partir de la estructura cristalina
resuelta y del alineamiento de las repeticiones de unién a calcio se ha llegado a la
conclusion de que las repeticiones que son exactamente iguales que la secuencia
consenso forman la zona central altamente regular y ordenada de la hélice 3 paralela,
mientras las repeticiones que son aproximadamente iguales forman los bordes
deshilachados de la misma. Esto ocurre porque los iones calcio estan unidos con menos
fuerza a las repeticiones imperfectas que a las repeticiones perfectas y, de hecho, en
estos lugares existen moléculas de H,O que actiian como ligandos de los iones calcio en
vez de aminoacidos (Welch, 2001). Asimismo, s6lo se pueden eliminar iones de calcio
en condiciones nativas con EGTA u otros agentes quelantes cuando se trata del calcio
situado en los bordes deshilachados de la hélice o, los cuales estan expuestos al

disolvente (Lilie et al., 2000).

Al igual que la proteasa alcalina RTX, las toxinas RTX poseen repeticiones que
son exactamente iguales que la secuencia consenso. Al llevar a cabo alineamientos
multiples de secuencias de toxinas RTX (con la excepcion de RtxA de Vibrio cholerae),
se pueden observar tres repeticiones aproximadas en tdindem en posicién amino terminal
con respecto a una gran serie de repeticiones en tandem. Dentro de esta gran serie de
repeticiones, las dos primeras son versiones aproximadas (con la excepcion de EhxA) y

ademas aparecen multiples copias exactas casi siempre en tandem (Welch, 2001).
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Figura 1.9: Hélice 3 paralela. A la izquierda se puede ver una vuelta de la hélice. Los residuos del
primer motivo de nueve aminoacidos se han denominado G1, G2... mientras que los del segundo
motivo se han nombrado como G1°, G2'... A la derecha se pueden apreciar dos vistas ortogonales
de la hélice B paralela de la proteasa alcalina de Pseudomonas aeruginosa. Los iones calcio estan
representados como esferas verdes. Adaptada de Lilie et al. (2000).
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1.2.4.6. Detalles estructurales de las proteinas RtxA

Punto isoeléctrico

Ademas de las repeticiones de unién a calcio, las toxinas RTX poseen otras
caracteristicas quimicas y estructurales comunes. Los puntos isoeléctricos predichos
para las toxinas RTX generalmente son acidos, con la excepcion de la toxina LtxA de
Actinobacillus actinomycetemcomitans cuyo pl es de 8,9. En general, predominan los
aminoacidos con carga positiva en las secuencias polipeptidicas del tercio amino
terminal (<950 aminoacidos) (Felmlee et al., 1985; Lo et al., 1987; Kraig et al., 1990).
Por lo tanto, para conseguir un pl global de caracter 4acido debe existir una
preponderancia de aminoédcidos cargados negativamente en el tercio distal de los
polipéptidos. No se conoce la importancia de esta propiedad quimica, pero existe un
modelo en el que se especula que la porcion amino terminal de las toxinas RTX
(cargada positivamente) inicia el contacto con la célula mediante una interaccion idnica

con la membrana plasmatica (cargada negativamente) (Welch, 2001).

Region amino terminal

La secuencia de estas toxinas presenta una mayor divergencia en la regién amino
terminal, pero no se ha encontrado que las diferencias en la secuencia tengan
importancia desde el punto de vista funcional (Welch, 1995). Ademas, las proteinas
mutantes de HIlyA con deleciones en las posiciones 9-37 presentan una actividad
eritrolitica elevada al compararlas con la proteina silvestre HlyA (Ludwig et al., 1991).

El motivo de esta elevada actividad sigue sin conocerse.
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Region rica en aminodcidos hidrofobicos

Se ha especulado mucho acerca de la funcidon de la region rica en aminoacidos
hidrofébicos que va aproximadamente desde el residuo 200 al residuo 450. La hipotesis
original es que esta region forma hélices a transmembrana que dan lugar a un poro en la
membrana plasmatica, siendo éste el responsable de los mecanismos citotoxicos
primarios (Felmlee et al., 1985; Oropeza-Wekerle et al., 1992). Existe una hipotesis
alternativa que defiende que en las toxinas RTX existen diez hélices a anfipaticas y seis
de ellas se encuentran entre los residuos 200 y 450 (Soloaga et al., 1999). Estas hélices
anfipaticas se insertarian en la bicapa lipidica, pero sin atravesarla, de manera que se
produciria el desplazamiento de los fosfolipidos dentro de una de las dos capas de la
membrana. El resultado seria la desestabilizacion de la bicapa por una actividad de tipo

pseudo-poro (Welch, 2001).

Region con sitios de acilacion por RixC

Al realizar alineamientos multiples de toxinas RTX (excluyendo a las toxinas mas
divergentes desde el punto de vista evolutivo: CyaA de Bordetella pertussis y RtxA de
Vibrio cholerae) se puede observar que la zona que va desde el aminoacido 450 al 700,
y que se encuentra entre la region rica en residuos hidrofobicos y las repeticiones de
unién a calcio, estd menos conservada en las toxinas RTX que las regiones vecinas
(Welch, 1995). Esta falta de conservacion es especialmente evidente cuando se
comparan las hemolisinas con las leucotoxinas. Sin embargo, el hecho de que el
producto del gen rtxA debe ser modificado para tener actividad es comun a todas las
toxinas RTX (Nicaud et al., 1985), y los sitios de modificacion de las toxinas HlyA de
Escherichia coli 'y CyaA de Bordetella pertussis se encuentran en esta zona (Issartel et
al., 1991; Hackett et al., 1994; Rowe et al., 1994; Lim et al., 2000). Los requerimientos

locales de la secuencia necesarios para la modificacion parecen ser minimos (Hackett et
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al., 1994; Pellett y Welch, 1996; Stanley et al., 1996). Se modifican dos residuos de
lisina con un &cido graso cada uno, y lo Uinico que tienen en comun todos los sitios de
modificacién conocidos es que existe un residuo de glicina en posiciéon amino terminal
con respecto a la lisina. Parece ser que existe una pequena hélice a justo en posicion

amino terminal con respecto a la lisina modificada (Hackett et al., 1994; Pellett y

Welch, 1996; Stanley et al., 1996).

Region carboxilo terminal

La sefial de secrecion extracelular, que es reconocida por la maquinaria de exportacion,
se encuentra en los ultimos 60 aminoécidos del extremo carboxilo terminal en lugar de
estar en el extremo amino terminal, y se encontrd por primera vez en la hemolisina de
Escherichia coli (Mackman et al., 1986). Esta region ha sido objeto de varios estudios
(Gray et al., 1989; Koronakis et al., 1989a; Stanley et al., 1991; Zhang et al., 1995;
Chervaux y Holland, 1996). Se han propuesto varios motivos estructurales y de
secuencia como responsables de la funcidn senal, pero ain se desconoce la naturaleza
precisa de la sefial de secrecion (Gentschev et al., 2002). Por ejemplo, un estudio
genético de Hui et al. (2000) mantiene que la secuencia de exportacion de HlyA no esta
determinada por una secuencia especifica, sino por elementos de la estructura

secundaria y probablemente terciaria.

Formacion de dimeros y oligomeros

Osicka et al. (2004) han observado que determinadas proteinas RTX de bacterias Gram
negativas patdgenas poseen un nuevo tipo de actividad autocatalitica de corte y unioén
(Clip and link) dependiente de calcio. Consiste en la ruptura dependiente de calcio de un
enlace aspartato-prolina y en la unidon del fragmento amino terminal generado con la

misma u otra proteina mediante la formacidon de un enlace covalente entre un aspartato
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y una lisina (Figura 1.10). El resultado es la produccion de dimeros y oligdmeros de alto
peso molecular muy estables, los cuales se han documentado en las proteinas RTX FrpC
de Neisseria meningitidis y ApxIVA de Actinobacillus pleuropneumoniae. En FrpC el
segmento minimo requerido para el corte dependiente de calcio es el comprendido entre
los residuos 400 a 657. La busqueda en bases de datos de secuencias parecidas a este
fragmento revelaron la presencia de segmentos muy similares en varias proteinas RTX:
ApxIVA de Actinobacillus pleuropneumoniae, varias proteinas putativas de los
patogenos de plantas Xylella fastidiosa y Ralstonia solanacearum, y la rizobiocina
RzcA de Rhizobium leguminosarum. Por otra parte, se han encontrado en FrpC cinco
secuencias potenciales de union a calcio parecidas a los dominios EF-hand. Dos de ellas
tienen una alta homologia con el motivo consenso de los dominios EF-hand, y parece
que son importantes para la activacion dependiente de calcio de la actividad
autocatalitica de FrpC. No obstante, el papel biologico de este mecanismo de corte y

union sigue siendo desconocido (Osicka et al., 2004).
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Figura 1.10: Mecanismo propuesto para la ruptura dependiente de calcio de un enlace Asp-Pro de
FrpC y la formacién de un enlace covalente Asp-Lys. Después de la unién a calcio se rompe el
enlace Asp414-Pro415 y el fragmento amino terminal resultante se une a través del grupo carboxilo
libre al grupo e-amino de una Lys de otra molécula de FrpC mediante un enlace isopeptidico.
Adaptada de Osicka et al. (2004).

1.2.4.7. Toxinas RTX en Rhizobium leguminosarum

Las toxinas RTX de Rhizobium leguminosarum (rizobiocinas de tipo medio) estdn
mucho menos estudiadas que otras toxinas RTX. En la Tabla 1.6 se indican varias cepas
de Rhizobium leguminosarum productoras de rizobiocinas de tipo medio, algunas de las
cuales han sido caracterizadas a nivel molecular y muestran homologia con las toxinas

RTX (Tabla 1.7).
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Tabla 1.6: Cepas de Rhizobium leguminosarum productoras de bacteriocinas de tipo medio. *: esta
cepa produce al menos dos bacteriocinas de tipo medio, siendo una de ellas similar a la bacteriocina
producida por la cepa 248. ": la bacteriocina producida por esta cepa es de naturaleza proteica.

Cepas productoras de bacteriocinas de tipo medio pertenecientes a la familia de toxinas RTX

Rhizobium leguminosarum bv. viciae 248 Hirsch et al., 1979; Oresnik et al., 1999
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 306" Hirsch et al., 1979; Venter et al., 2001
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 162Y 10 Twelker et al., 1999

Cepas productoras de bacteriocinas de tipo medio cuya estructura quimica esta por caracterizar
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 309* Hirsch et al., 1979

Rhizobium leguminosarum bv. viciae F15 Rodelas et al., 1998

Rhizobium leguminosarum bv. viciae Z25° Rodelas et al., 1998

Rhizobium leguminosarum bv. viciae GF160 Oresnik et al., 1999

Rhizobium leguminosarum bv. trifolit W14-2 Oresnik et al., 1999

Rhizobium leguminosarum bv. viciae LC-31° Hafeez et al., 2004

Tabla 1.7: Bacteriocinas secuenciadas o parcialmente secuenciadas que muestran homologia con
toxinas RTX. Se indica el plasmido en el que se encuentran los genes, la organizacion genética y el
nimero de acceso de la secuencia. Al lado de los genes entre paréntesis se muestra el niimero de
aminoAacidos de las proteinas codificadas por estos. *: solo se ha encontrado el gen estructural. ”: a
continuacion de rspE se encuentra rspF que tiene 388 aminoacidos y es similar a proteinas de
acilacion. °: genes parcialmente secuenciados; de rzcA solo se ha secuenciado la regién
correspondiente a los ultimos 24 aminoacidos aunque debe tener mas de 4000 y de rzcD no se ha
secuenciado el extremo 3°.

. L Organizacion genética de la region codificante o
Bacteriocina Plasmido Activador Toxina RTX  Transportador ABC N° de acceso
248 pRL1JI rzeA (958)° AJ0O01518
162Y10 pR1e162Y10C rzcC (190) rzcA (4163) rspD (571) rspE (436)° AF141932
306¢ pRl1e306¢ Sin secuenciar  rzed (>4000)°  rzeB (735) rzeD (393)° AF273216

Oresnik et al. (1999) fueron los primeros en describir que una rizobiocina de tipo
medio como es la producida por la cepa 248 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae
presentaba homologia con las toxinas RTX. Esta rizobiocina esta codificada por el gen
rzcA, que se encuentra en el plasmido simbiotico pRL1JI. Este gen tiene un porcentaje
de G+C del 54%, lo cual es bajo en comparacion con el porcentaje del 58 al 60% que se
espera para las cepas de Rhizobium (Freiberg et al., 1997). Los estudios de expresion

llevados a cabo con una fusion transcripcional del gen rzc4 muestran que este se
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expresa de manera constitutiva en medio TY, y que la actividad transcripcional no
depende de la fase de crecimiento del cultivo. Los otros genes que forman parte de los
operones rtx no han sido encontrados aiin en esta cepa, aunque la secuenciacion de la
zona y estudios de mutagénesis con TnS parecen indicar que rzcA es el Unico gen
necesario para la actividad de la rizobiocina.

La proteina RzcA, de 958 aminoacidos y 102,5 kDa, contiene veinte repeticiones
de la secuencia consenso anteriormente citada (ver apartado 1.2.4.5) si relajamos la
posicion 2 y la posicion 8 es L/I/F: GXXGXDX(L/I/F)X. Asimismo posee un segundo
motivo de 19 a 25 aminoacidos que se repite unas seis veces a intervalos regulares de
127 a 132 aminoacidos, pero se desconoce su significado biologico (Figura 1.11). Este
segundo motivo estd bastante bien conservado en la proteina, y algunos aminoacidos
parece que estan fuertemente conservados. Es interesante que la proteina RzcA estd
compuesta en un 27% por los aminoacidos glicina y aspartato, tiene un punto
isoeléctrico de 3,7 y posee solo tres cisteinas, las cuales se encuentran en los tltimos 50
aminoacidos del extremo carboxilo terminal. Asimismo, parece que el extremo
carboxilo terminal no es indispensable para la actividad pues insertos de Tn5 en esta
zona no consiguen abolirla. La actividad de la rizobiocina es dependiente de calcio, y
una vez unido el calcio a la bacteriocina no se puede eliminar con un tratamiento con
EGTA, como ocurre con las toxinas RTX.

Se desconoce el mecanismo de secrecion y transporte de RzcA, aunque parece ser
que no esta relacionado con las proteinas PrsD y PrsE (responsables del transporte de la
proteina RTX NodO), o que utilizan mas de una ruta de secrecion. Al introducir un
plasmido que porta el gen rzed (pBACI12) en distintas cepas de Rhizobium
leguminosarum y en Sinorhizobium meliloti, este confiere la produccion de bacteriocina
incluso en cepas sensibles sin efectos negativos. Ademds la mutante en rzcA de la cepa
248 no es sensible a la bacteriocina, lo que hace pensar que el gen de inmunidad esté en
el plasmido pBACI12. Sin embargo, por la localizacion de las deleciones, la

secuenciacion parcial y los insertos de Tn5 realizados en pBAC12 no hay muchas
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pruebas que demuestren la existencia de un gen de inmunidad. Se ha visto que la
bacteriocina 248 tiene efecto en la competitividad por la nodulacién de guisante cuando

se ensaya frente a diferentes cepas.

. *.k kkkx..
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Figura 1.11: Segundo motivo repetido encontrado en la cepa 248 de Rhizobium leguminosarum bv.
viciae. Se han indicado las posiciones que tienen aminoacidos conservados con un asterisco (*) y las
que tienen sustituciones conservativas con un punto (-). Se observa que la zona central es la que
estd mas conservada. Adaptada de Oresnik et al. (1999).

La rizobiocina producida por la cepa 162Y10 de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii también forma parte de la familia de toxinas RTX, si bien se trata de una proteina
de mucho mayor tamaiio (438 kDa) (Twelker et al., 1999). Al igual que en la
rizobiocina de la cepa 248, aparece el segundo motivo repetido. En esta cepa, si se han
encontrado al lado del gen estructural 7zcA los genes para la acilacion post-traduccional
(rzcC) y para el sistema de secrecion de tipo I (rspDE que son similares a hlyBD). El
orden de los genes es el comun para otras toxinas RTX, y esta region se encuentra en el
megaplasmido pRIel62Y10C (Twelker et al., 1999). Se han realizado estudios de
expresion con fusiones transcripcionales del gen rzcA que sugieren que en células de
vida libre la produccion de rizobiocina probablemente es constitutiva, al igual que en el

caso de la cepa 248 (Venter et al., 2001).

La cepa 306 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae produce al menos dos
bacteriocinas de tipo medio (Venter et al., 2001). Una de ellas estd codificada por el
plasmido pRI1e306b y es similar a la producida por la cepa 248. La otra esta codificada
por el plasmido pRle306c y ha sido parcialmente secuenciada. El andlisis de la
secuencia disponible determin6 la presencia del extremo 3" de un ORF que mostraba

similitud con varias toxinas RTX. Este ORF parcial se denominé rzcA4 y se estima que
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debe tener una longitud de mas de 12 kb. A continuacién se encuentran los genes que
codifican el sistema de transporte de tipo I (rzcBD), como demuestra el hecho de que
una mutante en rzcD de la cepa 306 pierde la actividad bacteriocina. La organizacion
genética del operon de la bacteriocina 306c¢ es similar al de la bacteriocina de la cepa
162Y10 y al exhibido por la mayoria de las toxinas RTX. Una particularidad de la
proteina RzcA de la cepa 306¢ es que es mucho menos estable que las bacteriocinas de
las cepas 248 y 162Y10. No se tienen pruebas de que la bacteriocina 306¢c sea un
determinante de la competitividad. Es posible que sea importante bajo condiciones que
no se han examinado o bien que esta bacteriocina tenga una funcion alternativa como el

mantenimiento de pRle306c en las poblaciones bacterianas (Venter et al., 2001).

Existen otras bacteriocinas de tipo medio producidas por Rhizobium
leguminosarum que estan parcialmente caracterizadas. La bacteriocina de la cepa Z25 es
una sustancia antimicrobiana no dializable que solo es activa frente a cepas muy
relacionadas principalmente las de R. leguminosarum bv. viciae. Esta bacteriocina se
inactiva por enzimas proteoliticas y es sensible a la temperatura. Se empieza a inactivar
por encima de los 50°C y es totalmente destruida después de una hora a 70°C. Todo
esto sugiere que la bacteriocina es de naturaleza proteica. Asimismo es mas estable a pH
alcalino que a pH 4cido, y la sensibilidad al calor depende fuertemente del pH. La
bacteriocina se produce tanto en medio minimo como en medio completo bajo un
amplio rango de temperaturas de incubacion y usando varios compuestos como unicas
fuentes de carbono y nitrégeno (Rodelas et al, 1998). Por otra parte, la bacteriocina de
la cepa LC-31 se ha aislado y se ha purificado parcialmente. La fraccion de la
bacteriocina migré como un polipéptido de 50 kDa en una electroforesis SDS-PAGE y
al ensayar esta fraccion frente a cepas relacionadas mostr6 el mismo patron de actividad

que la cepa LC-31 (Hafeez et al., 2004).
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El mecanismo exacto por el que las rizobiocinas tipo RTX ejercen su efecto letal

es aun desconocido, pero se piensa que debe ser parecido al de las demas toxinas RTX.

Proteinas transportadoras de proteinas RTX en la familia Rhizobiaceae

Rhizobium leguminosarum produce dos rizobiocinas bien caracterizadas, la rizobiocina
248 (Oresnik et al., 1999) y RzcA (Venter et al., 2001), y ademds en la base de datos
NCBI se encuentran dos rizobiocinas putativas, RzcA de Agrobacterium tumefaciens
(NP_534890) y RzcA de Mesorhizobium loti (NP_102710). Asimismo, varias proteinas
RTX potenciales anotadas como proteinas de unidon a calcio son producidas por
Sinorhizobium meliloti (por ejemplo, NP 386140) y Xylella fastidiosa 9a5c (por
ejemplo, AAF83821). Los genes que codifican para estas proteinas RTX estadn cercanos

a los que codifican la proteina ABC putativa del transportador (Omori e Idei, 2003).

A continuacion se pueden ver dos ejemplos de transportadores de proteinas RTX

en la familia Rhizobiaceae:

- ExpEl, una proteina RTX de union a calcio de Sinorhizobium meliloti (Becker et
al., 1997), es secretada por ExpD1 (ABC) y ExpD2 (MFP), estando codificadas ambas
por el mismo cluster de genes. La proteina ExpEl es necesaria para la sintesis o la
secrecion del exopolisacarido galactoglucano (EPSII), aunque el papel exacto de esta
proteina y de su sistema de transporte en la produccion de EPSII es desconocido
(Moreira et al., 2000).

- La proteina de estimulacion de la nodulacion NodO (de Maagd et al., 1989)
también pertenece a la familia de proteinas RTX. El transportador de NodO lo
componen PrsD (ABC) y PrsE (MFP), los cuales estan codificados por el operén prsDE
(Finnie et al., 1998), pero no se ha identificado todavia la proteina de membrana

externa. El transportador Prs también es responsable de la secrecion de dos glicanasas
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extracelulares, PlyA y PlyB, las cuales tienen actividad degradadora de polisacaridos
(Finnie et al., 1998). Es interesante el hecho de que PlyA y PlyB no contienen
repeticiones nonapeptidicas, pero si heptapéptidos N(I/V)X(I/V)X(D/E)N. Aunque la
presencia de estas repeticiones RTX parece ser caracteristica de las proteinas secretadas
por los transportadores ABC, se ha demostrado que esta region no es esencial para la

secrecion (Omori e Idei, 2003).
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1.3. TOXINAS RTX Y REGULACION

La regulacion de las toxinas RTX se ha estudiado en profundidad en el caso de la

hemolisina de Escherichia coli y también en algunas leucotoxinas.
1.3.1. Hemolisina HlyA de Escherichia coli

La toxina HlyA es un importante factor de virulencia en las infecciones extraintestinales
ocasionadas por Escherichia coli, tales como las del tracto urinario alto (Welch et al.,

1981; Hacker et al., 1983; Felmlee et al., 1985; Hess et al., 1986).

Tal y como se indic6 en la Tabla 1.5, la sintesis, maduracion y secrecion de HlyA
estd determinada por el operon hlyCABD (Felmlee et al., 1985; Issartel et al., 1991;
Koronakis y Hughes, 1996; Nieto et al., 1996). En E. coli este operén se encuentra en
islas de patogenicidad en el cromosoma o bien en plasmidos transmisibles, lo que
sugiere que se puede transmitir por transferencia genética horizontal entre bacterias

Gram-negativas (Knapp et al., 1986; Ludwig y Goebel, 1999).

El operon hly se transcribe a partir de un promotor situado en posicion 5 con
respecto al gen 2lyC (Welch y Pellett, 1988), y existen varios mecanismos relacionados
con su regulacion. Las principales secuencias reguladoras se encuentran en posicion 5°
con respecto a la zona promotora; una de ellas es la secuencia de 650 pb A4lyR (Vogel et
al., 1988), la cual esta a 1,5 kb del gen hlyC en direccion 5. Se trata de una secuencia
reguladora de tipo activador en cis que esta separada del operon por una secuencia de
insercion denominada IS2. Dentro de la secuencia hlyR se puede encontrar el elemento
ops (operon polarity suppressor), elemento antiterminador que aparece frecuentemente
en operones bacterianos largos tales como los relacionados con la sintesis de

lipopolisacéaridos y de la capsula o con la conjugacion (ver apartado 1.3.1.1) (Nieto et

67



Capitulo 1.3. Toxinas RTX y regulacion

al., 1996). Tanto la orientacién de 4lyR como la distancia de esta secuencia al promotor
es crucial para activar la expresion del operén hly (Hahn y von Specht, 2003). La
delecion de hlyR da lugar a una represion no natural de la expresion de la hemolisina
(Vogel et al., 1988; Carmona et al., 1993). Este fenotipo se podria atribuir a la pérdida
del elemento ops, pero aun no se ha demostrado. Por otra parte, ademds de este
mecanismo de antiterminaciéon se sabe que el operon hly estd regulado por la
temperatura y la osmolaridad (Mourifio et al., 1994, 1996). De hecho, estad bien
establecido que la expresion de muchos factores de virulencia se encuentra regulada por
parametros medioambientales, como la temperatura, la osmolaridad, el pH, y la
disponibilidad de oxigeno (Mekalanos, 1992; Gardel y Mekalanos, 1994; Falconi et al.,
1998). Gracias a los estudios basados en la regulacion del operéon Aly (plasmido
pHIly152) se identifico la proteina Hha (Nieto et al., 1991; Carmona et al., 1993), y se
observd que en las mutantes hha la expresion de la hemolisina pasa a estar parcialmente
reprimida en condiciones de temperatura y osmolaridad en las que debia estar
totalmente reprimida. Asimismo, se ha encontrado que Hha interacciona con una

proteina asociada a nucleoide denominada H-NS (Nieto et al., 2000).

1.3.1.1. Regulacion de hly por RfaH y ops

Las proteinas de transporte (HlyB y HlyD) se sintetizan en menor cantidad que las
proteinas citosélicas HlyC y pro-HlyA como consecuencia de un terminador de la
transcripcion independiente de rho situado en la zona intergénica hlyA-hlyB (Felmlee et
al., 1985, Welch y Pellett, 1988). Esta terminacion de la transcripcidon se suprime
gracias a la proteina de elongacién RfaH y a una secuencia de ADN en 5" que actua en
cis denominada elemento ops (operon polarity suppressor) (Vogel et al., 1988; Cross et
al., 1990; Bailey et al., 1992, 1996; Nieto et al., 1996). Ambos elementos deben actuar
juntos para conseguir la transcripcion eficiente de operones largos como hly, rfa 'y tra,

que son responsables de la sintesis y el transporte de componentes extracelulares
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importantes para la virulencia y la fertilidad de bacterias Gram-negativas (Bailey et al.,

1992, 1997).

Al mutar el gen rfaH se observé una disminucién modesta de la transcripcion de
hlyCA y casi una completa abolicion de la transcripcion de los genes distales AlyBD
(Bailey et al., 1992; Nieto et al., 1996; Leeds y Welch, 1996, 1997). Se compararon las
secuencias de los operones Aly, rfa y tra (dependientes de RfaH) para ver si compartian
motivos que pudieran ser relacionados con la funcion de RfaH, y se encontrd uno de 8
pares de bases 5'-GGCGGTAG-3" en las secuencias no codificantes en 5 y dentro de
los operones (Bailey et al., 1992). La delecion en el plasmido pHly152 de esta secuencia
situada a 2 kb en direccién 5° con respecto al operon hly redujo la expresion de los
genes proximos al promotor y abolid la expresion de los genes distales, es decir,
aument6 la polaridad transcripcional dentro del operén. Por esta razon este motivo se
denomind elemento ops (operon polarity supressor). La delecion del elemento ops
situado por delante del operdon hly da el mismo fenotipo transcripcional que las
mutaciones rfaH (Bailey et al., 1996; Nieto et al., 1996). El elemento ops funciona
incluso con operones no nativos y puede aumentar la transcripcion de genes distales
situados hasta a 10 kb (Nieto et al., 1996). El elemento ops puede llegar a estar dentro
del operdén a 5 kb en direccion 3” con respecto al promotor, como es el caso del operon

tra en el que el elemento ops se encuentra entre los genes tralV'y traR.

Al examinar los genomas procariotas disponibles se ha visto que el elemento ops
estd conservado en un amplio rango de bacterias patdogenas Gram-negativas, tales como
Salmonella enterica, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae (Nieto et al., 1996). La comparacion de
ejemplos conocidos de elementos ops en E. coli muestra que el motivo de 8 pb y un
residuo de timina situado a 3 bases en direccion 3” estan totalmente conservados. La

secuencia situada en 5 con respecto al motivo de 8 pb tiene varios grados de
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conservacion (Bailey et al., 1997). En la region 5° de varios operones de E. coli (rfa,
rfb, cps, kps) se ha encontrado un motivo conservado de 39 pb 5'-GGTAGC-N(15)-
GGTAGC-3" en el que el elemento ops es la segunda mitad de la repeticion directa.
Este motivo se denomina secuencia JUMPstart (Hobbs y Reeves, 1994) debido a que en
un principio se identificd en la region 5° de operones relacionados con la biosintesis de
polisacaridos (just upstream of many polysaccharide-associated gene starts). Sin
embargo, existen muchos ejemplos de operones no relacionados con los polisacéaridos
(Nieto et al., 1996). Al comparar todas las secuencias JUMPstart conocidas se ha
observado que la parte mas conservada es la regién 3" correspondiente al elemento ops.
Se ha sugerido que el elemento ops disminuye la concentracion de RfaH necesaria para
abolir la polaridad transcripcional dentro del transcrito en el que se encuentra dicho
elemento. Esto es consistente con la idea de que este elemento recluta a la proteina
RfaH al complejo de transcripcion (Bailey et al., 1997). Se ha descartado la posibilidad
de que la proteina RfaH aumente la transcripcion desde algiin promotor en posiciéon 5° o
dentro del operon (Bailey et al., 1996; Leeds y Welch, 1996; Stevens et al., 1997), y se
ha llegado al consenso de que el complejo de elongacion RNAP (ARN polimerasa)
influenciado por RfaH resiste las sefiales de terminacion de la transcripcion que se

encuentren en posicion 3” con respecto al elemento ops (Bailey et al., 1997).

1.3.1.2. Regulacion de ily por H-NS y Hha

Proteina H-NS

Las proteinas asociadas a nucleoide son reguladores genéticos de caracter global.
Forman un grupo heterogéneo de polipéptidos (Azam e Ishihama, 1999; Azam et al.,
1999), que se catalogan como familia basandose en caracteristicas de naturaleza muy
general. Se unen a acidos nucleicos (normalmente ADN), son de cardcter basico y

tienen bajos pesos moleculares. A veces se hace referencia a ellas como proteinas de
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tipo histona, aunque la similitud con las histonas eucaritticas es s6lo funcional ya que
sus secuencias de aminoacidos no se parecen. En Escherichia coli se han descrito al
menos 12 proteinas asociadas a nucleoide (Azam e Ishihama, 1999), cada una de ellas
con su propio patrén de expresion y sus preferencias de union a ADN. Las proteinas
mas estudiadas son H-NS (heat-stable nucleoid-structuring), StpA (paraloga de H-NS),
Fis (factor for inversion stimulation), HU (heat-unstable) y su pariente cercano IHF

(integration host factor) (Dorman, 2004).

La proteina H-NS es una proteina abundante de aproximadamente 15 kDa
(Dorman et al., 1999; Schroder y Wagner, 2002; Tendeng y Bertin, 2003) y 137
aminodcidos. Se expresa de manera relativamente constante en todas las fases del
crecimiento, aunque algunos autores hablan de un pequefio aumento en la fase
estacionaria temprana (Hinton et al., 1992; Dersch et al., 1993; Ueguchi et al., 1993;
Free y Dorman, 1995; Falconi et al., 1996). Las proteinas H-NS y StpA autorregulan
negativamente la transcripcion de sus propios genes, y ademds cada una reprime el gen
que codifica la otra proteina en frans (Dersch et al., 1993; Falconi et al., 1993; Ueguchi
et al., 1993; Sonden y Uhlin, 1996; Zhang et al., 1996a; Free y Dorman, 1997; Deighan
et al., 2003). La regulacion del promotor del gen Ans es compleja y una revision del

tema esta disponible en Dorman (2004).

La proteina H-NS juega un papel esencial como modulador de la expresion de
genes en respuesta a los cambios de osmolaridad y temperatura (revisado por Ussery et
al., 1994; Atlung e Ingmer, 1997; Williams y Rimsky, 1997; Dorman, 2004). De hecho,
H-NS afecta a la expresion de un gran nimero de genes (Atlung e Ingmer, 1997,
Laurent-Winter et al., 1997, Hommais et al., 2001) y estd considerado como un
regulador transcripcional negativo general. La aparente promiscuidad de H-NS deriva
de la falta de una secuencia consenso para unirse a ADN, en su lugar tiene una

estructura consenso. Esta estructura es ADN curvado (Yamada et al., 1990, 1991), la
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cual estd normalmente asociada con los promotores (Bracco et al., 1989; Jauregui et al.,
2003). Ademas de unirse preferentemente al ADN curvado (Yamada et al., 1991), H-NS
es capaz de crear curvatura en ADN no curvado (Spurio et al., 1997). Por otra parte, la
influencia negativa de H-NS no esté limitada a la transcripcion, sino que también puede
inhibir la recombinaciéon (Kawula y Orndorff, 1991; O’Gara y Dorman, 2000).
Asimismo, H-NS puede unirse a ARN y se sabe que puede actuar a nivel post-

transcripcional (Brescia et al., 2004).
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Figura 1.12: Mecanismo de accion de H-NS. Adaptada de Dorman y Deighan (2003).
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El mecanismo por el que la proteina H-NS reprime la transcripcion se ha
estudiado con detalle en unos pocos casos y se han encontrado algunas caracteristicas
comunes: a) la proteina es atraida a una region de ADN curvado de manera intrinseca
que esta situada en la zona promotora que se va a reprimir; b) existe mas de un sitio de
union para H-NS; c) la represion conlleva la formacion de un bucle que esta cerrado por
lo menos por dos moléculas de H-NS unidas a ADN; d) la ARN polimerasa queda
atrapada dentro del bucle anteriormente mencionado (Dorman y Deighan, 2003)
evitando asi la elongacion de la transcripcion (Figura 1.12). Este mecanismo se ha
demostrado para el promotor P1 del gen ribosomal rrnB de E. coli que codifica ARN
ribosdmico (Schroder y Wagner, 2000; Dame et al., 2001, 2002) y se ha propuesto para
el promotor proU (Schroder y Wagner, 2002). Es posible que el gen regulador de la
virulencia virF' de Shigella flexneri tenga un mecanismo de regulacion similar (Falconi

etal., 2001).

En el caso del operon bgl (B-glucdsido) la regulacion por HNS se debe a dos
mecanismos independientes (Figura 1.13). En primer lugar, la union de HNS a una
region rica en AT y presumiblemente curvada localizada en posicion 5° con respecto al
promotor hace que se reprima el inicio de la transcripcion. En segundo lugar, HNS
también se une a una region situada dentro de la zona codificante del primer gen del
operon (bglG) a 600-700 pb en direccion 3° con respecto al promotor, la cual se predice
que es curvada (Munteanu et al., 1998). Esta union es responsable de un fendmeno
conocido como polaridad de la transcripcion dependiente del factor de terminacion Rho.
En general, la polaridad es el resultado de una pausa en la elongacion de la transcripcion
que permite al factor Rho alcanzar la ARN polimerasa y terminar la elongacion de la
transcripcion. En este caso la pausa se debe a que HNS se une a la region en 3" y actua
como un retén para la ARN polimerasa. Ademas, los dos efectos represores anteriores

se podrian aumentar al unir la proteina HNS los dos sitios de uniéon a HNS para formar
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un retén que bloquea de manera muy efectiva la elongacion de la transcripcion (Dole et

al., 2004; Rimsky, 2004).

Figura 1.13: Modelo de la represion del operdén bgl por H-NS a dos niveles. Adaptada de Dole et al.
(2004).

La capacidad de H-NS de generar estas estructuras ADN-proteina de caracter
represor se debe a la estructura de la proteina (Figura 1.14). El dimero es la unidad
funcional basica, y como resultado de la oligomerizacion de éstos se consiguen
estructuras de mayor orden (Badaut et al., 2002). El alineamiento de los dimeros da
lugar a la creacion de estructuras oligoméricas que actuan como una cremallera que
acerca los fragmentos de ADN a los que se une H-NS (Figura 1.12). El dominio amino
terminal es responsable de la oligomerizacion de la proteina y el dominio carboxilo
terminal se caracteriza por poderse unir a 4acidos nucleicos. Ambos dominios
funcionales estan unidos por una region conectora (Dorman et al., 1999). Se ha sugerido
que los oligdbmeros de mayor orden se forman gracias a la region central de la proteina,
incluyendo la region conectora (Bloch et al., 2003). El dominio de dimerizacion esta
muy conservado entre los miembros de la familia H-NS, y parece probable que de esta
manera se faciliten las interacciones heteroméricas. Ademads la uniéon a ADN también
depende del dominio amino terminal, es decir, de la formacién de dimeros (Dorman,

2004). En la region carboxilo terminal existe un motivo de union a ADN
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TWTGXGRXP, que estd muy conservado en la familia de proteinas H-NS (Dorman et
al., 1999). La fluorescencia del triptéfano (W) del motivo anterior aumenta cuando la
proteina interacciona con ADN curvado (Tippner y Wagner, 1995) y la prolina (P) es
responsable de la capacidad de distinguir entre ADN curvado y no curvado (Spurio et

al., 1997).

. La Pro 116 esti relacionada
La fluorescencia del con In capacidad de

Txp 109 cambia al

N distinguir entre ADN
La conversion de UIiSE S B curvado y no curvade
la Leu 30 en Pro
bloquea la formacion Este motivo esta
de dimexos y la I__“ I GXGRX;P muy conservado
unién a ADN T o en la familia de
lﬂll‘: :'116 proteinas H-INS
Oli izacion de nile
N e Union a acidos nucleicos c
Dimerizacion Conector
1 47 65 ]| 137

La Arg 12 y Ia Arg 15 contribuyen al reconocimiento
de ADN curvado y a la union a ADN

Figura 1.14: Estructura de la proteina H-NS de Escherichia coli. Se han indicado las principales
caracteristicas de la estructura de H-NS. El dominio de dimerizaciéon esta formado por tres hélices
o (residuos 1-8, 12-19 y 23-47). Adaptada de Dorman (2004).

Estas estructuras se pueden interrumpir por otras proteinas tipo histona como HU
y por factores de transcripcion convencionales (por ejemplo, proteinas especificas de
determinados operones o regulones). Es interesante el hecho de que muchos genes
reprimidos por H-NS requieren activadores transcripcionales (en realidad, anti-
represores) para vencer la represion (Schroder y Wagner, 2002; Yu y DiRita, 2002). En
algunos casos son las sefiales medioambientales las que contribuyen a la interrupcion de
los complejos de represion. Especialmente importantes son la temperatura y la
osmolaridad, dos condiciones que alteran la topologia del ADN en la bacteria (Dorman,

2002). Ademas son dos sefiales claves que experimentan las bacterias patégenas durante
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la infeccion, y es interesante recordar que muchos genes de virulencia que se encuentran
bajo el control de H-NS también responden a dichas sefiales. Un aumento de
temperatura o la adicion de NaCl o KClI inhibe la interaccion de H-NS con el ADN del
bacteridofago A (Amit et al., 2003), y un aumento de temperatura inhibe la interaccion in
vitro entre H-NS y la secuencia curvada del promotor de proU (Badaut et al., 2002). En
Shigella flexneri, el principal regulador de la expresion de genes de invasion (virB) esté
reprimido por H-NS y es activado por VirF, un factor de la transcripcion tipo AraC, en
colaboraciéon con un cambio en el superenrollamiento del ADN (Dorman et al., 2001).
Dorman y Deighan (2003) han anticipado que la interrupcion del complejo de represion
H-NS por un superenrollamiento local del ADN en combinacion con un factor proteico
positivo podria ser un mecanismo regulador comun en los promotores reprimidos por

proteinas de tipo histona.

Por otra parte, la proteina H-NS puede encontrarse acompafiada en la célula por
una proteina paraloga codificada por un gen cuyo patron de expresion es diferente del
de Ans (Dorman et al., 1999). Pardlogos son secuencias o genes que proceden de una
secuencia o gen ancestral comun por un fenémeno de duplicacién. En varias bacterias
Gram-negativas esta proteina es StpA, la cual posee una homologia de secuencia del
58% con la proteina H-NS y puede formar heterodimeros con ella. StpA tiene un peso
molecular parecido al de H-NS, pero se encuentra en menor cantidad en la célula. El
papel de StpA in vivo ain no se conoce (Deighan et al., 2000; Free et al., 2001), pero
parece abarcar al menos un papel como ARN chaperona (Waldsich et al., 2002). Por
otra parte, existen otras proteinas paralogas en las bacterias Gram-negativas, como la
proteina Sth (Shigella flexneri H-NS-like protein) de Shigella flexneri serotipo 2a cepa
2457T que puede interactuar con H-NS y con StpA (Dorman y Deighan, 2003). Otros
ejemplos de proteinas que interaccionan con H-NS son FliG [proteina motora flagelar

(Donato y Kawula, 1998)], Hfq o HF-1 [modula la traduccion del ARN mensajero de
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rpoS (Muffler et al., 1996; Nogueira y Springer, 2000)], y Hha de la que se habla a

continuacion.

Proteina Hha

La proteina Hha pertenece a una nueva familia de moduladores que incluye, entre otras,
a la proteina YmoA. Hha es un polipéptido de uniéon a ADN de 8,5 kDa asociado a
nucleoide (Nieto et al., 1991, 2000, 2002). Se identificé como un regulador dependiente
de la temperatura y de la osmolaridad de la expresion de la a-hemolisina en E. coli, y se
ha visto que forma un complejo con la proteina H-NS (Nieto et al., 2002). YmoA es un
modulador dependiente de la temperatura de la expresion de diferentes factores de
virulencia (proteinas Yop y adhesina YadA) en Yersinia enterocolitica (Cornelis et al.,
1991). Ambas proteinas tienen un alto grado de conservacion, con el 82% de sus
aminodcidos idénticos, y ademas son funcionalmente intercambiables (de la Cruz et al.,
1992; Mikulskis y Cornelis, 1994; Balsalobre et al., 1996). Otros ejemplos de miembros

de esta familia se pueden encontrar en la Tabla 1.8.

77



Capitulo 1.3. Toxinas RTX y regulacion

Tabla 1.8: Familia de proteinas Hha/YmoA (Madrid et al., 2002b).

Proteina  Bacteria Funcién Referencia
Hha Escherichia coli Modula la expresion de la a-hemolisina Nieto et al., 1991
Hha E. coli O157:H7 Proteina hipotética con homologia con la Burland et al., 1998
plasmido pO157 familia de proteinas Hha/YmoA
Hha Salmonella Reprime el fenotipo invasivo mediante la Fahlen et al., 2000
typhimurium modulacion de la expresion de hild
Hha Salmonella typhi Regulador putativo de la transferencia del =~ Sherburne et al., 2000
plasmido R27 plasmido R27 (grupo de incompatibilidad
IncH) en funcioén de la temperatura
Hmo Shigella flexneri Regulador putativo Venkatesan et al., 2001
plasmido pWR501
Orf5 Proteus morganii Modula la expresion de los pili Tietze y Tschipe, 1994;
plasmido R446 conjugativos en funcion de la temperatura Nieto y Juarez, 1996
(homologa a RmoA)
RmoA Escherichia coli Modula la transferencia de plasmidos Nieto etal., 1998
plasmido R100 (frecuencia de conjugacion de R100) en
respuesta a factores medioambientales
como la osmolaridad
YdgT E. coliK-12 Proteina hipotética con homologia con la Madrid et al., 2002b
familia de proteinas Hha/YmoA
YmoA Yersinia Modula la expresion de varios factores de Cornelis et al., 1991

enterocolitica

virulencia en funcién de la temperatura

Papel de Hha y H-NS en la regulacion del operon hly

El fenotipo de las mutantes dobles hha/hns, que han perdido la regulaciéon por

temperatura y osmolaridad de la expresion de la hemolisina (Nieto et al., 2000),

demuestra que el complejo Hha-H-NS tiene un papel claro en la regulacion termo-

osmotica del operon hly (Madrid et al., 2002a). El papel de Hha en la modulacién de la

expresion de Aly parece ser la formacion de un complejo hetero-oligomérico con H-NS

que reprime la transcripcion de #ly de manera mas eficiente que los oligdbmeros de H-

NS solos (Madrid et al., 2002a). De hecho, el complejo Hha-H-NS-ADN migra mas

lentamente que los obtenidos con Hha o con H-NS, lo que sugiere que en el complejo
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Hha-H-NS-ADN existe una interaccion directa entre ambas proteinas (Madrid et al.,
2002b). Mediante estudios de mutagénesis se ha observado que la proteina Hha esta
implicada en su totalidad en la interaccion con H-NS. Los alineamientos de las
secuencias de aminoacidos de H-NS y Hha han mostrado que estas proteinas comparten
una homologia significativa en sus regiones amino terminal, que corresponden al
dominio de oligomerizacion de H-NS (Nieto et al., 2002; Dorman 2004). Por lo tanto
parece claro que Hha funciona alterando la actividad de H-NS mediante la formacion de
un complejo para regular un conjunto especifico de genes, de los cuales el gen de la a-

hemolisina es el mejor caracterizado (Dorman, 2004).

Nieto et al. (2000) encontraron que la proteina Hha se une a la region reguladora
de hly con una relacion proteina/ADN mayor que en el caso de H-NS. Para encontrar
los sitios de union especifica para Hha y H-NS, Madrid et al. (2002a) llevaron a cabo
ensayos de competicion en geles de retardo en los que emplearon una mezcla de
fragmentos de ADN de la zona reguladora del operén hly (fragmento Sall-BamHI de
unas 4,9 kb en direccidén 5° con respecto a un sitio de restriccion BamHI localizado en el
gen hlyC) y concentraciones crecientes de Hha o H-NS (Figura 1.15). Observaron que
Hha no muestra preferencia por ninguno de los fragmentos usados en el experimento.
Sin embargo, H-NS se une a dos de los cinco fragmentos empleados (1,7 y 1,1 kb) de
manera preferente. Asimismo se han identificado dos sitios de union a H-NS (sitios I y
I1): el primero est4 dentro de la secuencia 4lyR (nucledtidos 190 a 350) y el segundo se
encuentra solapando parcialmente la region promotora del operon Aly del plasmido
pHIly152. La importancia del sitio I se ha demostrado gracias a deleciones de la zona.
Ademas se ha visto que entre los dos sitios H-NS existe una curvatura intrinseca del
ADN. Esto se ha observado también en las regiones en 5" de genes reprimidos por H-
NS de manera independiente de la temperatura (hns y cspA) o dependiente de la
temperatura (virF) (Falconi et al., 1993; Falconi et al., 1998; Brandi et al., 1999). Una

diferencia significativa entre el gen virF (Falconi et al., 1998) y el operdn Aly es la
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presencia en este ultimo de la secuencia de insercion IS2 entre los dos sitios H-NS, lo
que provoca una mayor separacion entre ellos. Sin embargo, el papel del elemento 1S2
no se pudo clarificar al quitarlo de su sitio de insercion. Es probable que el efecto
moderado de la delecion de IS2 en la transcripcion de Aly se deba a que la separacion

entre los dos sitios H-NS de lugar a cambios topologicos en la region.

Hha ] H-NS
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Figura 1.15: Efecto de las concentraciones crecientes de las proteinas Hha (A) y H-NS (B) en la
movilidad electroforética de los fragmentos de ADN de la zona reguladora del operdn hly. Estos
fragmentos y sus tamafios aparecen representados en la parte inferior de la ilustracién, junto con
las secuencias hlyR e 1S2, los genes hlyC'y hlyA, y los sitios de restriccion Sall (S), Pstl (P), HindIIl
(H), EcoRI (E) y BamHI (B). Las calles 1, 2, 3 y 4 de A contienen 19,12, 38,24, 76,48 y 0 uM de
proteina Hha respectivamente, y las calles 1, 2, 3 y 4 de B contienen 0, 0,24, 0,48 y 0,97 uM de H-
NS. Madrid et al. (2002a).

Por otra parte, parece estar claro que la temperatura influye en la afinidad de H-
NS por sus secuencias de union dentro de la region reguladora del operén hly. De
hecho, la mayor afinidad de H-NS por la zona reguladora a baja temperatura concuerda
con la represion transcripcional mas eficiente por H-NS a baja temperatura y con el

fenotipo hemolitico de las mutantes Ans.
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1.3.2. Leucotoxina LktA de Mannheimia haemolytica

Mannheimia haemolytica es una bacteria patégena del aparato respiratorio del ganado
bovino. Un estudio epidemioldgico de cepas de M. haemolytica ha demostrado la
correlacion existente entre la produccion de la leucotoxina en la fase logaritmica de
crecimiento y la enfermedad pulmonar. Esta toxina presenta una amplia variedad de
efectos bioldgicos en los leucocitos bovinos periféricos, y se puede encontrar en forma
de monémero (con un peso molecular aproximado de 104 kDa) o de polimero

(Narayanan et al., 2002).

La organizacion genética del operdn [kt de M. haemolytica (lktCABD) es similar a
la del operon de la hemolisina de E. coli. EI ARN mensajero mas abundante es un
transcrito de 3,5 kb que contiene los genes lktC y lktA, y la transcripcion puede acabar
en un terminador putativo independiente de p situado en la zona intergénica lktA-B
(Highlander et al., 1990). Asimismo, se han observado en menor cantidad transcritos
que abarcan los cuatro genes del cluster. El inicio de transcripcion de [ktCA se
encuentra a 30 nucleétidos del codéon de inicio de /ktC, y estd precedido por una
secuencia consenso —10 de E. coli (Highlander et al., 1990). Se trata de una secuencia
-10 extendida, TGNTATAAT, que se encuentra en promotores de Escherichia coli que
carecen de una secuencia consenso -35 y que requieren activadores para el inicio de la
transcripcion (Kumar et al., 1993). También se ha descrito un segundo inicio de
transcripcion en la posicion —290 (Strathdee y Lo, 1989). A pesar de que se ha visto que
para la secrecion extracelular de la hemolisina de E. coli (HlyA) resulta ser esencial el
producto de t0l/C (no perteneciente al operén Aly), no se ha encontrado una proteina

similar a TolC en M. haemolytica (Narayanan et al., 2002).
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En la zona que precede al promotor de /ktC, Highlander y Weinstock (1994)
encontraron una region que se caracteriza por dar lugar a una curvatura estatica debido a
la presencia de cuatro repeticiones CA¢C/T)A separadas por intervalos de
aproximadamente diez nucleotidos (Figura 1.16). La delecion de esta zona hizo que se
redujera dos veces la transcripcion de la leucotoxina en E. coli, lo que sugiere que esta
curvatura estd relacionada con la activacion del promotor /kt. En posicion 5° con
respecto a los tractos de adenina existen tres repeticiones directas, Al, A2 y A3, de la
secuencia TGT-N(1.12)-ACA. Las repeticiones A2 y A3 funcionan como sitios de union
para una proteina especifica de M. haemolytica (Highlander y Weinstock, 1994), que
parece estar relacionada con la regulacion positiva del operon lkt (Marciel y Highlander,

2001).

Entre los nucledtidos -15 y -33 existe un sitio de union parecido al consenso para
la proteina represora dependiente de hierro Fur (Marciel y Highlander, 2001). De hecho,
Marciel y Highlander (2001) han observado que una disminucion en la concentracion de
hierro ocasiona un aumento de la transcripcién del promotor /kz, aunque previamente
Strathdee y Lo (1989) habian visto que en esas condiciones disminuian los niveles de
ARNm y proteina Lkt. Con respecto al nivel de oxigeno y al pH, Marciel y Highlander
(2001) no han observado que tengan efecto en la transcripcion de la leucotoxina, aunque
estudios previos habian sugerido que si. Un factor que si afecta a la transcripcion del
oper6n lkt es la temperatura. Los cambios de menor a mayor temperatura (de 30 a 42°C)
producen un aumento de la actividad del promotor /kt (Strathdee y Lo, 1989; Marciel y
Highlander, 2001). Mediante el empleo de fusiones del operon Ikt plasmidicas y
cromosodmicas, Marciel y Highlander (2001) han comprobado que la expresion de la
leucotoxina a 30°C en una cepa mutante hns  de Escherichia coli es mayor que en la
cepa silvestre. Por lo tanto, como en el caso de la hemolisina de Escherichia coli, parece
que la proteina HNS reprime la transcripcion de la leucotoxina a bajas temperaturas. En

resumen, segun Marciel y Highlander (2001) el promotor de la leucotoxina es reprimido
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por las proteinas Fur y HNS, y es activado por una proteina que se une a las repeticiones

A2y A3.

YA
Tractos de A

Figura 1.16: Estructura de la region promotora /kz. Se han representado los cuatro tractos de
adenina, las repeticiones directas A1, A2 y A3, el sitio de unién a IHF parecido al consenso, el sitio
potencial de uniéon a Fur, los promotores de lkt 'y lapT, y la direccion de transcripcién con flechas.
Adaptada de Marciel y Highlander (2001).

También se ha sugerido que existe un activador putativo de la transcripcion de la
leucotoxina. Esta proteina, con estructura de cremallera de leucinas, se denomina AIxA
y procede de la modificacion post-traduccional de un precursor que comparte con la
proteina HsdM (subunidad metilasa del sistema de restriccion y modificacion de tipo I
de M. haemolytica). Si se proporciona el activador en trans, la transcripcion del gen -
galactosidasa de una fusion transcripcional (con el promotor del operdn /kf) aumenta de
4 a 5 veces. La proteina activadora comienza con el pentapéptido TAQHS, el cual se

repite 13 veces en el extremo amino terminal. Se ha demostrado que AIXA interacciona
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con el promotor de la leucotoxina pero no se ha determinado si lo hace sola o en

combinacion con otros factores de transcripcion (Highlander y Hang, 1997).

Asimismo, a partir de una libreria de cosmidos se encontrd un clon que inhibia la
expresion de la leucotoxina en trans (Highlander et al., 1993). La actividad inhibidora
se debe a un marco abierto de lectura (lapA) de 440 aminoacidos que forma parte de un
locus de transporte de arginina formado por cuatro genes. El gen lapA parece que
codifica para un componente de unioén a nucledtidos del anterior sistema de transporte y

comparte homologia con la familia de proteasas Clp.

1.3.3. Leucotoxina LtxA de Actinobacillus actinomycetemcomitans

Actinobacillus actinomycetemcomitans es una bacteria Gram-negativa, anaerobia
facultativa que estd implicada en muchas enfermedades humanas como son
endocarditis, meningitis, osteomielitis y principalmente periodontitis (Slots et al., 1980;
Zambon, 1985). Entre los factores de virulencia de esta bacteria se encuentra la
leucotoxina LtxA, que es activa frente a linfocitos y granulocitos de humanos y grandes

primates (Lally et al., 1999).

El operon de la leucotoxina estd formado por cuatro genes, denominados /txC,
ItxA, ltxB y IltxD, de los cuales /tx4 codifica para la toxina LtxA (Lally et al., 1989;
Kraig et al., 1990). El gen /&xC es analogo al gen hlyC de Escherichia coli, que esta
relacionado con la acilacion de la hemolisina (Issartel et al., 1991), por lo que es
probable que /txC tenga una funcioén similar aunque no se haya demostrado. Los genes
[txBD son homologos a los genes hAlyBD de E. coli y son necesarios para la secrecion de
la leucotoxina (Lally et al., 1990). Ademas, en posiciéon 5" con respecto al operodn ltx

existe un marco abierto de lectura (orf4) que codifica para una proteina putativa de
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funcién desconocida y que se cotranscribe con el operon /tx (Mitchell et al., 2003). En
posicidon 5° con respecto a orf4 se encuentra el gen glyA4 (serina hidroximetiltransferasa)
que no forma parte de la unidad transcripcional de la leucotoxina. A partir del operdn de
la leucotoxina se producen dos transcritos: uno minoritario de 9,5 kb, que contiene los
cuatro genes, y uno mayoritario de 4,3 kb, que contiene solo los genes /txCA (Spitznagel

etal., 1991).

Aunque durante la fase activa de crecimiento se producen altos niveles de LtxA,
cuando las células se aproximan a la fase estacionaria o cuando la bacteria se cultiva en
condiciones aerobicas la produccion de la toxina disminuye sustancialmente. Este hecho
hace pensar que el operdn /tx responde a los estimulos ambientales (Spitznagel et al.,
1995). Fong et al. (2001) descubrieron que la leucotoxina se puede inducir por una
molécula senal de quorum sensing denominada autoinductor-2 (AI-2). Esta molécula de
tipo furanona se describié por primera vez en Vibrio harveyi y su sintesis requiere la
presencia de la proteina LuxS. Como los niveles de LuxS varian durante el crecimiento,
esto puede tener importancia en la variacion de la expresion de la leucotoxina en
funcion de la fase de crecimiento. Sin embargo, el mecanismo por el que LuxS regula la
produccion de Ltx es desconocido. Por otra parte, Kolodrubetz et al. (2003) han
identificado un elemento de respuesta a oxigeno (ORE, Oxygen Response Element) de
35 pb en la region promotora de la leucotoxina, justo delante de la secuencia -35. Su
secuencia es diferente de las secuencias consenso de los sitios de unidn de las proteinas
reguladoras dependientes de oxigeno conocidas (Fnr y ArcAB). Ademas se han mutado
los genes que codifican para los homologos de Fnr y ArcA en Actinobacillus
actinomycetemcomitans, y se ha visto que no son necesarias para la regulacion de la
leucotoxina por oxigeno. Estos resultados sugieren una nueva ruta de regulacion
genética por oxigeno. Los autores especulan que la transcripcion es inhibida en las
células incubadas en aerobiosis por un represor que se une al promotor /tx ya que tanto

la delecion como la mutacion del ORE da lugar a mayores niveles de ARN en células
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aerdbicas. Este represor debe estar inactivado o ser desplazado en condiciones
anaerdbicas. Kolodrubetz et al. (2003) también observaron que la expresion de la
leucotoxina no varia al cambiar el pH (6,9 a 7,9), la cantidad de hierro disponible o la

temperatura (heat shock de 37 a 42°C).

Por otra parte, la expresion de la leucotoxina varia mucho entre las cepas de 4.
actinomycetemcomitans, aunque la mayoria expresan niveles relativamente bajos de la
misma (por ejemplo la cepa 652). Sin embargo, se han identificado algunas cepas que
producen altos niveles de leucotoxina (Brogan et al., 1994; Kolodrubetz et al., 1996; He
et al., 1999) y en estudios recientes se sugiere que estos organismos estan relacionados
con enfermedades periodontales humanas (Bueno et al., 1998; Haraszthy et al., 2000;
Guthmiller et al., 2001; Haubek et al., 2001). El aumento de expresion de la leucotoxina
en cepas de 4. actinomycetemcomitans esta relacionado con reorganizaciones génicas
especificas, tanto inserciones como deleciones, en la region 5 del operon ltx (Brogan et
al., 1994; He et al., 1999). Por ejemplo, en la cepa JP2 una delecion de 530 pb que
abarca parte del orf4 y de la region intergénica orf4-/txC hace que la expresion de la
toxina aumente diez veces (Brogan et al., 1994). He et al. (1999) también observaron en
la cepa IS1 que la integraciéon de una secuencia de insercion (parecida a IS/307 de
Neisseria meningitidis) por delante de orf4 aumenta ocho veces la expresion de la
toxina. Una revertiente espontanea de la cepa IS1 que ha perdido IS/30/ muestra una

actividad leucotdxica significativamente reducida (He et al., 1999).

En la cepa 652 se han identificado dos secuencias que actiian en cis en la region
promotora de /tx que se encuentra en posicion 5” con respecto a orfA4 (P,,,). Una de ellas
es una repeticion invertida imperfecta rica en A+T que est4 localizada por delante de la
secuencia -35 en P, Esta secuencia parece funcionar como un regulador positivo de la
expresion de la leucotoxina y ademas se parece a un elemento UP (Mitchell et al.,

2003). Los elementos UP son secuencias ricas en A+T que actian en cis de manera
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positiva, que normalmente estan situadas en 5 con respecto a un elemento -35 y que
estimulan la transcripcion al interactuar con la subunidad 8 de la ARN polimerasa (Ross
et al., 1993; Estrem et al., 1999; Gourse et al., 2000). La segunda region reguladora que
acta en cis se encuentra en 5" con respecto al elemento UP putativo en la cepa 652.
Esta secuencia disminuye la expresion de la leucotoxina y en experimentos de cambio
de movilidad se observa que esta region interacciona con una o varias proteinas de
extractos de la cepa 652 y que los nucledtidos -87 a -111 son necesarios para esta
interaccion. En la cepa IS1 la secuencia de insercion IS/301 esta integrada en la primera
parte de la repeticion invertida imperfecta rica en adenina y timina situada en la region
intergénica glyA4-orfA, concretamente en la posicion -71 (Figura 1.17). La adquisicion
de IS7301 desplaza a 6 nucledtidos de la repeticion invertida (-71 a -77) y a la secuencia
negativa putativa (-87 a -111) aproximadamente 900 pb en direccion 5° con respecto a
los elementos promotores basales de P, Segun Mitchell et al. (2003) al no haber
encontrado un promotor en IS/30/ responsable del aumento de la transcripcion de /#x,
es posible que el desplazamiento del elemento negativo haga que el operén /tx en la
cepa IS1 quede controlado fundamentalmente por el elemento positivo, provocando un
aumento global de la expresion de la leucotoxina. También es posible que IS/301

contenga regiones positivas adicionales que actuen en cis (Mitchell et al., 2003).
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glhyA IR orfA ltxCABD
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Figura 1.17: Representacion esquematica del operéon Jtx y secuencias en 5° de A
actinomycetemcomitans cepas 652 e IS1. Se muestran el operon /tx, el marco abierto de lectura orf4
(que codifica para una proteina hipotética de funcion desconocida y que se cotranscribe con
ItxCABD), el gen glyA (que codifica para una serina hidroximetiltransferasa y que no forma parte
de la unidad transcripcional de la leucotoxina), la repeticion invertida imperfecta rica en AT (IR) y
las secuencias -10 y -35 del promotor de orf4 (P,,. En la cepa IS1 una copia de IS/301 esta
integrada en la repeticion invertida. IS/301 porta el gen trnA, que codifica para una transposasa
(He et al., 1999). Adaptada de Mitchell et al. (2003).

Al realizar estudios de primer extension (extension de cebador) con la cepa JP2,
que se caracteriza por producir altos niveles de leucotoxina, se observo que el inicio de
la transcripcion ocurria en dos sitios: P1 y P2 (Brogan et al., 1994). Se llevé a cabo una
serie de deleciones progresivas en el promotor de /tx y se llegd a la conclusion de que
existe un segundo promotor justo delante de /txC. Por lo tanto, a partir del operdn /tx de
la cepa JP2 se producen dos especies de ARN mensajero de 3,8 y 4,2 kb, aunque segun
Kolodrubetz et al. (1996) no existe el promotor P2 y el ARNm de 3,8 kb es el resultado
de la degradacion del ARNm de 4,2 kb. Para ver como podria estar regulada la
expresion de Ltx en el microambiente periodontal se empled una cepa de A.
actinomycetemcomitans que contenia una fusion del promotor /zx de la cepa JP2 y el
gen de la -galactosidasa (sin promotor) (Spitznagel et al., 1995). En la cepa 652, que
produce bajos niveles de leucotoxina, se encontrd una insercién de unos 530 pb en la
region que precede a /txC, concretamente entre P1 y P2. Con estudios de primer
extension 'y northern blot se determind que en la cepa 652 el promotor P1 situado a 800
pb del coddn de inicio de /txC (debido a la insercidon) no es funcional (Brogan et al.,
1994). En un estudio posterior del mismo grupo de investigacion (Hritz et al., 1996) se

observo que el promotor del operon ltxCABD en la cepa 652 esté situado en la region de
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530 pb que esta ausente en JP2, a 150 pb de /txC (Figura 1.18). También demostraron
que existe una correlacion positiva entre la presencia de esta region de 530 pb y la
sensibilidad a oxigeno de la transcripcion de la leucotoxina; sin embargo Spitznagel et
al. (1995) observaron que en la cepa JP2, que carece de la region de 530 pb, la

produccidn de leucotoxina también esta regulada por oxigeno.

Ademas se ha visto que en la variacion de la expresion de Ltx dependiente de
cepa debe existir también una proteina reguladora que actie en trans (positiva o
negativamente), regulando la transcripcion a partir del promotor P1 (Kolodrubetz et al.,

1996).
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Figura 1.18: A) Estructura de los promotores Iltx de las cepas 652 y JP2 de A
actinomycetemcomitans. El promotor de JP2 parece estar derivado de la regién promotora de la
cepa 652 por una delecion de 530 pb indicada por una flecha doble. Cada secuencia contiene un
marco abierto de lectura (ORF) en posicion 5 con respecto a ltxCABD. El ORF de JP2 esta
truncado y su marco de lectura alterado por la delecion (Brogan et al., 1994). El promotor del ORF
de la cepa 652, designado -35 -10, corresponde al promotor P! de JP2. p1, p2, p3 y p4 son regiones
de la cepa 652 similares a secuencias consenso -10 y -35 de Escherichia coli. P2 corresponde al
promotor de /tx de la cepa JP2 que esta en 3” con respecto al ORF. Adaptada de Hritz et al. (1996).
B) Organizacion genética del operdn /tx en las cepas JP2 (con una delecion de 530 pb), 652 (sin la

delecion de 530 pb) y en la cepa que contiene una secuencia de inserciéon de 886 pb. Adaptada de
Poulsen et al. (2003).
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1.3.4. Toxinas RTX de Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus pleuropneumoniae es una bacteria patogena Gram-negativa responsable
de las formas aguda y crénica de la pleuroneumonia porcina (Nicolet, 1992; Bosse et
al., 2002). Actinobacillus pleuropneumoniae produce cuatro toxinas RTX (ApxlI-
ApxIV), y existen bastantes pruebas de que estas toxinas contribuyen a su virulencia

(Frey, 1995; Bosse et al., 2002).

La organizaciéon genética de los operones Apxl (apxICABD) y ApxIll
(apxIlICABD) sigue el mismo patron general de las toxinas RTX (Welch et al., 1995).
Sin embargo, el operén ApxIl (apxIICA) no posee los genes de transporte; parece ser
que aprovecharia el sistema de transporte de ApxI (Frey, 1995). Se ha determinado la
organizacion transcripcional del operén apxl. La transcripcion empieza a 133 pb en
direccion 5 del inicio de traduccion de ApxIC y produce dos transcritos; un transcrito
principal de 3,5 kb correspondiente a apxICA y otro transcrito de 7,5 kb correspondiente
a apxICABD (Gygi et al., 1992; Frey et al., 1994). Los estudios de la organizacion
transcripcional de los demas operones ain no se ha completado (Jarma y Regassa,

2004).

Se conocen muy pocos detalles acerca de la expresion de los genes de las toxinas
y de las senales medioambientales que pueden afectar a su expresion. La actividad
transcripcional del operon apx/ se puede aumentar diez veces al afadir calcio al medio
de cultivo a concentraciones similares a las encontradas en el suero; no obstante, la
expresion de apx/I no cambia en esas condiciones de crecimiento (Gygi et al., 1992;
Frey et al., 1994). El hierro reprime la produccion de ApxII a concentraciones de 100 a

500 uM (Maudsley y Kadis, 1986) y la inactivacion del gen Fur hace que disminuya la
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produccion de ApxI (Hsu et al., 2003). Los mecanismos moleculares asociados con esas

sefiales medioambientales no han sido elucidados.

Se ha observado que la actividad hemolitica de ApxI y ApxIl aumenta al
incrementarse la densidad celular (Martin et al., 1985; Maudsley y Kadis, 1986), pero
no estaba claro que esto se debiera a una simple acumulacion de la toxina en el medio
extracelular o bien a que la expresion de los genes estuviera modulada en funcion de la
fase de crecimiento. Jarma y Regassa (2004) han examinado la produccion del ARN
mensajero apx, encontrando un aumento del ARNm apxICA y apxIICA durante la fase
exponencial tardia o la fase estacionaria temprana, lo cual indica que los genes de las
dos toxinas se expresan de manera diferencial a lo largo de la curva de crecimiento. La
actividad hemolitica y la cantidad de proteina extracelular acumulada aumentan al
incrementarse la densidad celular. Por lo tanto, el pico post-exponencial observado en la
actividad hemolitica parece ser que se debe a una regulacion positiva de la expresion del
gen Apx mas que a una acumulacion de la toxina a lo largo del tiempo. Después de
llegar a un maximo en la actividad hemolitica de Apxl y ApxIl, esta disminuye
aproximadamente un 20-25% en una hora. Esta reducciéon no se debe a una rapida
degradacion de las proteinas Apx, sino a que las toxinas se podrian convertir en no-
hemoliticas por un cambio conformacional debido al medio ambiente acuoso o por

aglomeracion (Welch, 2001).

Otras dos toxinas RTX estan reguladas en funcion de la fase de crecimiento. La
expresion de los genes de la a-hemolisina de E. coli y de la leucotoxina de M.
haemolytica presenta un maximo durante la fase logaritmica temprana y disminuye al
acercarse las células a la fase estacionaria. Es interesante que el pico de expresion de
Apx aparezca a alta densidad celular cuando disminuye la tasa de crecimiento, mientras
que el pico de expresion de Hly y Lkt aparece mas temprano en la curva de crecimiento

(Koronakis et al., 1989b; Strathdee y Lo, 1989). El transcrito hlyCA de E. coli se
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expresa de manera constitutiva durante todas las fases de crecimiento (Koronakis et al.,
1989b). Sin embargo, la formacion del transcrito 2lyCABD depende de un elemento en
cis (hlyR) que evita la terminacion transcripcional entre hlyA y hlyB (Koronakis et al.,
1988; Vogel et al., 1988; Koronakis et al., 1989b). El nivel de antiterminacién es mayor
durante la fase logaritmica temprana y disminuye al aproximarse a la fase estacionaria
(Koronakis et al., 1989b). Los autores sugieren que esta falta de antiterminacion evita la
produccion de las proteinas de transporte (HlyB y HlyD) y por lo tanto el transporte de
la a-hemolisina. En el caso de M. haemolytica la cantidad de ARNm lktCA y [ktCABD
presenta un pico durante la fase exponencial temprana y después disminuye al acercarse
las células a la fase estacionaria (Strathdee y Lo, 1989). Marciel y Highlander
observaron que el promotor /kt se expresa constitutivamente en todas las fases de
crecimiento (Marciel y Highlander, 2001), lo que sugiere que la regulacion de esta
toxina en funcién de la fase de crecimiento podria ser a nivel de la elongacion o de la
estabilidad del ARNm. En el caso de Apx, tanto el transcrito apxICA como apxIICA
presentan niveles maximos cuando las células pasan de la fase logaritmica tardia a la
fase estacionaria temprana (Jarma y Regassa, 2004); esta regulacién puede deberse a la

actividad del promotor, a la estabilidad del ARNm y/o a la elongacién del transcrito.

Se desconoce cual es la sefial que estimula la expresion de apx durante la fase
exponencial tardia o la fase estacionaria temprana, aunque hay varios candidatos. La
maxima expresion ocurrid cuando aumentaba la densidad celular, lo que hace pensar
que podria estar involucrada una molécula sefial dependiente de la densidad celular. La
cepa serotipo 5 de A. pleuropneumoniae produce una molécula senal de quorum sensing
que es analoga a la sefial tipo furanona de Vibrio harveyi (Malott y Lo, 2002). Este
sistema de sefiales depende del producto del gen /uxS, y en la familia Pasteurellaceae se
han identificado homologos de /uxS incluyendo una cepa de A. pleuropneumoniae
serotipo 1 (Malott y Lo, 2002; Sheehan et al., 2003; Jarma y Regassa, 2004). La

leucotoxina de A. actinomycetemcomitans parece estar regulada positivamente por un
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sistema de sefiales dependiente de LuxS (Fong et al., 2001). Por otra parte, al aumentar
la densidad celular tanto in vivo como in vitro se producen numerosos cambios en el
medio ambiente que podrian actuar como sefiales para alterar la expresion genética. Una
de ellas podria ser la disponibilidad de oxigeno. Esta disminuye al aumentar la densidad
celular, lo que forzaria a muchas células a crecer en condiciones anaerobias. No
obstante, tanto el nivel global como el patron de actividad de la toxina Apx son
idénticos en cultivos aerdbicos y anaerobicos, al igual que ocurre con la produccion de
las proteinas ApxI y ApxIl, y con la concentracion de ARNm apxII. La conclusion a la
que se llega es que la regulacion de apx/ y apxIl dependiente de la fase de crecimiento
no depende de la limitacion de oxigeno (Jarma et al., 2004). Este tipo de regulacion es
similar a la observada en el gen lktA de Mannheimia haemolytica (Marciel y
Highlander, 2001), pero diferente del patron de produccion de la o-hemolisina de E.
coli y de la leucotoxina de A. actinomycetemcomitans, que se producen principalmente
bajo condiciones de crecimiento anaerobicas (Mourifio et al., 1994; Inoue et al., 2001).
Por ultimo, la disponibilidad de nutrientes y cofactores, tales como el hierro, también
podrian servir como sefiales que modificaran la expresion de los genes apx (Jarma y

Regassa, 2004).
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Visto el interés que suscita la produccion de bacteriocinas por bacterias del suelo
como factor que influye en la competitividad por la nodulacion de las raices de plantas
leguminosas, se considerd conveniente profundizar en el estudio a nivel genético y
molecular de la bacteriocina producida por la cepa Z25 de Rhizobium leguminosarum

bv. viciae (Rodelas et al., 1998).
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Objetivos

La inoculacion de leguminosas con cepas de Rhizobium seleccionadas por sus mejores
capacidades de fijacion de nitrogeno y/o nodulacidn frecuentemente no origina resultados
satisfactorios. Este fracaso se debe a que las cepas autdctonas del suelo estan mejor
adaptadas a las condiciones del nicho ecoldgico, y terminan desplazando al inoculante

(Dowling y Broughton, 1986; Triplett y Sadowsky, 1992).

La producciéon de bacteriocinas (rizobiocinas) por cepas del género Rhizobium ha
sido sefialada reiteradamente como un factor muy influyente en la capacidad competitiva,
asi como una caracteristica susceptible de manipulacion para la construccion de cepas
mejoradas. Asi, como se ha detallado en el apartado 1.2.3.2 de la Introduccion,
Schwinghamer y Belkengren (1968) describieron la cepa R. leguminosarum bv. trifolii
T24 (Fix'), que produce una sustancia antibacteriana denominada trifolitoxina (Triplett y
Barta, 1987), cuya produccion esta codificada por los genes #fx. La introduccién de los
genes tfx de forma estable en el genoma de cepas Fix+ de R. leguminosarum bv. trifolii ha
permitido construir artificialmente cepas altamente competitivas (Triplett, 1990). Otra
rizobiocina bien caracterizada es la producida por R. leguminosarum cepa 248, que
presenta homologia con las toxinas RTX y que tiene efecto en la competitividad por la

nodulacion de guisante cuando se ensaya frente a diferentes cepas (Oresnik et al., 1999).

Como parte de un estudio mas amplio sobre interaccion entre microorganismos de la
rizosfera del haba comin (Vicia faba L.) y dentro de un proyecto subvencionado por el
Programa Nacional de Investigacion Agricola (AGRI91-0714), el grupo de Microbiologia
Ambiental de la Universidad de Granada efectué una busqueda de cepas de R.
leguminosarum bv. viciae productoras de rizobiocinas. Se aislo la cepa Z25 (CECT 4585),
que mostré una potente actividad bacteriocinogénica frente a todas las cepas de R.
leguminosarum bv. viciae utilizadas como indicadores, sin efectos inhibitorios sobre otros
grupos de microorganismos del suelo (Rodelas et al., 1998). Estos resultados sugieren que

la cepa Z25 produce una rizobiocina con un espectro de accion restringido a la cepas con
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las que puede competir directamente por la nodulaciéon, sin afectar a otros

microorganismos saprofitos o beneficiosos de la rizosfera.

Se conoce la naturaleza proteica de la rizobiocina producida por la cepa Z25 y
algunas de sus propiedades fisico-quimicas (Rodelas et al., 1998). No obstante, seria de
gran interés completar su caracterizacion a nivel molecular. La caracterizacion de los genes
responsables de su expresion y el avance en la comprension de los mecanismos que la
regulan proporcionarian las herramientas necesarias para la construccion de derivados de
esta cepa mejorados en la competitividad, asi como la posibilidad de introducir el ADN

determinante de la produccion de rizobiocina en otras cepas.

Son numerosas las especies bacterianas que monitorizan la densidad de sus
poblaciones mediante el sistema de comunicacion intercelular conocido como percepcion
de quorum, que requiere la acumulacion en el medio de compuestos sefial permeables a
través de la membrana celular. En el caso de R. leguminosarum bv. viciae, se han descrito
homologos de lux/ y luxR que regulan la expresion de genes en la rizosfera (Cubo et al.,
1992, Rodelas et al., 1999). No obstante, en R. leguminosarum bv. viciae existen varias
parejas de genes homologos de /uxIR que act@ian en cascada, de forma que la densidad
celular de la poblacion determina la expresion de multiples genes implicados en diferentes
procesos, de manera simultanea o incluso dentro de una secuencia necesaria (Lithgow et
al., 2000). Por tanto, seria de interés determinar si existe implicacion de un sistema de estas

caracteristicas en la regulacion de la produccion de rizobiocina por la cepa Z25.

Se han establecido los siguientes objetivos para la obtencidn de conclusiones

significativas al término de la investigacion:

1.  Obtencidn de cepas mutantes derivadas de Rhizobium leguminosarum bv.

viciae cepa Z25 no productoras de rizobiocina. Clonacion y secuenciacion del
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locus/loci codificante de la produccion de rizobiocina en el genoma de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae cepa Z25.

2. Aislamiento y secuenciacion de genes homologos de luxR/luxI en el
genoma de la cepa Z25. Obtencion de mutantes de la cepa Z25 alteradas en la
produccion de acil-homoserina lactonas (AHLSs).

3.  Estudio de la expresion de los genes de la rizobiocina. Influencia del
mecanismo de percepcion de quérum en el proceso.

4.  Estudio comparativo de la relacion entre la produccion de rizobiocina y la
capacidad competitiva y eficiencia simbiotica (nodulacion y fijacion simbiotica

de nitrogeno) en la cepa Z25 y las mutantes derivadas de ella.

Estos resultados permitiran evaluar el papel de las bacteriocinas en la capacidad
competitiva de Rhizobium leguminosarum bv. viciae cepa Z25, asi como ampliar el
conocimiento sobre las posibilidades de aplicacion de las cepas productoras de

bacteriocinas en la mejora de la competitividad de los inoculantes de Rhizobium.
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Material y Métodos

3.1. TECNICAS MICROBIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

3.1.1. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas de Rhizobium leguminosarum, Agrobacterium tumefaciens, Azospirillum

brasilense, Chromobacterium violaceum y Escherichia coli, y los plasmidos empleados

en este trabajo, junto con sus caracteristicas mas importantes, se recogen en la Tabla 3.1

y en la Tabla 3.2 respectivamente:

Tabla 3.1: Cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, Azospirillum brasilense, Agrobacterium
tumefaciens, Chromobacterium violaceum y Escherichia coli empleadas en este estudio.

Cepas

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

Rhizobium leguminosarum bv. viciae:

Z25
725 Sm'

225
1827
4420
5025
1626
M17
M17 Sp'

725-rzeC
Z25-ORF3"
Z725-ApORF3

Z25-ApORF3::Gm

Z25-cinl
A34 (8401 pRL1JT)

Fix", Nod', Bac'.

Mutante espontanea resistente a estreptomicina
de la cepa Z25. Sm'".

725 rzcA1::Tn3, Bac’. Km', Sm'".

725 rzcA2::Tn5, Bac”. Km', Sm'".

725 rzcA3::Tn5, Bac”. Km', Sm'.

725 rzcA4::Tn3, Bac”. Km', Sm'".

725 rzcA5::Tn5, Bac reducida. Km', Sm'".

Fix", Nod".

Mutante espontanea resistente a espectinomicina
de la cepa M17. Sp'.

725 rzeC::Gm, Bac’. Gm', Sm'.

725 ORF3::Gm. Gm', Sm".

Mutante de la cepa Z25 por delecion de un
fragmento HindIll de 862 pb que flanquea en 5°
al ORF3. Sm".

Z25-ApORF3 con un gen de resistencia a la Gm
(0,86 kb) insertado en el sitio HindIIl. Gm', Sm'.

725 cinl::Gm. Gm', Sm".

Cepa control para la electroforesis de
megaplasmidos y la produccion de AHLs. Sm'.

Rodelas et al., 1998.

Belén Rodelas
(comunicacion personal).

Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Rodelas et al., 1998.
Este trabajo.

Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
Downie et al., 1985.
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Tabla 3.1. Continuacion.

Cepas

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

NTL4 pZLR4

Sp7 (ATCC 29145)

CV026

Escherichia coli:
S17.1

DH5a

TP2021
BE1522

Azospirillum brasilense:

Agrobacterium tumefaciens:

Cepa derivada de NT1, detectora de AHLs; traR,
traG::lacZ. Ap', Gm'.

Cepa control para la electroforesis de megaplasmidos.

Chromobacterium violaceum:

Cepa derivada de ATCC 31532, detectora de AHLs;
cvil::TnSxylE. Km', Sm'.

thi, pro, recA, hsdR, hsdM, RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7.
Sm', Sp’, Tp'.

endAl, hsdR17(ri my'), supE44, thi-1, recAl,
gvrd96, relAl, A(lacZYA-argF)y 69, (m80lacZAM15),
180.

F xyl AlacX74 argH1

F xyl AlacX74 argH1 hns-1001::Tn5seql

Luo et al., 2001.

Plazinski et al., 1983.

McClean et al., 1997.

Simon et al., 1983.

Sambrook et al.,
1989.

Krin et al., 2002
Krin et al., 2002

Tabla 3.2: Plasmidos empleados.

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
pBluescript I1 KS (-) Vector de clonacion; lacZ, ori 1, ori ColEL. Ap'. Stratagene®
pSUP2021 Vector de clonacion derivado de pBR325 que porta Simon et al., 1983.
TnJ5 para mutagénesis al azar; mob. Ap', Cm', Km',
Tc".
pMP220 Vector de clonacion para construir fusiones Spaink et al., 1987.
transcripcionales con el gen lacZ. Tc'.
pK18mobsacB Vector de clonacion derivado de pBR322 para llevar ~ Schéfer et al., 1994.
a cabo recombinaciones dobles; RP4 mob, lacZa,
sacB. Km'.
pGEM®-T Vector para clonar productos de PCR; lacZ, ori f1. Promega®
Ap".
pRK2013 Vector empleado para realizar conjugaciones Figurski y Helinski,
triparentales; mob, tra, Tn903, ori ColE1. Km'. 1979.
pUCGM Vector de clonacion portador del gen de resistenciaa  Schweizer, 1993.
la gentamicina. Ap', Gm'.
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Tabla 3.2. Continuacion.

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
PMAGRI1 Fragmento EcoRI-BamHI de 5 kb de la mutante 225 clonado en Este trabajo.
pBluescript IT KS (-). Contiene parte del gen rzcAl::Tn5. Ap',

Km'".
PMAGR2 Fragmento EcoRI-BamHI de 11,6 kb de la mutante 1827 clonado Este trabajo.
en pBluescript I KS (-). Contiene parte del gen rzc42::Tn5. Ap',
Km'.
PMAGR3  ASacl de pMAGRI1. Ap". Este trabajo.
pPMAGR4  AEcoRV de pMAGRI1. Ap’, Km". Este trabajo.
PMAGRS  AClal de pMAGR2. Ap', Kmm". Este trabajo.
PMAGR6  APstl-Xbal de pMAGRS. Ap". Este trabajo.
pPMAGR7 Fragmento EcoRI-BamHI de 15 kb de la mutante 4420 clonado en Este trabajo.
pBluescript IT KS (-). Contiene parte del gen rzcA3::Tn5. Ap',
Km'".
pPMAGRS Fragmento EcoRV de 5 kb de pMAGRS5 clonado en pBluescript II  Este trabajo.
KS (-). Ap".
PMAGRY  AHindlll de pMAGRS. Ap". Este trabajo.
PMAGR10  ASacll de pMAGRS. Ap". Este trabajo.
pPMAGRI11  Fragmento Clal de 8 kb de pMAGR?7 clonado en pBluescript I Este trabajo.
KS (-). Ap".
pPMAGRI12  Fragmento Hindlll de 2,7 kb de pMAGRS clonado en pBluescript Este trabajo.
ITKS (-). Ap".
PMAGRI13  Fragmento Sacl de 12,4 kb de la mutante 4420 clonado en Este trabajo.
pBluescript II KS (-). Contiene parte del gen rzc43::Tn5. Ap',
Km'.
pPMAGR14  Fragmento Pstl de 4,6 kb de pMAGRI11 clonado en pBluescript Il Este trabajo.
KS (-). Ap".

PMAGRI15  AEcoRI de pMAGR13. Ap'. Este trabajo.
PMAGR16  Fragmento EcoRI-BamHI de 4,7 kb de pMAGRI14 clonado en Este trabajo.
pMP220. Fusioén transcripcional rzcA-lacZ con los genes rzcC'y

ORF3 flanqueando. Tc¢'.
pMAGRI17  Fragmento HindlIll de 2,7 kb de pMAGRI12 clonado en pMP220. Este trabajo.

Fusion transcripcional rzcA-lacZ con el gen rzeC flanqueando.
Tc'.
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Tabla 3.2. Continuacion.

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia

PMAGRI18  ARsrll-Apal de pMAGR12. Ap". Este trabajo.

PMAGR19  ARsrII-EcoRV de pMAGR14. Ap". Este trabajo.

PMAGR20  Fragmento EcoRI-Kpnl de 1,4 kb de pMAGRI18 clonado en Este trabajo.
pMP220. Fusion transcripcional rzeC-lacZ. Tc'.

pMAGR21  Fragmento Kpnl-Xbal de 1,9 kb de pMAGRI19 clonado en Este trabajo.
pMP220. Fusion transcripcional rzcA-lacZ. Tc'.

PMAGR22  Fragmento Hindlll de 0,86 kb de pMAGR14 clonado en pMP220. Este trabajo.
Fusion transcripcional ORF3-lacZ. Tc".

pMAGR23  Fragmento Clal de 2,8 kb de pMAGR15 clonado en pBluescript II  Este trabajo.
KS (-). Ap".

PMAGR24  Fragmento Clal de 2,4 kb de pMAGRI15 clonado en pBluescript II  Este trabajo.
KS (-). Ap".

PMAGR25  ARsrlI-BamHI de pMAGR14. Ap'. Este trabajo.
pPMAGR26 pMAGRI12 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento Este trabajo.
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio Rsr1l.

Contiene el gen rzcC::Gm con el gen de resistencia a la

gentamicina en orientacion contraria al gen rzcC. Ap’, Gm'.

pPMAGR27  Fragmento Sal/l-EcoRI de 3,7 kb de pMAGR26 clonado en Este trabajo.
pK18mobsacB. Gm', Km'.

PMAGR28  Fragmento Hindlll de 3,7 kb de pMAGR26 clonado en Este trabajo.
pK18mobsacB. Gm', Km'".

PMAGR29  Fragmento Kpnl-Xbal de 2,8 kb de pMAGR25 clonado en Este trabajo.
pMP220. Fusioén transcripcional rzcC-lacZ con el ORF3
flanqueando. Tc'".

PMAGR30  ASphl-Xhol de pMAGR25. Ap'. Este trabajo.
PMAGR31 pMAGR30 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento Este trabajo.
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio HindIIl.

Contiene el ORF3::Gm con el gen de resistencia a la gentamicina

en orientacion contraria al ORF3. Ap', Gm'.
pMAGR32 pMAGR30 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento Este trabajo.
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio HindIII.
Contiene el ORF3::Gm con el gen de resistencia a la gentamicina
en la misma orientacion que ORF3. Ap’, Gm'".
PMAGR33  Fragmento Nofl-EcoRI de 13 kb de la cepa Z25 clonado en Este trabajo.

pBluescript I KS (-). Contiene la region rzc incompleta. Ap'.
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Tabla 3.2. Continuacion.

Plasmido

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pPMAGR34
pPMAGR35

pMAGR36

pPMAGR37

pPMAGR38

pMAGR39

pMAGR40

pPMAGR41

pPMAGR42

pMAGR43

pMAGR44

pMAGR45

pMAGR46

Fragmento Apal-Xbal de 2,9 kb de pMAGR31 clonado en romo
en pK18mobsacB. Gm', Km".

AClal-EcoRV de pMAGR25 (para quitar un sitio HindlIII del sitio
de clonacion multiple). Ap".

AHindlll de pMAGR35. Delecion de la region en 5° del ORF3
(ApORF3) de manera que queda fusionado con el gen de la
integrasa. Ap".

Fragmento Kpnl-Xbal de 1,9 kb de pMAGR36 clonado en
pMP220. Fusion transcripcional rzeC-lacZ con ApORF3. T¢'.

Fragmento EcoRI-Xbal de 1,94 kb de pMAGR36 clonado en
pK18mobsacB. Km'.

Producto de la amplificacion por PCR de los genes cinRI (2,2 kb)
a partir del ADN de la cepa Z25, clonado en pBluescript II KS (-).
Ap".

Producto de la amplificacion por PCR inversa a partir del ADN de
la cepa Z25 de un fragmento Sacl-EcoRI de 7 kb clonado en
pGEM®-T. Contiene parte del gen rzcA y los genes del sistema
de transporte rzcDEF. Ap".

Fragmento EcoRI-Xbal de 4,6 kb de pMAGR14 clonado en el
fragmento EcoRI-Xbal de 2,9 kb de pMAGR36 (correspondiente
al vector pBluescript II KS (-) sin el sitio HindIIl en el sitio de
clonacion multiple). Ap'.

AHindlll de pMAGR41 con el proposito de eliminar la region en
5" del ORF3 (ApORF3). Ap".

Fragmento Kpnl-Xbal de 3,8 kb de pMAGR42 clonado en
pMP220. Fusion transcripcional rzcA-lacZ con ApORF3. Tc'.

PMAGR36 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio HindIII.
Contiene la ApORF3::Gm con el gen de resistencia a la
gentamicina en orientacion contraria al gen rzcC. Ap', Gm'".

PMAGR36 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio HindIII.
Contiene la ApORF3::Gm con el gen de resistencia a la
gentamicina en la misma orientacion que el gen rzcC. Ap', Gm'.

PMAGR39 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio Sphl.
Contiene el gen cinl::Gm con el gen de resistencia a la
gentamicina en orientacion contraria al gen cinl. Ap', Gm'.

Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
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Tabla 3.2. Continuacion.

Plasmido

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pMAGRA47

pMAGR48
pMAGR49

pPMAGRS50

pPMAGR52

pMAGR54

pPMAGRS55

pMAGR56

PMAGR57

pMAGR59

pPMAGR60

pPMAGR61

PMAGR39 con un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento
Smal de 0,86 kb de pUCGm) clonado en romo en un sitio Sphl.
Contiene el gen cinl::Gm con el gen de resistencia a la
gentamicina en la misma orientacion que el gen cinl. Ap’, Gm".

Fragmento EcoRI-Xbal de 2,8 kb de pMAGR44 clonado en
pK18mobsacB. Km'.

Fragmento Notl romo-Smal de 3 kb de pMAGR46 clonado en
pK18mobsacB. Km'.

Producto de la amplificacion por PCR del ADN de la cepa Z25
(1,5 kb), clonado en pMP220. Fusién transcripcional rzceC-lacZ
con el gen ORF3 flanqueando. Tc¢'".

Producto de la amplificacion por PCR del ADN de la cepa Z25
(1,88 kb) clonado en pMP220. Fusion transcripcional rzcC-lacZ
con parte del gen de la integrasa y el gen ORF3 flanqueando. T¢'.
Producto de la amplificacion por PCR del ADN de la cepa Z25
(2,09 kb) clonado en pMP220. Fusion transcripcional rzeC-lacZ
con parte del gen de la integrasa y el gen ORF3 flanqueando. T¢'.
Fragmento EcoRI-Xbal de 2,8 kb de pMAGR44 clonado en
pMP220. Fusidn transcripcional rzc¢C-lacZ con ApORF3::Gm con
el gen de resistencia a la gentamicina en orientacion contraria al
gen rzcC. Gm', T¢'.

Fragmento EcoRI-Xbal de 2,8 kb de pMAGR45 clonado en
pMP220. Fusion transcripeional rzcC-lacZ con ApORF3::Gm con
el gen de resistencia a la gentamicina en la misma orientacion que
el gen rzeC. Gm', Tc'.

Fragmento Kpnl-BamHI de 1,8 kb de pMAGR40 clonado en
pMP220. Fusion transcripcional rzeD-lacZ. Tc'.

Producto de la amplificacion por PCR del ADN de la cepa Z25
(2,67 kb) clonado en pMP220. Fusion transcripcional rzeC-lacZ
con el gen de la integrasa y el gen ORF3 flanqueando. T¢'.

Fragmento BamHI de 3 kb de pMAGR40 clonado en pBluescript
IT KS (-). Contiene parte del gen rzcD y los genes rzcE y rzcF.
Ap".

APstl de pMAGR24. Ap'.

Este trabajo.

Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
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En las figuras 3.1 y 3.2 se puede ver un mapa de los plasmidos construidos en este
trabajo derivados de pBluescript II KS (-) y pGEM®-T, y derivados de pMP220,

respectivamente.

111



Capitulo 3.1. Técnicas Microbiologicas y Bioguimicas

1827 225 4420

L PMAGR2 ﬁ pPMAGR1

PMAGR4 —— pMAGR3
—— pMAGR6 L PMAGRS
pPMAGRS L PMAGR?7
PMAGR10 —— pMAGRY
PMAGRI11
MAGRI12
D PMAGR14 P PMASE
pMAGR18 PMAGR1S
—— pMAGR19 — PMAGR23

Ez AGR25 B —————— GZPQEA
PMAGR30 — pMAGRé61

o MAGR40
|ﬁ pMAGR26 P A R ——
ﬁ pMAGR31*

PMAGR32 L % Tn5S Mv IV Gm" 1 Kb
Kmr -
PMAGR35
| I— %
PMAGR36 pMAGR33 ORF1:Transposasa, ORF2: Integrasa.
pMAGR41 B: waw:mr C: Clal, E: EcoRl,
—  —————————— pMAGR42 H: Hindlll, K: Kpnl, N: Notl,
|AI| PMAGR44* P: PsA, R: RsrIl, S: Sacl,
— =) pPMAGR45 Sa: Sacll, Sp: Sphl, V: EcoRV.

Figura 3.1: Mapa de los plasmidos derivados de pBluescript II KS (-) y pPGEM®-T (pMAGR40) construidos en este trabajo. Los
plasmidos sefialados con un asterisco (*) se emplearon para hacer subclones con el plasmido pK18mobsacB. En el caso de las
enzimas de restriccion que tienen mas de cinco dianas en la secuencia (enzimas Clal, EcoRV, Kpnl, Pstl, Sacl, Sacll y Sphl) , solo
se han indicado los sitios de interés.
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E P RPH H R H PP P KPKK E
1 | | 11 | | -
[ 11 [ |

ﬁ 9_%“ @%w‘ﬁ_ rzed

Fusiones del gen rzcC:

_ PMAGR20
PMAGR29
L | &= _L PMAGR37
— — PMAGRS5 < —1Kb
I - 5 pMAGR59 Gm' lacZ
PMAGR54
pMAGRS2 B: BamHI, E: EcoRlI,
——— PMAGRS0 H: Hindlll, K: Kpnl,
. . P: Pstl, R: Rsrll.
Fusiones del gen rzeA: pMAGR21
PMAGR17
PMAGRI16
- | & | PMAGR43
Fusiones del ORF3: Fusiones del gen rzcD:
—_ pMAGR22 PMAGRS57

Figura 3.2: Mapa de los plasmidos derivados de pMP220 construidos en este trabajo. ORF1: transposasa, ORF2: integrasa.
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3.1.2. Medios de cultivo

Para las cepas de E. coli se empled el medio LB (Luria-Bertani) de manera rutinaria:

Medio Luria-Bertani LB (Sambrook et al., 1989): NaCl, 10 g; triptona, 10 g;
extracto de levadura, 5 g; agua destilada, 1 litro. Para preparar medio s6lido se debe
afiadir agar a una concentracion de 15 g/L. El medio fue esterilizado en autoclave a
115°C durante 30 minutos. El cultivo de células de E. coli se llevo a cabo a 37°C, y
cuando se traté de cultivos en medio liquido estos se incubaron con agitacion a 150

r.p.m.

Para las cepas de Rhizobium, Azospirillum, Agrobacterium y Chromobacterium se

emplearon los siguientes medios:

Medio completo TY (Beringer, 1974): Triptona, 5 g; extracto de levadura, 3 g;
CaCl, - 6 H,0, 1,3 g; agua destilada, 1 litro. Para preparar medio so6lido se debe anadir
agar a una concentracion de 15 g/L. Para el ensayo de deteccion de la produccion de

bacteriocinas se emple6 una concentracion de agar de 20 g/L.

Medio minimo Y optimizado para la produccion de bacteriocinas (Rodelas et
al., 1998): Manitol, 5 g; KoHPOy4, 0,22 g; MgSO4 - 7 H,0, 0,10 g; FeCls, 0,02 g; CaCl,,
0,04 g; KNO3, 0,60 g; NaMoOy4 - 2 H,0, 0,0002 g; stock de vitaminas, 10 mL; agua
destilada, c.s.p. 1 litro. Stock de vitaminas: HCI de tiamina, 10 mg; pantotenato célcico,

10 mg; biotina, 10 mg; tampén K,HPO4/ KH,PO4 0,05 M pH 7, 100 mL. El stock de

vitaminas se esteriliza por filtracion empleando unidades de filtracion de acetato de

celulosa con un tamafio de poro de 0,20 um (Albet®). Se mantiene congelado a -20°C,
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y se anade al medio una vez estéril tras enfriarlo a una temperatura préoxima a los 50°C.

Para preparar medio solido se debe afiadir agar a una concentracion de 19,4 g/L.

Medio AB para la deteccion de AHLs por Agrobacterium tumefaciens NTL4
PZLR4 (Shaw et al., 1997): Sales AB 20x, 2,5 mL; tampon AB 20x, 2,5 mL; manitol
10%, 1 mL; agua destilada, c.s.p. 50 mL. Sales AB 20x: NH4Cl, 20 g; MgSO4- 7 H,0, 6
g; KCl, 3 g; CaCl,, 0,2 g; FeSO4 - 7 H,0, 50 mg; agua destilada, c.s.p. 1 litro. Tampdn
AB 20x (pH 7): K;HPO4, 60 g; NaH,POy4, 23 g; agua destilada, c.s.p. 1 litro. Para

preparar medio solido se debe anadir agar a una concentracioén de 15 g/L.

Estos medios fueron esterilizados en autoclave a 115 °C durante 30 minutos. El
cultivo de células de Rhizobium leguminosarum, Azospirillum brasilense,
Agrobacterium tumefaciens y Chromobacterium violaceum se llevd a cabo a 28°C, y
cuando se traté de cultivos en medio liquido estos se incubaron con agitacion a 150

r.p.m.
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3.1.3. Antibioticos

La adicion de antibioticos a los medios de cultivo se hizo a partir de soluciones madre
de éstos en agua destilada. Las soluciones madre se esterilizaron mediante unidades de
filtracion de acetato de celulosa con un tamano de poro de 0,20 pum (Albet®) y se
conservaron a -20°C. La excepcion es la tetraciclina, cuya solucion madre se prepard en
etanol al 70% y ademas no fue necesario esterilizarla por filtracion. Este antibiotico se
mantuvo en la oscuridad ya que es fotosensible y se conservo a —20°C. La

concentracion final de los antibidticos en los respectivos medios aparece en la Tabla

3.3.

Tabla 3.3: Concentracion en pg/mL de los antibiéticos empleados para las cepas de Rhizobium
leguminosarum 'y Escherichia coli respectivamente.

Antibiético Concentracion (pg/mL)

R. leguminosarum E. coli
Estreptomicina (Sm) 400 —
Kanamicina (Km) 200 25-50
Ampicilina (Ap) — 200-400
Espectinomicina (Sp) 200 —
Gentamicina (Gm) 10-15 10-15
Tetraciclina (Tc) 5 5

3.1.4. Conservacion de cepas bacterianas

Para la conservacion de cepas bacterianas se emplearon criotubos con glicerol estéril al
20%, a los que se adicionaron suspensiones bacterianas procedentes de cultivos frescos
en medio so6lido. Se mantuvieron almacenados a —80°C, y las cepas de E. coli también
se almacenaron a —20°C. En estas condiciones, los cultivos mantienen la viabilidad

durante periodos de tiempo superiores a un afo.
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3.1.5. Mantenimiento de cepas bacterianas

Las cepas de Rhizobium, Azospirillum, Agrobacterium y Chromobacterium se
mantuvieron mediante resiembras periodicas en placas de medio TY, y las cepas de E.
coli mediante resiembras periddicas en placas de medio LB, estando ambos medios

suplementados con los antibidticos correspondientes cuando fue necesario.

3.1.6. Ensayo de competicion en medio liquido

En primer lugar se inocularon frascos de 10 mL de medio TY con la cepa productora de
bacteriocinas Z25 y sus derivadas (4420, Z25-cinl y Z25-ApORF3) y la cepa sensible a
la bacteriocina (M17 Sp") a partir de cultivos en placa del mismo medio, y se incubaron
a 28°C en un agitador orbital (150 r.p.m.). Al dia siguiente se subcultivaron 500 pL de
cada cultivo a frascos de 10 mL de medio TY, y un dia mas tarde se ajustaron los
cultivos a la misma densidad Optica (DOss50=0,9). A continuacién se inocularon
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio TY con 500 uL de cultivo de las
cepas Z25, 4420, Z25-cinl" y Z25-ApORF3, y después se adicionaron 500 uL de cultivo
de la cepa M17 a todos los matraces anteriores. Estos matraces se incubaron a 28°C con
agitacion (150 r.p.m.) y se tomaron alicuotas de 1 mL a las 12, 24, 36, 48 y 54 horas
para medir la DOssg y hacer recuento de colonias por duplicado en placas de TY con los
antibidticos a los que son resistentes la cepas Z25 y sus derivadas (Sm) y la cepa

sensible a la bacteriocina (Sp).
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3.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.2.1.

coli

Obtencion de ADN plasmidico a partir de cultivos de Escherichia

La obtencion de ADN plasmidico a partir de cultivos de Escherichia coli se llevo a cabo

siguiendo un protocolo basado en el método de la lisis alcalina (Sambrook et al., 1989):

1-

118

Se inocularon 3 mL de medio LB suplementado con los antibidticos
correspondientes con la bacteria que se deseaba analizar, y el cultivo se incubd a
37°C con agitacion (150 r.p.m.) durante toda la noche.

El cultivo se centrifugd en un tubo eppendorf durante 1 minuto a 13000 r.p.m., y
a continuacion se eliminaron todos los restos de sobrenadante mediante el
empleo de micropipeta.

El sedimento resultante se resuspendidé en 100 pL de solucion I estéril
conservada en hielo.

Se adicionaron 200 pL de solucion II y se mezcld suavemente por inversion
manual del tubo seis veces.

Se afiadieron 150 pL de solucion III estéril conservada en hielo, se mezclod por
agitacion fuerte, y se mantuvo en hielo de 5 a 30 minutos.

Se centrifugd a 13000 r.p.m. durante 5 minutos.

El sobrenadante se recogi6 en un tubo eppendorf nuevo y se afiadié un volumen
de fenol-cloroformo equilibrado con tampoén TE. Se mezclé bien y se centrifugd
2 minutos a 13000 r.p.m.

Se recogid la fase superior acuosa en otro tubo nuevo y se afiadié un volumen de

cloroformo. Se mezclo bien y se centrifugd 2 minutos a 13000 r.p.m.
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9- Se recogid la fase superior acuosa en otro tubo nuevo y se precipitdé con un
volumen de isopropanol. Se mezcldé suavemente y se centrifugd 10 minutos a
13000 r.p.m.

10- Se elimino6 el sobrenadante, se lavo el precipitado con 500 uL de etanol al 70%,
y se centrifugd 2 minutos a 13000 r.p.m.

11- El etanol se elimind mediante aspiracion con bomba de vacio y se dejo secar el
precipitado.

12-Una vez seco, se resuspendié en 25-30 uL de tampon TE o agua destilada

estéril.

- Solucioén I: Glucosa 50 mM; Tris HCI pH 8,0 25 mM; EDTA pH 8,0 10 mM.

- Solucioén 1T (extemporanea): SDS 10%, 100 pL; NaOH 2N, 100 pL; agua destilada estéril, 800
puL.

- Solucion III: Acetato potasico 5 M, 60 mL; acido acético glacial, 11,5 mL; agua destilada,
28,5 mL.

- Tampoén TE: Tris HCI pH 8,0 10 mM; EDTA pH 8,0 1 mM.

- Fenol-cloroformo equilibrado con TE: mezclar un volumen de fenol equilibrado con TE

(Sigma®) con un volumen de cloroformo.

3.2.2. Obtencion de ADN total de Rhizobium

La obtencion de ADN total (gendmico) se llevo a cabo siguiendo un protocolo estandar

(J. A. Downie, comunicacion personal):

1- Se cultivo la bacteria en medio TY durante 48 horas a 28°C con agitacion (150

r.p.m.).
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Se subcultivaron 10 mL a 100 mL de medio TP (optimizado para disminuir la
produccion de exopolisacaridos) y se incubd toda la noche a 28°C con agitacion
(150 r.p.m.).

Se lavaron las células dos veces con 5 mL de tampon TE 20-sarcosil 0,1% (Las
centrifugaciones en estos pasos de lavado fueron de 20 minutos a 3000 r.p.m.).
Se lavaron las células dos veces con 5 mL de tampén TE 20.

Las células se resuspendieron en 1 mL de tampdn TE-sacarosa 20%.

Se adicionaron 300 pL de lisozima (5 mg/mL) y 400 uL. de EDTA (0,25 M),y a
continuacion se mezclo.

Se incub6 a 37°C durante 10 minutos.

Se anadieron 2 mL de agua destilada estéril y 200 uL de SDS (10%), y se
mezclo.

Se adicionaron 50 pL. de ARNasa (10 mg/mL) libre de ADNasa.

Se mezcld y se incubd a 37°C durante 15 minutos. En este punto la solucion
debia estar clara.

Se afiadieron 50 pL de proteinasa K (10 mg/mL).

Se mezcld y se incubo a 37°C durante una hora.

El volumen en este paso debe ser 4 mL. Se extrajo con el mismo volumen de
fenol-cloroformo. Se repiti6 hasta que la interfase estuvo clara (Las
centrifugaciones fueron de 15 minutos a 5000 r.p.m.).

Se precipitd el ADN con etanol y se resuspendi6 en 200 uLL de tampén TE (ver
pagina 119).

- Medio TP: Peptona, 0,4 g; extracto de levadura, 0,05 g; triptona, 0,05 g; MgSO, - 7 H,0, 0,02
g; CaCl, - 2 H,0, 0,02 g; agua destilada, c.s.p. 100 mL.
- Tampo6n TE 20: Tris 50 mM; EDTA 20 mM; NaCl 1 M; pH 7.
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3.2.3. Determinacion de la concentracion de ADN

Para determinar la concentracion de ADN se empled el método espectrofotométrico
(Sambrook et al., 1989). Se midi6 la absorbancia a 280, 260 y 230 nm de soluciones de
ADN en agua destilada estéril o TE, usando como blanco agua destilada estéril o TE
respectivamente. Para determinar la pureza de la preparacion (que no esté contaminada
por proteinas, fenol, polisacaridos...) se calculo la relacion Ajq0/Azgz0 que debe ser mayor
o igual que 1,8 y la relacion Ajsp/Azzp que debe ser mayor o igual que 2,2. La
concentracion se calcula respecto al valor estdndar A,¢=1 para soluciones con 50
ug/mL de ADN de cadena doble. También se estimo la concentracion de ADN
comparando la fluorescencia de la preparacion de ADN y de marcadores de
concentracion conocida en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio visualizado
con luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989). Para ello se empled un equipo de analisis
de imagenes Gel Doc 2000 (BIORAD®), equipado con el programa Quantity One
version 4.0.3. (BIORAD®).

3.2.4. Digestion total de ADN con enzimas de restriccion

La digestion total de ADN con enzimas de restriccion se realizd en las condiciones
optimas de temperatura y tampon para cada enzima, siguiendo las recomendaciones del

fabricante (Roche®).

Las digestiones con mas de una enzima se llevaron a cabo simultineamente en el
mismo tampén y a la misma temperatura cuando asi fue posible. En el caso contrario se
realizd primero la digestion con la enzima que requeria el tampon de menor fuerza
ionica, y a continuacion se afiadi6 la segunda enzima con su correspondiente tampon.

Cuando esto tampoco fue posible, se hizo una primera digestiéon con una enzima, y
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posteriormente se dializé esta digestion, depositandola durante 20 minutos sobre un
filtro Millipore® de nitrocelulosa de 0,025 um de tamafo de poro suspendido en 20 mL
de agua bidestilada estéril. Estos filtros tienen una cara hidrofilica y la otra cara

hidrofobica, lo que permite la didlisis de pequefios volimenes sin pérdidas.

3.2.5. Extraccion de ADN con fenol-cloroformo

La purificacion y concentracion de preparaciones de ADN con fenol-cloroformo se
realizé segln la siguiente metodologia basada en un protocolo anterior (Ausubel et al.,

1999):

1- Se anadi6 agua destilada estéril hasta un volumen de 400 uL.

2- Se adiciond un volumen de fenol-cloroformo (ver pagina 119), y se mezclo bien.
3- Se centrifugo6 a 13000 r.p.m. durante 5 minutos.

4- Se recogio la fase superior acuosa en otro tubo.

5- Se afiadieron 40 uL de solucion III (ver pagina 119).

6- Se adicion6 un volumen de isopropanol.

7- Se centrifug6 a 13000 r.p.m. durante 10 minutos.

8- Se seco el precipitado y se resuspendié en 20-30 uL de agua destilada estéril.

3.2.6. Electroforesis

3.2.6.1. Electroforesis de fragmentos de restriccion de ADN, revelado de geles,

fotografia y estimacion del tamafio molecular de dichos fragmentos

Para la separacion de fragmentos de restriccion de ADN se realizo electroforesis

horizontal en geles de agarosa. Estos geles se prepararon en tampon Tris-Borato-EDTA
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(TBE) 1x, el cual también se empled como tampon de electroforesis. La concentracion
de agarosa varia dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar (0,7-1,0%). El
voltaje empleado fue normalmente de 75 V en tanques de electroforesis pequeios, y de
90 V en tanques grandes. Las muestras se mezclaron con tampon de carga a la

concentracion 6x, utilizando una proporcion 1/6 con el volumen de la muestra de ADN.

Los fragmentos de ADN separados en los geles de agarosa se observaron por
tincion de los geles mediante inmersion en una solucion de bromuro de etidio (2 pg/mL)
en tampon TBE durante 20-45 minutos (en funcion del grosor y tamaino del gel), y
posterior visualizacion con luz UV en un transiluminador. Las fotografias se realizaron
con un equipo de andlisis de imagenes Gel Doc 2000 (BIORAD®), equipado con el
programa Quantity One version 4.0.3. (BIORAD®).

La estimacion del tamafio molecular de los fragmentos de restriccion se llevo a
cabo gracias a la relacion logaritmica existente entre el tamafio molecular relativo (Mr)
y la movilidad relativa (Rf) de las moléculas marcadoras de ADN en el gel. Como
marcador de tamafio molecular se empled la escalera de 1 Kb (1 kb ladder, Gibco

BRL® y 1 kb ladder, Bioron GmbH® ).

- TBE 10x: Tris base, 108 g; acido boérico, 55 g; EDTA 0,5 M pH 8,0, 40 mL; agua destilada,
c.s.p. 1 litro.

- Tampon de carga 6x: Azul de bromofenol 0,25%; TBE 6x; glicerol 30%.
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3.2.6.2. Electroforesis para deteccion de plasmidos y megaplasmidos en sistema

horizontal por el método “Back trap”

Se sigui6 el protocolo de electroforesis de Eckhardt (1978) modificado por Wheatcroft
et al. (1990):

1-
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Se cultivaron las bacterias en 10 mL de medio con agitacion (150 r.p.m.) a la
temperatura adecuada durante toda la noche [en el caso de Rhizobium se empled
el medio TP (ver pagina 120), que disminuye la produccién de exopolisacarido,
y la incubacion se realizé a 28°C].

Se prepard un gel de agarosa del 0,75%, se introdujo el tanque de electroforesis
en un bafio de hielo y a continuacion se coloco el gel en el tanque junto con
tampon TBE teniendo cuidado de que éste no cubriera el gel.

Se tomd 1 mL de cultivo ajustado a una DOggy de 0,2 (cuando fue necesario se
hizo una dilucién con solucion salina estéril).

Se centrifugd a 13000 r.p.m. durante 3 minutos a 4°C y se elimino el
sobrenadante.

El sedimento se resuspendié en 500 pL de agua destilada estéril a 4°C con el
vortex y se anadio con cuidado 1 mL de N-lauril sarcosinato sodico al 0,3% a
4°C.

Se centrifugd inmediatamente a 13000 r.p.m. durante 3 minutos a 4°C y se
elimind el sobrenadante.

El sedimento se resuspendi6 en 40 uL de Tris 10 mM - EDTA 10 mM - Ficoll
20% (400.000).

Se agit6d durante 10 segundos en el vortex y se dejo 15 minutos en hielo.
Mientras tanto se cargaron los pocillos del gel con 25 pul. de SDS 10% - Azul

xileno (I mg/mL), y se hizo migrar durante 10-15 minutos a 100 V con la
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polaridad a la inversa de manera que el SDS migrara 1 cm por encima de los
pocillos.

10- Se preparo la solucion de lisis: 25 pL de lisozima extemporanea (10 mg/mL) en
un tubo eppendorf con 230 uL de Tris 10 mM - EDTA 10 mM - ARNasa A (0,4
mg/mL) - Azul de bromofenol (1mg/mL).

11- Se adicionaron 10 pL de solucion de lisis a 40 ul. de cada muestra, se mezcld
tres veces con la micropipeta y se cargaron de inmediato 25 pL en cada pocillo.

12-Se corrié el gel a 4°C durante 1 hora a 40 V para que el SDS regresara
lentamente a los pocillos y a continuacion se subié a 100 V durante 3 horas o
bien se corri6 el gel toda la noche a menor voltaje para obtener una mejor
resolucion.

13- Por ultimo, el gel se tifi6 en una solucién de bromuro de etidio (2 pg/mL) en

TBE y se visualiz6 con luz UV en un transiluminador.

3.2.7. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Tras separar los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa y tefiir el
gel con bromuro de etidio, las bandas de ADN se visualizaron con luz UV en un
transiluminador y las bandas seleccionadas se escindieron del gel con una espatula. Los
fragmentos de ADN se recuperaron de la agarosa mediante el sistema QIAEX® II

(Qiagen®), de acuerdo con el siguiente protocolo:

1- Se colocé la banda escindida del gel en un tubo eppendorf'y se peso6 la muestra.

2- Se anadieron 3 volumenes de tampon QX1® cuando el fragmento de ADN fue
de 100 pb a 4 kb, o 3 volimenes de tampon QXI® y 2 volimenes de agua
destilada estéril cuando fue mayor de 4 kb. El tampén QXI1® contiene altas

concentraciones de agentes caotropicos.
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Se agitd la resina Qiaex II® mediante vortex durante 30 segundos y se
adicionaron 10 pL de la resina al tubo del paso anterior. Se mezclo y se incubd a
50°C hasta conseguir la disolucion de la agarosa (10 minutos), agitando el tubo
cada dos minutos.

Se centrifugd durante 30 segundos a 14000 r.p.m., se elimin6 el sobrenadante
con ayuda de una micropipeta y se resuspendié el precipitado en 500 uL de
tampon QX1®.

Se lavo dos veces el precipitado con 500 uL de tampén PE®, que contiene
etanol para eliminar los agentes caotropicos.

El precipitado se secod a temperatura ambiente evitando una desecacion excesiva.
Se resuspendio el precipitado en 20 pul. de agua destilada estéril y se incub6 a
50°C durante 10 minutos.

Se centrifugd a 14000 r.p.m. durante 30 segundos, se tomo el sobrenadante sin

arrastrar restos de resina y se depositd en un tubo eppendorf nuevo.
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3.2.8. Ligacion en vectores de clonacion de fragmentos de ADN

3.2.8.1. Ligacion en vectores de clonacion

La ligacion entre el vector de clonacion y un fragmento de ADN se realizé empleando

una relacion molecular 1:3 de vector : inserto. En un tubo eppendorf se adicionaron:

- x pL de vector

-y uL de inserto

- 1 uL de ligasa del fago T4 (Promega®)
- 1 pL de tampon de la ligasa (10x)

- Agua destilada estéril, completar hasta los 10 pL.

Se mezcldé todo suavemente y se centrifugd brevemente (aproximadamente 5
segundos) para recoger el contenido en el fondo del tubo. Para los extremos cohesivos
la incubacion fue a 12°C durante toda la noche. Para los extremos romos se incubo a

temperatura ambiente durante un minimo de 4 horas.
3.2.8.2. Generacion de extremos romos a partir de extremos cohesivos

1- En un tubo eppendorf se adicionaron:
- 10 uL de ADN digerido
- 3 uL de tampon de incubacion bajo en sales (tampon L, Roche®)
-4 pL de mezcla de NTPs (0,125 mM de cada desoxirribonucleotido,
Promega®)

- 10,5 puL de agua destilada estéril
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- 2,5 pL de mezcla de enzima: 0,5 uL de enzima de Klenow (Roche®) en 2 pLb
de tampdn de Klenow

2- Se mezcld y se dejo a temperatura ambiente de 10 a 15 minutos. La enzima se
inactivo dejandola 10 minutos en un bafo a 70°C.

3- El ADN se purifico segun el apartado 3.2.5.

- Tampon de Klenow (extemporanea): Tris HCI pH 8, 20 mM; MgCl,, 100 mM.
3.2.8.3. Defosforilacion de ADN lineal

La defosforilacion de ADN lineal consiste en eliminar los grupos fosfato que se
encuentran en el extremo 5’, para evitar que el ADN vector se recircularice al hacer
ligaciones.
a) Para extremos cohesivos:
En un tubo eppendorf se adicionaron:
- x pL de vector digerido
- 1 uL de enzima fosfatasa alcalina CIAP (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase, Promega®)
- 10 pL de tampon CIAP 10x
- Agua destilada estéril c.s.p. 100 uLL
Se mezclo suavemente y se incubd 30 minutos a 37°C. Se afiadio 1 L. de EDTA 0,5
M y se incub6 10 minutos a 70°C (para detener la reaccidn e inactivar la enzima). Se
realizé una extraccion con fenol-cloroformo, se precipitdo el ADN y se resuspendid

en agua destilada estéril.
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b)

Para extremos romos:

Se incubo a 37°C durante 15 minutos y a 56°C durante otros 15 minutos. Se afiadi6

una segunda alicuota de enzima CIAP y se repitieron las dos incubaciones

anteriores. Se anadio 1 pL. de EDTA 0,5 M, se incubd 10 minutos a 70°C y se

continud como se describe en el apartado a).

3.2.9.

Transformacion de células competentes de Escherichia coli

3.2.9.1. Preparacion de células competentes de Escherichia coli con RbCl

Las células competentes de Escherichia coli se prepararon con RbCI segln la técnica

descrita por Hanahan (1983), de acuerdo con el siguiente protocolo:

1-

Se inocul6 un frasco de 10 mL de medio LB con la cepa DHSa de Escherichia
coli y se incub¢ toda la noche a 37°C con agitaciéon (150 r.p.m.).

Al dia siguiente, se subcultivaron 500 pL del cultivo anterior a un matraz con 50
mL de medio LB suplementado con MgSO4 10 mM y se incub6 a 37°C con
agitacion (150 r.p.m.) hasta que el cultivo alcanz6é una DOgy de 0,4-0,6 (fase
logaritmica).

El cultivo se depositdé en un tubo de centrifuga estéril y se mantuvo en hielo
durante 10-15 minutos.

Se centrifugd a 4°C durante 10 minutos a 3000 r.p.m., se elimino el
sobrenadante y se resuspendid suavemente el sedimento en 16 mL de solucion
RF1 estéril preenfriada a 4°C. Se mantuvo en hielo durante 15 minutos.

Se centrifugd a 4°C durante 10 minutos a 3000 r.p.m., se elimind el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 4 mL de solucion RF2 estéril

preenfriada a 4°C. Se mantuvo en hielo durante 15 minutos.

129



Capitulo 3.2. Técnicas de Biologia Molecular

6-
7-

Se repartieron los 4 mL en alicuotas de 200 pL en tubos eppendorf estériles.

Las células competentes se congelaron inmediatamente a -70°C.

- Solucion RF1: RbCl, 2,40 g; MnCl,, 1,98 g; acetato potasico, 0,59 g; CaCl,, 0,30 g; glicerol,

35,63 g; agua destilada, c.s.p. 200 mL. Ajustar el pH a 5,3 con una solucién de acido acético 0,2

M.

- Solucion RF2: MOPS (acido morfolino propanosulfonico) 0,5 M, 2 mL; RbCl, 0,12 g; CaCl,,

1,10 g; glicerol, 11,9 g; agua destilada, c.s.p. 100 mL. Ajustar el pH a 6,8 con una solucion
diluida de NaOH.

Ambeas soluciones se esterilizan por filtracion y se almacenan a 4°C.

3.2.9.2. Transformacion de células competentes de Escherichia coli

La transformacion de las células competentes de Escherichia coli con ADN plasmidico

se llevo a cabo segun el siguiente protocolo (Sambrook y Russell, 2001):

1-
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Se descongelaron las alicuotas de células competentes (conservadas a —80°C)
poniéndolas en un bafio de hielo durante un cuarto de hora.

Se mezclaron de 100 a 250 uL de células competentes con 10 uL. de ADN
plasmidico en un tubo eppendorf estéril y la mezcla se mantuvo en el bafio de
hielo durante 30 minutos.

Se calentd a 42°C durante 2 minutos (heat-shock o choque térmico) y a
continuacion se dejoé otros 10 minutos en el bafo de hielo.

Se afiadi6 medio LB hasta llegar a 1 mL y se depositdé en un tubo de ensayo
estéril. Se incub6 con agitacion (150 r.p.m.) a 37°C durante una hora.

El cultivo se centrifugd a 6000 r.p.m. durante 1 minuto y se elimin6 el

sobrenadante. El sedimento se resuspendi6 en 100 puL de medio LB y se
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extendio en una placa de medio selectivo adecuado. La placa se incub6 a 37°C

durante toda la noche.

- En todos los experimentos se incluyeron controles negativos (células competentes sin afadir
ADN). Asimismo se incluyeron controles positivos (células competentes con una cantidad
conocida de un ADN estandar) cuando fue preciso estimar la competencia.

- Para realizar una seleccion por color blanco/azul (o-complementacion) se deben preparar
placas de los medios correspondientes suplementados con IPTG (20 ug/mL) y X-Gal (40
pg/mL). El compuesto IPTG se disuelve en agua bidestilada y se esteriliza por filtracion, y el

compuesto X-Gal se disuelve en dimetilformamida.

3.2.10. Mutagénesis al azar de Rhizobium con el transposon Tn5

Para realizar la mutagénesis al azar con Tnj se emple6 la cepa S17.1 portadora del
plasmido pSUP2021. Este plasmido es un vector suicida y no puede replicarse en
Rhizobium; lleva el gen de resistencia a la ampicilina y la insercion Tn5 (Km'") que sélo
puede saltar al azar a un punto del genoma de la cepa receptora (Rhizobium). La cepa
S17.1 contiene los genes necesarios para la conjugacion y es resistente a estreptomicina
(hasta 50 pg/mL). Para llevar a cabo la mutagénesis al azar se siguio el siguiente

protocolo (E. J. Bedmar, comunicacion personal):

1- Se cultivo la cepa de Rhizobium durante 48 horas en 20 mL de medio TY liquido
a 28°C con agitacion (150 r.p.m.).

2- Se cultivo la cepa S17.1 pSUP2021 durante 24 horas en 10 mL de medio LB
Km 25 a 37°C con agitacion (150 r.p.m.).

3- Ambos cultivos se centrifugaron durante 30 minutos a 3000 r.p.m. y se

resuspendieron las células en 5 mL de solucidn salina estéril (NaCl 0,9%).
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10-

Los cultivos se lavaron dos veces con solucidn salina estéril para eliminar los
restos de medio de cultivo y de antibidticos.

Se midié la DOggp final de las suspensiones de ambos cultivos lavados y se
ajustaron ambas suspensiones a un valor similar de DO, diluyendo con solucion
salina estéril cuando fue necesario.

Se mezclaron las dos suspensiones en una proporcion 6:1 de Rhizobium : E. coli,
en un volumen final inferior a 500 puL.

Dicha mezcla se depositoé sobre un filtro de nitrocelulosa Millipore® estéril (de
0,45 pm de tamafio de poro) dispuesto en el centro de una placa Petri de medio
TY y se incubd a 28°C durante toda la noche.

El filtro se recogio en un vial que contenia 2 mL de glicerol al 20% estéril y se
lavaron las células de la superficie del filtro. Estas suspensiones en glicerol se
pueden conservar a —20°C.

La suspension en glicerol se diluyd 1/10 y se extendieron de 30 a 50 pL en una
placa de medio minimo Y adicionado de kanamicina a 200 pg/mL. Asi se evito
el crecimiento de E. coli (que es incapaz de desarrollarse en medio minimo) y
seleccionamos Unicamente aquellas células de Rhizobium que contenian la
insercion de Tn5 que le proporcionaba la resistencia a kanamicina.

Por ultimo, se realizaron los tests que fueron necesarios para encontrar las

mutantes en el gen deseado.

3.2.11. Screening para la deteccion de la produccion de bacteriocinas en

Rhizobium

La deteccion de la produccion de bacteriocina se realiza facilmente en medio so6lido

mediante la técnica denominada antagonismo diferido (Rodelas et al., 1998):

132



Material y Métodos

1-
2-

Se cultivaron las bacterias productoras en medio so6lido o liquido.

Las bacterias productoras se sembraron en medio TY solidificado con un 2% de
agar (para observar los halos de inhibicién de la bacteriocina con mayor claridad
ya que restringe la difusion de ésta en el medio) preparado en placas Petri de
vidrio. La siembra se hizo en picadura empleando palillos de dientes estériles y
usando como referencia una plantilla numerada. Se pueden acomodar hasta un
maximo de 32 colonias por placa si se desea visualizar los halos sin que éstos se
solapen.

Las placas se incubaron durante dos o tres dias a 28°C.

Las colonias se inactivaron mediante exposicion a vapores de cloroformo
durante dos horas en una campana de evaporacion. Para esto se colocaron las
placas en posicion invertida y se depositaron 2 mL de cloroformo en cada
tapadera.

Para el revelado fue necesario un cultivo de 24 horas en medio liquido TY de la
cepa indicadora M17 seleccionada en estudios anteriores (Rodelas et al., 1998)
incubada a 28°C con agitacion (150 r.p.m.). Con 0,1 mL de este cultivo se
inocularon tubos de 4 mL de medio TY semisolido (agar al 0,6%) previamente
fundidos y mantenidos en un bafio de agua a 45-50°C. Se agitaron en el vortex y
se virtieron rdpidamente sobre la superficie de las placas previamente
inactivadas. El indculo de la cepa indicadora se estandarizé ajustando la turbidez
al 0,5 de la escala de McFarland.

Las placas reveladas se incubaron durante dos dias a 28°C y se hizo la lectura de
la medida de los halos en torno a las colonias (distancia en mm desde el borde

de la colonia productora al limite del halo de inhibicion).
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3.2.12. Hibridacion ADN-ADN

3.2.12.1. Transferencia de ADN a membranas de nylon (Southern blot)

Se realizd segun la técnica de Southern (1975) de acuerdo con el siguiente protocolo

(Sambrook et al., 1989):

1-
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En primer lugar se realizO una electroforesis de las muestras totalmente
digeridas con las enzimas de restriccion adecuadas, en un gel de agarosa del
0,7%. Se deben incluir controles positivos y negativos aparte de los marcadores.
Se llevo a cabo la tincion del gel en una solucion de bromuro de etidio en TBE y
se hizo una fotografia del mismo con una regla como referencia.

Se sumergi6 el gel en la solucion depurinante durante 15 minutos y se lavo con
agua destilada.

Se sumergi6 el gel en la solucion desnaturalizante durante 35 minutos y se lavo
con agua destilada.

Se sumergio el gel en la solucion neutralizante durante 30 minutos.

A continuaciéon se montd la unidad de transferencia: para ello se coloco un
cristal encima de una bandeja de plastico que contenia 500 mL de tampon SSC
20x y se cubri6 con dos tiras de papel de filtro (previamente humedecidas en
SSC 20x) de manera que sus extremos quedaran sumergidos en la bandeja. A
continuacion se puso el gel boca abajo y la membrana de nylon (previamente
cortada con el mismo tamafo del gel y humedecida en SSC 20x). La membrana
de nylon empleada fue la Hybond-N+ de Amersham Pharmacia Biotech®, la
cual esta cargada positivamente. Se colocd parafilm alrededor del gel y de la
membrana sobre el papel de filtro humedecido y se cubridé con dos hojas de

papel Whatman 3MM (previamente cortadas con el mismo tamaifio del gel y
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humedecidas en SSC 20x), un bloque de al menos 5 cm de servilletas de papel,
otro cristal y un peso de 0,5-1 kg. Por ultimo, se comprobd que el tampon
transferia a través del gel y no por el papel de filtro que habia alrededor y se dejo
transferir toda la noche. En el caso de tratarse de un gel de megaplédsmidos, se
dejo 48 horas.

7- Se desmonto la unidad de transferencia: se retir6 el peso, el cristal, las servilletas
y los papeles, y se cogio la membrana por una esquina con unas pinzas limpias.
La membrana se lavo en SSC 2x durante 5 minutos y se dejo secar sobre papel
de filtro durante una hora a temperatura ambiente. Por ultimo, se introdujo la
membrana en un envoltorio de papel Whatman 3MM y se calentd en un horno a

120°C durante 30 minutos para fijar el ADN a la membrana.

- Solucién depurinante: HCI 250 mM.

- Solucién desnaturalizante: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M.

- Solucidén neutralizante: Tampén Tris/HCI 1,0 M pH 8,0; NaCl 1,5 M.
- Tampon SSC 20x: Citrato sodico 0,3 M; NaCl 3 M.

3.2.12.2. Marcaje de sondas con digoxigenina

El marcaje de las sondas se realizé mediante el sistema no radiactivo comercializado
por Roche® DIG DNA Labeling and Detection Kit. Se partio de 10 ng a 3 ug del ADN
que queriamos emplear como sonda, el cual se desnaturalizd6 a 100°C durante 10
minutos y se enfrio rdpidamente en hielo. Se adicionaron 2 pL del vial 5 del kit (mezcla
de hexanucleotidos), 2 puL del vial 6 del kit (INTP-labeling mixture) y 1 uL del vial 7
del kit (fragmento Klenow de la ADN polimerasa). Se incubd toda la noche a 37°C y se
detuvo la reaccion con 2 pl. de EDTA 0,2 M pH 8,0. Se conservé a —20°C.
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3.2.12.3. Hibridacion ADN-ADN con sondas no radiactivas

La hibridacion ADN-ADN con sondas no radiactivas se llevo a cabo segun el siguiente

protocolo:

136

1-

Prehibridacion: se precalentd el tubo de hibridacion y un frasco con 20 mL de la
solucion de prehibridaciéon en el horno de hibridacion a la temperatura de
hibridacion (42°C cuando la sonda es homologa o 37°C cuando la sonda es
heter6loga). A continuacidn se introdujo la membrana de nylon en el tubo de
hibridacién junto con la solucion de prehibridacion y se dejé en el horno durante
4 horas a 42°C (37°C cuando la sonda es heter6loga).
Hibridacion: se precalentaron 25 mL de la solucion de hibridacion en el horno a
42°C (37°C cuando la sonda es heter6loga). La sonda se desnaturalizé a 100°C
durante 10 minutos, se enfrio rapidamente en hielo y se afiadié a la solucion de
hibridacion. Se retiré la solucién de prehibridacion del tubo y se adiciond
inmediatamente la solucion de hibridacion con la sonda. Se mantuvo a 42°C
durante toda la noche (37°C cuando la sonda es heterologa).
Se retir6 la solucion de hibridacion, se extrajo la membrana y se realizaron los
siguientes lavados:
a. Para sondas homologas (condiciones de alta astringencia):

- 2 veces con SSC 2x + SDS 0,1% durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

-2 veces con SSC 0,1x + SDS 0,1% durante 15 minutos a 68°C.

b. Para sondas heter6logas (condiciones de baja astringencia):
- 2 veces con SSC 2x + SDS 0,1% durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

-2 veces con SSC 1x + SDS 0,1% durante 15 minutos a 55°C.
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4- Se diluy¢ la solucién madre de bloqueo al 10% con tampon 1 para que quedara a
la concentracion de trabajo (solucion de bloqueo al 1%).

5- Se lavo la membrana durante 2 minutos en tampo6n de lavado y se retird el
tampon.

6- Se lavd la membrana durante 30 minutos en 30 mL de la solucion de bloqueo y
se retiro la solucion.

7- Se diluyeron 3 pL del vial 8 del kit (anticuerpo anti-digoxigenina) en 30 mL de
la solucién de bloqueo, se afiadid la membrana y se incub6é 30 minutos. A
continuacion se retiro.

8- La membrana se lavo dos veces durante 15 minutos en tampon de lavado y se
retiro.

9- Se lavo la membrana durante 2 minutos en 20 mL de tamp6n 3 y se retiro.

10- Se adicionaron 10 mL de solucion de color (extemporanea) sobre la membrana y
se incubd en la oscuridad.

11- Se comprobo el revelado cada 5 minutos y para detener la reaccion se anadieron
50 mL de agua bidestilada. Se esperaron unas horas y a continuacion se extrajo
la membrana y se dejé secar sobre papel de filtro. La membrana se almacen6 en

una bolsa de plastico evitando el contacto directo con luz fuerte.

- Solucidn de prehibridacion/hibridacion: SSC 5x; N-lauril sarcosina 0,1%; SDS 0,02%;
formamida desionizada 50%; reactivo de bloqueo 1%.

- Soluciéon madre de bloqueo al 10%: reactivo de bloqueo, 1,2 g; tampén 1, 12 mL.

- Solucidén de bloqueo al 1%: Soluciéon madre de bloqueo al 10%, 6 mL; tampén 1, 54 mL.
- Tampoén 1 (para el reactivo de bloqueo): Acido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M; pH 7.5.

- Tampon de lavado: Tampon 1; Tween 20 0,3%.

- Tampoén 3: Tris/HCI 0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl 50 mM.
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- Solucién de color (extemporanea): Tampon 3, 10 mL; vial 9 del kit [NBT/ BCIP (nitroazul de
tetrazolio/ 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato), reactivo de color del kit], 200 pL.

El agua empleada para hacer los reactivos anteriores es agua bidestilada (calidad MilliQ).

3.2.13. Transferencia de ADN a cepas de Rhizobium leguminosarum bv.

viciae mediante conjugacion triparental

La transferencia de ADN a cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viciae se realizd
mediante conjugacion triparental en medio solido, y se empled como cepa helper o
movilizadora la cepa DHS5a de Escherichia coli con el plasmido pRK2013. Este plasmido
contiene los genes necesarios para la transferencia de pldsmidos por conjugacion. Para
llevar a cabo la conjugacion triparental se mezclaron en una placa de medio TY las cepas
bacterianas receptora (Rhizobium leguminosarum bv. viciae), donadora (Escherichia coli
DH5a con el plasmido a transferir) y movilizadora (Escherichia coli DH5a. con pRK2013)
en una proporcion 2:1:1. Esta mezcla se incub6 a 28°C durante toda la noche y al dia
siguiente se sembré en placas de medio TY suplementado con los antibioticos adecuados
para la seleccion de las transconjugantes. Posteriormente se realizo un aislamiento de las

transconjugantes en placas de TY con los mismos antibidticos.

3.2.14. Recombinacion doble en Rhizobium leguminosarum bv. viciae

En este trabajo se han construido varias mutantes (Z25-rzcC, Z25-ApORF3::Gm, Z25-
cinl') mediante la insercion de un gen de resistencia a la gentamicina (fragmento Smal
de 0,86 kb de pUCGM) en el gen que se deseaba mutar. Como requisito previo era
necesario insertar el gen de resistencia a la gentamicina en el fragmento de ADN diana
previamente clonado en el plasmido pBluescript I KS (-). Posteriormente el fragmento

con el gen de resistencia a la gentamicina insertado se subcloné en pK18mobsacB para
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llevar a cabo una recombinacién doble y conseguir asi una bacteria mutante en el gen de

interés. La recombinacion doble se realizd de acuerdo con una metodologia basada en el

protocolo de Schéfer et al. (1994):

1-

Se cultivaron durante 24 horas con agitacion (150 r.p.m.) la cepa de Rhizobium
que se pretende mutar en 50 mL de medio TY, la cepa DH5a de Escherichia
coli con el plasmido pRK2013 en 50 mL de medio LB, y la cepa DH5a de
Escherichia coli con el plasmido pK18mobsacB con el fragmento clonado en 50
mL de medio LB Km.

Los cultivos se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante 30 minutos y se desecharon
los sobrenadantes.

Los sedimentos se resuspendieron en 5 mL de solucion salina estéril.

Las suspensiones se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 20 minutos y se
desecharon los sobrenadantes.

El sedimento de la cepa de Rhizobium se resuspendio en 500 uL de solucion
salina estéril y las suspensiones de los demads cultivos se ajustaron para que
tuvieran una DOssg similar en 1 mL de solucidn salina estéril.

Se mezclaron las bacterias en proporcion 6:1:1, es decir, se mezclaron 240 pL de
Rhizobium, 40 pL de E. coli con pRK2013 y 40 pL de E. coli con
pK18mobsacB.

Se pusieron 200 pL de la mezcla anterior en un filtro de nitrocelulosa
Millipore® estéril colocado en una placa de medio TY, y se incubd a 28°C
durante toda la noche.

El crecimiento del filtro se recogio en 1 mL de glicerol estéril al 20%.

Se hicieron diluciones 1/10 y 1/100, y se extendieron 50 puL. de cada dilucion en

placas de medio Y Km 200.
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10- Se inocul6 un frasco de 10 mL de medio Y liquido con una colonia aislada de
una de las placas anteriores y se incub6 dos dias con agitacion (150 r.p.m.) a
28°C.

11- Se extendieron 50-100 pL de cultivo en placas de medio Y con sacarosa al 10%.

12- Se picaron las colonias por duplicado en placas de medio Y Gm 15 y medio Y
Km 200 respectivamente. Las colonias que crecieron en Y Gm 15 pero no en Y
Km 200 eran las cepas recombinantes esperadas, las cuales fueron comprobadas

por hibridacién (Southern blof) o bien por PCR cuando asi fue posible.

Para construir la mutante Z25-ApORF3 se tuvo que seguir otra estrategia. En
primer lugar se hizo una delecion Hindlll del plasmido pMAGR35 para obtener el
plasmido pMAGR36. Con esta delecion se elimino la zona promotora del ORF3 y parte
del gen de la integrasa. Posteriormente este fragmento de ADN se subclond6 en el vector
pK18mobsacB y se obtuvo el plasmido pMAGR38, con el que se realizd una

recombinacion doble tal y como se describe a continuacion:

1- Se cultivaron durante 24 horas con agitacion (150 r.p.m.) la cepa Z25-
ApORF3::Gm en 50 mL de medio TY, la cepa DHS5a de Escherichia coli con el
plasmido pRK2013 en 50 mL de medio LB y la cepa DHS5a. de Escherichia coli
con el plasmido pMAGR38 en 50 mL de medio LB Km.

2- Se repitieron los pasos 2-11 del protocolo anterior.

3- Se picaron las colonias por triplicado en placas de medio Y con sacarosa al 10%,
Y Gm 15, ¢ Y Km 200, respectivamente. Las colonias que crecieron en medio Y
con sacarosa al 10%, pero no en Y Gm 15 ni en Y Km 200 eran las cepas

recombinantes esperadas, las cuales fueron comprobadas por PCR.
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3.2.15. Amplificacion de ADN por PCR (reaccion en cadena de la

polimerasa)
La amplificacion de ADN por PCR se empleod con varias finalidades: para amplificar los
genes cinRI, para comprobar mutantes, y para la construccion de varias fusiones

transcripcionales de la cepa Z25 de Rhizobium leguminosarum.

Forman parte de la reaccion de PCR los siguientes componentes:

-ADN mMolde......ooovvvvieeiiiiieiee e 50-100 ng

- Oligonucledtidos ......coevveeeeieeeeiieeiee e 15-20 pmoles

- Taq ADN polimerasa ..........ccccceceeveenerueneenne. 1U

= ANTPS e 200 uM cada uno
= MECLn e 1,5 mM

- TampoOn 10X ....oovviiiiiiiiiieiceeeeeeeee S5uL

Los oligonucleotidos empleados fueron sintetizados por Sigma Genosys®.

Como ADN molde se empled6 ADN aislado o bien el producto de la lisis de
suspensiones celulares, tal y como se describe en Pozo et al. (2002). Se 1is6 una colonia
bacteriana tras afiadir 20 pL de solucion de lisis [NaOH 0,05 M; SDS 0,25% (p/v)] y
hervir la mezcla durante 15 minutos. Se anadieron 200 pL de agua destilada estéril al
lisado y se centrifugd a 10000 g durante 5 minutos. Se tomaron 4 pL del sobrenadante

para emplearlo como ADN molde.
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Cuando se empled6 como ADN molde el producto de una lisis celular, se afiadio
albumina sérica bovina (BSA) (0,2 mg/mL) para contrarrestar el efecto de posibles
inhibidores de la amplificacion. En el caso de partir de ADN molde de baja
concentracion, se adicion6 DMSO al 5% para potenciar la amplificacion gracias a un

aumento de la desnaturalizacion en las zonas ricas en G+C.

Se emplearon diferentes tipos de ADN-polimerasa en funcion del objetivo de la
PCR: Pfu Turbo (Stratagene®), TripleMaster (Eppendorf®), AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems®) y BIOTAQ (Bioline®). La polimerasa Pfu Turbo permite la
amplificacion de fragmentos de ADN de gran tamafio a prueba de errores. Se caracteriza
por llevar el MgCl, incorporado en el tampoén y por crear productos de PCR con los
extremos romos. Cuando se emplea para amplificar fragmentos de gran tamafio se debe
aumentar la concentracion de los dNTPs para evitar que se conviertan en un factor
limitante de la reaccion. La polimerasa Triple Master es una mezcla de polimerasas que
persigue el mismo objetivo que la Pfu Turbo. La diferencia es que los productos de PCR
de esta enzima tienen colas de adenina en los extremos y para clonarlas es
recomendable emplear el vector pGEM®-T (Promega®). La polimerasa AmpliTaq
Gold se caracteriza por ser Hot Start, es decir, para que sea activa necesita un primer

ciclo de desnaturalizacion mas prolongado de lo habitual (de 5-10" a 95°C).

El programa de PCR de manera general consta de varias etapas:

» Desnaturalizacion de 2-3" a 95°C (excepto AmpliTaq Gold)

* 30ciclos de: - Desnaturalizacion de 1'a 95°C
- Annealing de 1’ (a diferente temperatura segun los cebadores)
- Extension a 72°C (el tiempo depende de la longitud del

fragmento a amplificar)
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Extension de 10" a 72°C

Las reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo en el termociclador

GeneAmp PCR System 2400 (PerkinElmer®). En el apartado de resultados se indican

las condiciones optimizadas para cada proceso de amplificacion.

3.2.16. Amplificacion de ADN por PCR inversa

La amplificacion de ADN por PCR inversa permite amplificar zonas de secuencia

desconocida que estén adyacentes a una zona de secuencia conocida (Ochman et al.,

1988). En este caso se ha empleado para la construccion del pldsmido pMAGR40. La

estrategia utilizada const6 de los siguientes pasos:

1-

2-

Se construy6 una sonda correspondiente al extremo de la region de secuencia
conocida y se marco con digoxigenina, como se describe en el apartado 3.2.12.2.
Se realizaron digestiones de ADN genomico con enzimas de restriccion cuyas
dianas especificas se encontraban en la region de secuencia conocida cerca de la
zona correspondiente a la sonda. Los fragmentos de restriccion se separaron
mediante electroforesis y se llevd a cabo una hibridacioén con la sonda marcada.
Se seleccion6 aquella enzima que dio lugar a fragmentos de un tamafio adecuado
para su posterior amplificacion y clonacion.

Se hicieron una serie de diluciones de la digestion del ADN genomico con la
enzima de restriccion seleccionada (1, 1/20, 1/40, 1/80), y se llevaron a cabo
ligaciones con 1 pL de cada una de las diluciones en un volumen total de 10 uL.
Asi se obtuvieron moléculas circulares de ADN por ligacion intramolecular o

religacion.
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4-

Se dializaron las moléculas circulares de ADN durante 15 minutos en agua
bidestilada estéril con filtros de nitrocelulosa de tamafio de poro 0,025um y 13
mm de didmetro (Millipore®).

Se realizé una reaccion de PCR en la que el ADN molde era el producto de las
ligaciones. Los cebadores empleados (PRI1 y PRI2, Tabla 3.4), cuya longitud
fue de 28 pares de bases, se disefiaron a partir de la regiéon de secuencia
conocida en sentido divergente, es decir, orientados hacia el exterior de ésta. Asi
se consiguid un fragmento lineal que contenia parte de la secuencia conocida en
los extremos y la zona adyacente de secuencia desconocida en el centro. Los
parametros de la reaccion de PCR y los componentes de dicha reaccion se

muestran a continuacion:

Programa de PCR: Componentes (ulL):
-95°C2’ - ADN (ligaciones) .......c.ccccueeuue. 10
-30x 95°C 17 - Tampon 10X ..coooveeviiiiniiiiniiens 5
68°C 17 “PRIL..ooiiiieeeeee 0,2
72°C 10’ “PRIZ.cee 0,2
-72°C 10° ~ANTPS .o 2
-PfuTurbo ...coocvvviiiiii, 1
- AgUA® e 31,6

Tras comprobar el tamafio del producto de la anterior PCR por electroforesis en
gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio, se llevo a cabo una segunda PCR
(PCR anidada) en la que el ADN molde era el producto de la primera PCR. La
estrategia de PCR anidada tiene como fin la amplificacion de una cantidad de
ADN que garantice el éxito en la posterior clonacion. Los cebadores de la
segunda PCR (Tabla 3.4) se disefaron a partir de la region de secuencia
conocida en sentido divergente a continuacion de los cebadores de la primera
PCR. Los parametros de la reaccion de PCR y los componentes de dicha

reaccidon se muestran a continuacion:
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Programa de PCR: Componentes (uL):

_95°C 2’ - ADN (1* PCR 1/20) .o 4
230x 95°C 30" - Tuning buffer .........cccccceveueenn. 5
o , =dANTPS o 2

56°C 1
o , SPRIB 0,2

72°C 5
_72°C 107 “PRI4 0,2
- Triple Master .........ccccecueenneeee. 0,5
-Aguat. 38,1

Tabla 3.4: Oligonucleétidos empleados en la PCR inversa.

Oligonucledtido Secuencia

PRI CCACGGCTGTAATAATAGGAGTCGCTCC
PRI2 CTCGACACTGCGCTCAGGAGTCTTGTGG
PRI3 GTTCATGTCCCAGACACC

PRI4 GACCGTTACAACAGCGGT

7- Se realiz6 una electroforesis de la segunda PCR en gel de agarosa, y después de
la tincion con bromuro de etidio se escindi6 la banda de interés y se procedio a
la extraccion del ADN.

8- El fragmento de ADN extraido se clon6 en el vector pGEM®-T (Promega®),

que se caracteriza por poseer un nucleotido de timina en el extremo 3°.

- *. El agua empleada en la PCR es agua bidestilada estéril (calidad MilliQ).
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3.2.17. Secuenciacion de ADN

El ADN plasmidico para secuenciacion se obtuvo con el kit Concert Rapid Plasmid
Miniprep System (Gibco BRL®). La secuenciaciéon de ADN fue llevada a cabo por D.
Antonio Lario, en el Servicio de Secuenciacion del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lopez Neyra (CSIC, Granada). Se obtuvieron las secuencias a partir de
ADN de doble cadena, en un secuenciador automatico Applied Biosystems® ABI 373 y
utilizando el kit ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems®). En las reacciones se emplearon 50-100 ng de ADN molde y 5
pmol de cebador. Las muestras se amplificaron en un termociclador PerkinElmer 9600
(Applied Biosystems®) y posteriormente se filtraron por una columna de Sephadex
G-50 para retirar el exceso de terminadores no incorporados. Las secuencias obtenidas

se visualizaron con el programa de distribucion gratuita Chromas v. 1.45.

Los oligonucledtidos empleados fueron cebadores universales y cebadores
internos de diseno, los cuales fueron sintetizados por Sigma Genosys® y permitieron

completar la lectura de la secuencia.

3.2.18. Tratamiento y analisis de las secuencias

El tratamiento y analisis de las secuencias de ADN y de proteinas se llevo a cabo con el
programa Gene Runner v. 3.05, con el paquete de programas gratuitos EMBOSS
(European Molecular Biology Open Software Suite) v. 2.3.1. (Rice et al., 2000)
disponible en Internet, y con los programas EditSeq v. 3.97 y MapDraw v. 3.12 del
paquete de programas DNAstar. El disefio de los cebadores se realizé con la ayuda del
programa Gene Runner v. 3.05. La busqueda de marcos abiertos de lectura se hizo con

el programa GeneMark (Borodovsky y Mclninch, 1993) disponible en el servidor de
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Internet del EBI (European Bioinformatics Institute). Para la prediccion de regiones
promotoras asi como el posible sitio de inicio de la transcripcidn, se empled el programa

BDGP Neural Network Promoter Prediction (Reese, 2001).

La comparacion de las secuencias con las registradas en las bases de datos se llevo
a cabo con los programas BLAST 2.2.10 [Oct-19-2004] (Altschul et al., 1997) a través
del servidor de Internet del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los
alineamientos de las proteinas se hicieron con el programa CLUSTALX v. 1.83
(Jeanmougin et al., 1998) y los graficos resultantes se realizaron con el editor de
alineamientos GeneDoc v. 2.6.002 (Nicholas et al., 1997). La busqueda de dominios
conservados en las proteinas se realizd con el programa RPS-BLAST 2.2.10 [Oct-19-
2004] (Reverse Position Specific BLAST) a través del servidor de Internet del NCBI. La
base de datos de dominios conservados se denomina CDD (Conserved Domain

Database; Marchler-Bauer et al., 2003).

El programa SOSUI (v. 1.0/10, Mar., 1996) (Mitaku et al., 2002; Mitaku e
Hirokawa, 1999; Hirokawa et al., 1998) se empled para distinguir entre proteinas
solubles y proteinas de membrana a partir de la secuencia de aminoacidos con una
precision mayor de un 99%, y para predecir hélices transmembrana con una precision
de aproximadamente un 97%. Las hélices transmembrana predichas se clasifican en
primarias y secundarias. Las primarias son principalmente hidrofobicas y las
secundarias son anfifilicas. Con el programa SOSUI (Signal) (version beta) y el servidor
SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004) fue posible localizar péptidos sefiales en la secuencia
aminoacidica de las proteinas procariotas. Asimismo con los programas PSORT v. 6.4
(Nakai y Kanehisa, 1991) y PSORTb v. 2.0.4 (Gardy et al., 2005) se llevo a cabo una
prediccion de la posible localizacion de las proteinas. Por otra parte, se hizé un estudio
predictivo de la estructura secundaria consenso de las proteinas (Deleage et al., 1997),

de la presencia de estructuras coiled-coil (2 hélices oo yuxtapuestas) (Lupas et al., 1991)
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y de motivos hélice-vuelta-hélice (HTH) (Dodd y Egan, 1990) mediante el servidor
NPS@ (Network Protein Sequence Analysis) del PBIL (Pdle Biolnformatique
Lyonnais). También se buscaron cremalleras de leucinas (estructura coiled-coil en la
que las dos hélices interaccionan entre si mediante cadenas laterales de leucinas) con el
servidor 2ZIP (Bornberg-Bauer et al., 1998), y repeticiones con el programa Radar
(Rapid Automatic Detection and Alignment of Repeats) (Heger y Holm, 2000)
disponible en el servidor del EBI. En el caso de la proteina codificada por el ORF5 la
busqueda de motivos repetidos se realizd con el programa fuzzpro de EMBOSS. No se
empleo el programa Radar ya que el tamafio de la proteina en la que busca repeticiones

esta limitado a 1000 aminoacidos y el ORFS5 posee mas de 4000 aminoacidos.

Las direcciones web de los programas mencionados anteriormente se pueden

encontrar en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5: Direcciones web de los diferentes programas empleados.

Servidor Programa Direccion web

271P 271P http://2zip.molgen.mpg.de/

BDGP Neural http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html

Network Promoter

Prediction

EBI GeneMark http://www.ebi.ac.uk/genemark/
Radar http://www.ebi.ac.uk/Radar/

EMBOSS fuzzpro http://bioinfo.hku.hk/EMBOSS/

NCBI BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
RPS-BLAST

NPS@ Coiled-coil http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html
HTH
Prediccion de estructura
secundaria consenso

PSORT PSORT http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/
PSORTb

SignalP SignalP http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

SOSUI SOSUI http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0E.html
SOSUI(Signal)
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3.2.19. Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion mediante la

reaccion de extension del cebador (primer extension)

3.2.19.1. Extraccion del ARN total

Se inocul6 un frasco de 10 mL de medio TY Sm con la cepa Z25 a partir de un cultivo
en una placa del mismo medio, y se incubo durante 24 horas a 28°C con agitacién (150
r.p.m.). Posteriormente las células se recogieron por centrifugacion y se extrajo el ARN
total con el kit comercial NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel®), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las muestras se conservaron a -80°C y se comprobaron
alicuotas de 5 pL mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en una cubeta de
electroforesis libre de ARNasa, seguida de tincion con bromuro de etidio y
visualizacién con luz ultravioleta. El tampdn empleado en la electroforesis fue tampon
TAE 1x tratado con dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma®), el cual también se utilizd

para hacer el gel de agarosa al 1% y la solucion de bromuro de etidio DEPC.

La totalidad del agua destilada empleada en el aislamiento de ARN fue tratada
con DEPC (2 pL/mL) durante toda la noche y posteriormente autoclavada dos veces. El
tampon TAE 1x DEPC se obtuvo por dilucién del tampoén TAE 50x DEPC con agua
destilada DEPC. El tampén TAE 50x DEPC se obtuvo tratando el tampon TAE 50x con
DEPC (2 uL/mL) durante toda la noche y autoclavando dos veces.

- TAE 50x: Tris, 242 g; acido acético, 57,1 mL; EDTA 0,5 M, 100 mL; agua destilada, c.s.p. 1
litro. Ajustar el pH a 8,5.
- Solucién de bromuro de etidio DEPC: bromuro de etidio 2 pg/mL, TAE 1x DEPC.
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3.2.19.2. Disefio y marcaje del cebador

En primer lugar se disefid un cebador complementario al ARN mensajero en una zona
proxima al inicio de traduccion del gen de interés y en direccion a la posible region
promotora. Para marcar el oligonucledtido por fosforilacion del extremo 5 con [y-"2P]

ATP se sigui6 el siguiente protocolo:
1- En un tubo eppendorf libre de ARNasa se adicionaron:

- 2 pL de oligonucledtido (20 pmoles totales)

- 5 uL de Forward Reaction Buffer 5x

- 1 uL de polinucleétido quinasa T4 (10U/uL) (Invitrogen®)
- 2,5 uL de [y->*P] ATP (50 uCi totales)

- 9,5 uL de agua destilada DEPC

2- Se incubo a 37 °C durante 1 hora.

3- La enzima se inactivo por calentamiento a 65-70 °C durante 10 minutos.

4- Se introdujo la mezcla en hielo y a continuacion se centrifugd brevemente.

5- La mezcla se filtr6 a través de una columna de Sephadex G-25 mediante
centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 3 minutos. De esta manera se elimin6 el
ATP v-*’P no incorporado.

6- El marcaje se comprobd mediante cuantificacion en un contador de centelleo. El

valor fue superior a 10° cpm/pL.

Se emplearon los oligonucledtidos PEC (5'-CACTTCCGTCGCAATGTTA-3") y
PEA (5'-CATGCGAACGAGCGTATA-3"), ambos sintetizados por Sigma-Genosys®.
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3.2.19.3. Hibridacion y extension reversa a partir del cebador

Hibridacion ARN-cebador

La hibridacion ARN-cebador se realizé segln el siguiente protocolo:

1- En un tubo eppendorf libre de ARNasa se mezclaron 7,5 uLL de ARN total (hasta
un maximo de 10 pg), 0,5 uL de oligonucledtido marcado y 2 pL de agua
destilada DEPC, y se centrifugd brevemente.

2- Se incubo la mezcla a 95 °C durante 5 minutos.

3- Se incubo la mezcla a 65 °C durante 10 minutos.

4- Se dejo enfriar lentamente hasta llegar a los 42 °C.

Reaccion de extension

La reaccion de extension se llevo a cabo segln el siguiente protocolo:

1- A la mezcla anterior se le anadieron:

- 10 pL de tampon 5x

- 1 pL de mezcla de dNTPs (10 mM de cada dNTP)

-2 puL de DTT

- 1 uL de SuperScript II RNase H' transcriptasa reversa (200U/uL) (Invitrogen®)
- 26 pL de agua destilada DEPC

2- Se centrifugd brevemente y se incubd a 42 °C durante 1 hora.
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3- Lareaccion se detuvo afiadiendo 5 pL de acetato sédico 3M pH 5,3 y 150 pL de
etanol absoluto, y se dejo toda la noche precipitando a -20 °C.

4- Se centrifugd 15 minutos a 13000 r.p.m. y se eliminé el sobrenadante.

5- El precipitado se lavé con 150 pL de etanol al 70%.

6- Se centrifugd 15 minutos a 13000 r.p.m., se elimin6 el sobrenadante y se dejo
secar.

7- El precipitado se resuspendio en 5 uL de agua bidestilada estéril y se congelo a

-20°C.

3.2.19.4. Reaccion de secuenciacion

El ADN plasmidico (pMAGRS8) se secuencié empleando el kit comercial T7
Sequencing Kit (USB®), siguiendo las recomendaciones del fabricante y utilizando los
oligonucledtidos anteriormente marcados con [y-P] ATP (Apartado 3.2.19.2). A
continuacion se llevo a cabo una electroforesis de las muestras correspondientes a la
reaccion de secuenciacion y del ADNc obtenido en la reaccion de extension en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 6,5% (p/v) en TBE a 1500 V. Posteriormente el
gel se transfirio a un papel de filtro Whatman 3MM y se sec6 en un sistema de vacio a
65°C durante aproximadamente dos horas. El gel se autorradiografié en una pelicula
Curix RP2 (Agfa®) durante un minimo de 24 horas a -80°C. Para el revelado de la
pelicula se emplearon el revelador y el fijador Agfa®, siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

- Poliacrilamida desnaturalizante (urea 7M) al 6,5% (p/v): Solucion de acrilamida/bis-
acrilamida (37,5:1) al 40% (Sigma®), 9,76 mL; urea, 25,2 g; TBE 10x, 6 mL; agua destilada,
c.s.p. 60 mL. Inmediatamente antes de verter el gel se afiadieron los agentes polimerizantes: 250

uL de persulfato amoénico al 10% (p/v) y 75 uL. de TEMED.
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3.3. ENSAYOS CON PLANTAS

3.3.1.

Inoculacion de plantas de guisante (Pisum sativum cv. Frisson)

con cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viciae.

3.3.1.1. Desinfeccion y pregerminacion de las semillas

La desinfeccion y pregerminacion de las semillas se realiz6 segun el siguiente protocolo

(Rodelas et al., 1999):

1-

Se sumergieron las semillas (aproximadamente unas treinta) en un matraz
Erlenmeyer estéril de 250 mL con 20 mL de etanol al 70% durante 10 segundos.
Se lavaron con agua destilada estéril y se decant6 el agua.

Las semillas se trataron con 10 mL de lejia comercial (solucion de hipoclorito
sodico 1 M) durante 10 minutos.

Se lavaron seis veces con abundante agua destilada estéril.

Se anadieron 25 mL de agua destilada estéril y se dejo toda la noche a 22°C en
un agitador orbital a 50 r.p.m.

Se pusieron de cinco a seis semillas en cada placa de agar-agua (1,5% de agar).
Se dejaron las placas tapadas en la cdmara de cultivo durante dos o tres dias para
que germinaran. También se pueden dejar a temperatura ambiente durante tres

dias al resguardo de la luz.
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3.3.1.2. Solucion nutritiva para el cultivo de las plantas

Se ha empleado la solucion nutritiva de Fahrdeus descrita por Vincent (1970):

Solucién nutritiva de Fahrieus 10x: CaCl, - 2 H,0, 1 g; MgSO4 - 7 H,0, 1,2 g;
KH,PO4, 1 g; Na,HPOy, - 12 H,0, 1 g; citrato férrico, 0,05 g (*); solucion de Gibson, 10
mL (**); agua destilada, 1 litro.

(*) Se prepar6 una solucion de citrato férrico de 1 g/200 mL de agua destilada y se
afiadieron 10 mL a la solucion de Fahrdeus 10x.

(**) Solucion de Gibson (oligoelementos): H;BOs, 2,68 g; MnSOy4 - 4 H,0, 2,03
g; ZnSO4 - 7 Hy0O, 220 mg; CuSO4 - 5 H,0, 80 mg; Na,MoO, - H,O, 80 mg; agua
destilada, 1 litro.

El pH de la solucion de Fahrdeus 1x se ajustd a 6,5-7. A continuacion se esterilizd
en autoclave a 115°C durante 30 minutos. Si es necesario este medio se puede

solidificar con agar al 1% (p/v).

3.3.1.3. Siembra de las plantulas, inoculacion y crecimiento

Cada una de las semillas germinadas se introdujo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
con 200 mL de medio F (solucion de Fahrideus 1x solidificada con agar al 1%). Estos
matraces se cubrieron con bolsas negras para que las raices de las plantulas quedaran
resguardadas de la luz. Se dejaron a temperatura ambiente durante una semana y cuando
los tallos alcanzaron el borde de los matraces estos se extrajeron con cuidado de no
romperlos. Se descartaron las plantulas que resultaron dafiadas durante la manipulacién

y las que ofrecian un desarrollo insuficiente.

154



Material y Métodos

Se inocularon frascos de 10 mL de TY con las bacterias a partir de cultivos en
placa y se incubaron a 28°C con agitacion (150 r.p.m.) durante toda la noche. A
continuacion se subcultivaron 500 uL de estos cultivos a frascos de 10 mL de TY. Al
dia siguiente los cultivos se centrifugaron 30 minutos a 2500 r.p.m., se desecho el
sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 en 10 mL de solucion salina estéril. Se
volvio a repetir esta operacion y se midio la DOssy de cada una de las suspensiones. En
el ensayo de nodulacion se ajustd la DOssp a 0,75 con solucion salina estéril. Se
adiciond 1 mL de cada una de estas suspensiones a frascos con 9 mL de solucidon salina
estéril, de manera que obteniamos una dilucién 1:10. Las plantas se inocularon con 1
mL de estas suspensiones celulares, lo que correspondia a una proporcion de 10°
células/semilla. En el caso del ensayo de competicion se ajustd la DOssy a 0,55 con
solucion salina estéril y el inoculo consistié en una mezcla de dos cepas. Para ello, se
adicion6 1 mL de cada una de las dos suspensiones en cuestion a frascos con 8§ mL de
solucion salina estéril. Las plantas se inocularon con 1 mL de esta mezcla, lo que
correspondia a una proporcion de 10° células/semilla. A continuacién se depositaron las
plantas en una camara de cultivo (Departamento de Fisiologia Vegetal, Facultad de

Ciencias, Universidad de Granada) bajo las siguientes condiciones ambientales:

- Fotoperiodo: 16 h luz/ 8 h oscuridad.

- Temperatura: 25°C dia/ 20°C noche.

- Humedad relativa: 55%-75%.

- Densidad de flujo foténico fotosintético (400-700 nm) de 450 pmol m? s,

proporcionada por una combinacion de lamparas fluorescentes e incandescentes.
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3.3.2. Ensayo de nodulacion

Cada dos dias se determind el nimero de ndédulos que aparecieron en la raiz de las
plantas desde los 4 hasta los 21 dias a partir de la inoculacion con las bacterias. En este
momento se extrajeron las plantas de los matraces y se determind la actividad
nitrogenasa mediante ensayo de ARA (Apartado 3.4.2). Posteriormente se aislaron la
totalidad de los nodulos de cada planta y se desecaron, junto con la raiz y la parte aérea
de cada planta, en un horno a 70°C. A las 72 horas se registrd por separado el peso seco

de cada fraccion.

3.3.3. Ensayo de competicion por la nodulacion

La esterilizaciéon de los nddulos se hizo de acuerdo con un protocolo anteriormente
descrito (Rodelas, 1995). En primer lugar se obtuvieron los nédulos de cada una de las
plantas dos semanas después de la inoculacion y se depositaron en un tubo eppendorf.
Para esterilizarlos se trataron con 1 mL de HgCl, al 0,25% durante 4 minutos. A

continuacion se hicieron cinco lavados con agua destilada estéril.

Con unas pinzas flameadas con alcohol se colocaron los nédulos de uno en uno
en los pocillos de una placa de microtitulacion estéril, en los que anteriormente se
habian adicionado 75 pL de medio TY estéril. Los nddulos se aplastaron
individualmente empleando varillas estériles de punta plana. A continuacion se tomo de
cada uno de los pocillos una gota de medio TY con restos de nddulo y se depositd en
placas con los antibidticos correspondientes (TY Sm y TY Sp). Estas placas se
incubaron a 28°C durante cuatro dias. Por tltimo, se calcul6 el porcentaje de nddulos en

los que se produjo infeccion por cada una de las cepas que competian entre si.
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3.4. TECNICAS ANALITICAS

3.4.1. Determinacion de la actividad 3-galactosidasa

La actividad [B-galactosidasa se determind siguiendo una metodologia basada en
protocolo anteriormente descrito (Miller, 1972). La enzima [-galactosidasa es una
enzima que hidroliza -D-galactosidos. Se puede medir facilmente mediante el uso de
sustratos cromogénicos, sustratos incoloros que al hidrolizarse dan productos
coloreados. Un ejemplo es el orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido u ONPG, que en
presencia de la P-galactosidasa da lugar a galactosa y orfo-nitrofenol. Este ultimo
compuesto es amarillo y se puede medir su absorcion a 420 nm. Si la concentracion de
ONPG es bastante alta, la cantidad de orfo-nitrofenol producida es proporcional a la
cantidad de enzima presente y al tiempo durante el cual la enzima reacciona con el
reactivo ONPG. La reaccion se para al afiadir una solucién de Na,CO; concentrado, que

cambia el pH a 11. La enzima 3-galactosidasa no es activa a este pH.

El célculo de las unidades de actividad P-galactosidasa se lleva a cabo con la

siguiente formula:

Unidades = Ay 2000

DOy, - t(min)- dilucion
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3.4.1.1. Actividad B-galactosidasa en Rhizobium leguminosarum

En primer lugar se inocularon frascos de 10 mL de medio TY Tc con las diferentes

cepas bacterianas y se incubaron a 28°C con agitacion (150 r.p.m.). Al dia siguiente se

subcultivaron 250 pL de cada cultivo a frascos de 10 mL de medio TY Tc, y un dia mas

tarde se subcultivaron 250 uL de estos tltimos cultivos a matraces Erlenmeyer de 250

mL con 25 mL de medio TY Tc. Una vez llegado el momento del ensayo, se sigui6 la

siguiente metodologia:

1-
2
3-
4-
5.
6
7

9-

10-

11-

12-
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Se tomd 1 mL de cultivo y se midi6 la DOggo.

Se adicion6 1,5 mL de cultivo a un tubo eppendorf de 2 mL.

Se centrifugd a 13000 r.p.m. y se retir el sobrenadante.

El sedimento se resuspendié en 500 pL. de tampon Z.

Se centrifugd a 13000 r.p.m. y se retir el sobrenadante.

El sedimento se resuspendid en 2 mL de tampdn Z.

Se tomd 1 mL de la suspension y se midié la DOgoy.

Se afiadieron 2 gotas de cloroformo y 2 gotas de SDS al 0,1% al mililitro
restante para lisar las células y se agito en vortex durante 20 segundos.

Se incubaron los tubos durante 10 minutos a 28°C.

Se puso en marcha el cronometro y dentro del bafio se adicionaron 200 pL de
ONPG (4 mg/mL) a cada tubo a intervalos constantes de 10-15 segundos.

A los 5 minutos se detuvo la reaccion afiadiendo 400 uL de Na,CO; 1,5 M a
cada tubo a intervalos constantes de 10-15 segundos. Si el color aparecid
demasiado répido y es demasiado intenso se diluyd la muestra original en
tampon Z y se repitié desde el paso 8.

Se centrifugd a 13000 r.p.m.
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13- El sobrenadante se depositd en una cubeta de espectrofotdmetro y se midio la
absorbancia a 420 nm.

14- Se calcularon las unidades de actividad -galactosidasa.

- Tampén Z: Na,HPO, - 7 H,0 0,06M; NaH,PO, - H,0 0,04M; KC1 0,01M; MgSO, - 7 H,O
0,001M; B-mercaptoetanol 0,05M. No se debe autoclavar. Ajustar el pH a 7,0.
- ONPG (extemporanea): 4 mg/mL en tampoén fosfato 0,1M, pH 7,0. Proteger de la luz.

3.4.1.2. Actividad B-galactosidasa en Escherichia coli

Para que el ensayo en E. coli fuera comparable con el ensayo en Rhizobium los cultivos
se hicieron en medio TY Tc y se incubaron a 28°C con agitacion (150 r.p.m.). La tnica
diferencia en ralacion a los ensayos con Rhizobium es que se tomaron 750 pL de cultivo

en lugar de 1,5 mL. En este sentido, la formula a aplicar sufrid los siguientes cambios:

A420
DOy, - t(min)-dilucion

Unidades = -4000

3.4.2. Ensayo de actividad reductora de acetileno (ARA) de Rhizobium

leguminosarum bv. viciae en nodulos de guisante

La actividad nitrogenasa de Rhizobium leguminosarum bv. viciae en nddulos de
guisante se midid mediante el ensayo de reduccion de acetileno (Rodelas, 1995) de

acuerdo con la siguiente metodologia:
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Se depositaron las plantas de guisante en hielo.

Se cortaron fragmentos de raiz de unos tres centimetros de longitud que
contuvieran nodulos y se introdujeron en tubos de ensayo de 12 mL conteniendo
en el fondo un trozo de papel de filtro impregnado con 200 uL de solucion de
Fahrédeus (ver pagina 154).

Se cerrd el tubo con un tapén de rosca perforado y sellado con un disco de
silicona, y se sustituy6 el 10% (v/v) de la atmosfera por acetileno (C,H;). El
acetileno se prepar6 de manera extemporanea a partir de carburo calcico y agua.
Los tubos se incubaron en un bafio de agua a 28°C durante 10 minutos,
manteniéndolos en la oscuridad.

Se determiné el contenido de etileno de 500 uL de la atmosfera interior de los
tubos mediante cromatografia de gases.

Se midi6 el volumen exacto de cada tubo llenandolos con agua.

Los nédulos se desecaron en una estufa a 70°C durante tres dias y se pesaron en

una balanza de precision.

Los resultados del ensayo se expresaron como nmoles de etileno/mg peso seco

nodulos-h (ARA especifica) y nmoles de etileno/planta-h (ARA por planta).

En los ensayos de ARA se empled un cromatografo de gases PerkinElmer® 8420,

equipado con un detector de ionizacion de llama de H, y una columna Teknokroma®

(Im x % de pulgada) empaquetada con Poropak®-T (80-100 mesh), conectado a un

integrador computerizado PerkinElmer® LCI-100 para la cuantificacion de las areas

bajo los picos. Como gas portador se utilizo N, a una presién de 0,7 kg/cm®. Las

temperaturas del horno, detector e inyector fueron respectivamente 80°C, 200°C y

200°C. La identificacion de los picos y la cuantificacion de la actividad enzimatica se
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efectuaron mediante rectas de calibrado calculadas a partir de diluciones con un patrén

de C,H4 en aire, de concentracion 135 nmol/mL.

3.5. AHLS

3.5.1. Ensayo en placa para la deteccion de AHLs

3.5.1.1. Ensayo en placa con Chromobacterium violaceum cepa CV026

Es conocido que la bacteria Chromobacterium violaceum controla la produccién de un
pigmento de color violeta denominado violaceina mediante mecanismo de quorum
sensing. La cepa CV026 de Chromobacterium violaceum es una mutante incapaz de
producir su propia AHL por lo que no produce el pigmento, pero que responde a
determinadas moléculas senales exogenas (McClean et al., 1997). Reconoce N-
hexanoil-L-HSL como su sefial propia y es muy sensible a las AHLs estandar de cadena
corta y mediana (4-8 carbonos). Sin embargo, no es sensible a las AHLs de cadena larga
(McClean et al., 1997; Cha et al., 1998). El ensayo en placa con la cepa CV026 de

Chromobacterium violaceum se realiz6 segun la siguiente metodologia:

1- Se inocularon 10 mL de medio medio TY con la cepa CV026 de C. violaceum y
el cultivo se incubd a 28°C durante 24 horas con agitacion (150 r.p.m.). Se
sembraron placas de medio TY con los antibioticos necesarios con las cepas
productoras de AHLs y se incubaron a 28°C durante 24 horas.

2- Al dia siguiente, se subcultivaron 500 pL de cultivo de la cepa CV026 a un
frasco con 10 mL de medio TY y se incubd a 28°C durante 24 horas con
agitacion (150 r.p.m.). Las cepas productoras de AHLs se resembraron en placas

de medio TY sin antibiotico.
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3- Se sembrd con un escobillon estéril una placa de medio TY con la cepa CV026.
A continuacién se depositdé con un palillo de dientes esteril una colonia de las
cepas productoras de AHLs en la placa anterior y se incubd a 28°C durante 24

horas. Alrededor de las cepas productoras se visualizé un halo de color violeta.

3.5.1.2. Ensayo en placa con Agrobacterium tumefaciens NTL4 pZLR4

El plasmido pZLR4 contiene el operdn traCDG con su region promotora y el gen traR
clonados independientemente a partir del plasmido pTiC58 en el vector de amplio rango
de hospedador pBBR1IMCSS5 (Kovach et al., 1995). La actividad indicadora se debe a la
fusion transcripcional del gen traG con el gen lacZ (traG::lacZ) (Cha et al., 1998). La
construccion porta resistencia a ampicilina/carbenicilina y gentamicina. La cepa NTL4
pZLR4 detecta un amplio rango de AHLs y muestra una gran sensibilidad. No es
particularmente sensible a las AHLs de cadena corta incluyendo a N-hexanoil-L-HSL, y
no responde en ningun caso a N-butanoil-L-HSL y N-(3-hidroxi-butanoil)-L-HSL. Por lo
tanto es adecuado usar C. violaceum como indicador complementario pues este sistema
si responde con una sensibilidad razonable a N-butanoil-L-HSL y N-hexanoil-L-HSL.
Asimismo el indicador fra detecta compuestos con caracteristicas cromatograficas
diferentes a las de los estandar, los cuales podrian ser AHLs con cadenas laterales
atipicas o bien compuestos con nuevas estructuras (Cha et al., 1998). El ensayo en placa

con A. tumefaciens NTL4 pZLR4 se llevo a cabo segun el siguiente protocolo:

I- Se inocularon 10 mL de medio AB con Agrobacterium tumefaciens NTL4
pZLR4 y el cultivo se incubd a 28°C durante 24 horas con agitacion (150
r.p.m.). Se sembraron placas de medio TY con los antibidticos necesarios con
las cepas productoras de AHLs y se incubaron a 28°C durante 24 horas.

2- Al dia siguiente, se subcultivaron 500 uL de cultivo de la cepa NTL4 pZLR4 a

un frasco con 10 mL de medio AB y se incub6 a 28°C durante 24 horas con
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3.5.2.

agitacion (150 r.p.m.). Las cepas productoras de AHLs se resembraron en placas
de medio TY sin antibidtico.

Se sembro6 con un escobillon estéril una placa de medio AB con X-Gal con la
cepa NTL4 pZLR4. Con un palillo de dientes estéril se depositd una colonia de
las cepas productoras de AHLs en la placa anterior y se incubd a 28°C durante

24 horas. Alrededor de las cepas productoras se visualizé un halo de color azul.

Extraccion de AHLs

El protocolo de extraccion de AHLs es una modificacion de protocolos anteriormente

descritos (Rodelas et al., 1999; Marketon y Gonzalez, 2002), siguiendo en nuestro caso

la metodologia mostrada a continuacioén:

1-

Se inocularon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de medio TY con las
bacterias, y los cultivos se incubaron a 28°C durante 24 horas con agitacion (150
r.p.m.).

Los cultivos bacterianos se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante una hora.

El sobrenadante se adicioné a un tubo limpio. Cuando el sobrenadante estuvo
turbio, se repitid la centrifugacion.

Se afiadié un volumen de diclorometano y se agitd. Cuando las fases se hubieron
separado se tomo la fase de abajo (fase organica) y se depositdé en un tubo
limpio.

Se concentrd por centrifugacion al vacio durante 1 hora y 15 minutos.

Se resuspendi6 en 1 mL de metanol al 70% y se deposit6é en un tubo eppendorf.
Se concentrd por centrifugacion al vacio durante 50 minutos.

Se resuspendi6 en 50 pL. de metanol al 70%.
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3.5.3. Analisis de los extractos de AHLSs por cromatografia en capa fina

Las acil homoserina lactonas se analizaron por cromatografia en capa fina empleando
como organismo indicador Agrobacterium tumefaciens NTL4 pZLR4 segun el

protocolo (Marketon y Gonzélez, 2002) que se especifica en los siguientes apartados.

3.5.3.1. Cromatografia en capa fina

1- Se aplicaron de 2-4 uL de diluciones 1/3 de los extractos de AHLs de las cepas
725y Z25-cinl y 2 pL de una dilucion 1/10 del extracto de AHLs de la cepa
A34 de R. leguminosarum bv. viciae en una placa de cromatografia en capa fina
de fase reversa Whatman Partisil® LKC,s y se dejoé secar. También se aplicaron
las siguientes AHLs estandar (Fluka®): Cs-HSL (804 pmoles) y Cs-HSL (31,6
pmoles).

2- La placa se introdujo en una cubeta de cromatografia, anteriormente equilibrada
durante 1-2 horas con metanol al 70%, y las AHLs se separaron por capilaridad
utilizando como fase mévil metanol al 70% hasta que el frente alcanz6 la parte
superior de la placa.

3- Se extrajo la placa del tanque y se dejo secar al aire.

3.5.3.2. Deteccion de las AHLs en la placa de cromatografia en capa fina

I- Se subcultivaron 250 pL de un cultivo de 24 horas de Agrobacterium
tumefaciens NTL4 pZLR4 en medio LB Gm (50 pg/mL) a 25 mL de medio
minimo MGM con gentamicina (50 pg/mL), y se incub6 a 30°C con agitacion

(150 r.p.m.) durante 6-8 horas.
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2- Se mezclaron 25 mL de cultivo con un volumen de agar al 1,5% y se adiciond
X-Gal a una concentracion de 80 pug/mL.

3- Se extendio la sobrecapa sobre la placa de cromatografia en capa fina y se
incubo a 30°C durante toda la noche. Las AHLs se detectaron como manchas

azules sobre el fondo blanco.

- Medio MGM: Na,HPO,, 11 g; KH,PO,, 3 g; NaCl, 0,5 g; glutamato, 1 g; manitol, 10 g;
biotina, 1 mg; CaCl,, 27,8 mg; MgSO,, 246 mg; agua destilada, c.s.p. 1 litro.
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Resultados

4.1. OBTENCION DE CEPAS MUTANTES DERIVADAS DE Rhizobium
leguminosarum BV. viciae CEPA 725 NO PRODUCTORAS DE RIZOBIOCINA.
CLONACION Y SECUENCIACION DEL LOCUS/LOCI CODIFICANTE DE LA
PRODUCCION DE RIZOBIOCINA EN EL GENOMA DE Rhizobium
leguminosarum BV. viciae CEPA 725

4.1.1. Mutagénesis al azar

La mutagénesis al azar mediante insercion del transposon Tn5 se realizd por
conjugacion de la cepa Z25 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae con la cepa S17.1
de Escherichia coli portadora del plasmido suicida pSUP2021. Este plasmido posee una
insercion de Tn5 que a su vez contiene el gen de resistencia a la kanamicina. La
conjugacion fue posible gracias a que la cepa S17.1 porta los genes necesarios para la

conjugacion.

El producto de la conjugacion se extendid en placas de medio Y Km 200, pues de
esta manera se evita el crecimiento de colonias de E. coli (que no puede desarrollarse en
medio mineral), y seleccionamos unicamente las transconjugantes de Rhizobium en las
que se haya insertado el transposon Tnj en su genoma confiriéndoles asi resistencia a
kanamicina. De este modo se consiguieron aproximadamente 8.000 cepas mutantes de

la cepa Z25 resistentes a kanamicina.

4.1.2. Screening de las cepas mutantes para la deteccion de fenotipos

Bac

Las cepas mutantes Km' se sembraron en estria en placas de medio Y Km 200, y por

picadura en placas de medio TY con agar al 2 % para hacer el ensayo de produccion de
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bacteriocinas. Tras el screening de las primeras 2.000 cepas, se encontraron 4 cepas
mutantes incapaces de producir bacteriocinas (fenotipo Bac’) y otra mutante que parece
producir bacteriocinas pero de manera reducida (Bac reducida) tal y como vemos en la

Tabla 4.1:

Tabla 4.1: Mutantes de la cepa Z25 con fenotipo Bac™ y Bac reducido.

Bac Bac reducida
225 1626

1827

4420

5025

Ninguna de estas 5 cepas mutantes estaba perjudicada en el crecimiento, y se
comprobo que todas ellas seguian siendo inmunes a la bacteriocina producida por la

cepa silvestre, enfrentdndolas a ésta mediante el ensayo de antagonismo diferido.

En el transcurso del screening se encontraron otras cepas mutantes reducidas en la
produccion de bacteriocinas pero que al mismo tiempo estaban afectadas negativamente

en su crecimiento, por lo que fueron descartadas para estudios posteriores (Figura 4.1).

Figura 4.1: Screening para la deteccion de la
produccion de bacteriocinas. Las flechas nos sefialan
la ausencia de halo de inhibicion en dos de las colonias
analizadas, debido a la falta de produccion de
bacteriocinas. La colonia sefialada por la flecha de la
derecha corresponde a la mutante 1827. La colonia
sefialada por la flecha de la izquierda estaba
perjudicada en su crecimiento por lo que no fue
seleccionada para posteriores estudios.
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4.1.3. Perfil de plasmidos nativos de la cepa Z25 e hibridacion de los

plasmidos de las cepas mutantes con una sonda de Tn5

En primer lugar se llevo a cabo una electroforesis en sistema horizontal por el método
“Back trap” de la cepa Z25, para la deteccion de plasmidos y megaplasmidos. Como
marcadores se emplearon dos cepas con plasmidos de tamafio conocido, como son el
plasmido pRL1JI de la cepa A34 de Rhizobium leguminosarum (8401 pRL1JI)
(Johnston et al., 1978), y los cuatro plasmidos nativos de la cepa Sp7 de Azospirillum
brasilense (Ddbereiner y Pedrosa, 1987). El gel nos llevo a la conclusion de que la cepa
725 posee tres megapldsmidos de aproximadamente 150 MDa, 360 MDa y mas de 370
MDa (Figura 4.2).

A continuacion se realizo la misma electroforesis con la cepa Z25 y cuatro de sus
mutantes (225, 1827, 4420 y 5025) empleando como marcador la cepa A34. Con este
gel se llevo a cabo una hibridacion, utilizando como sonda un fragmento HindlIll de 3,5
kb del transposon Tn5 previamente marcado con digoxigenina. El resultado de esta
hibridacién nos mostré que los genes responsables de la produccion de la bacteriocina

se encuentran en el megaplasmido de 360 MDa en todas las mutantes (Figura 4.3).
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Figura 4.2: Gel de megaplasmidos de la cepa Z25. Se observan
tres megaplasmidos de 150, 360 y mas de 370 MDa. Los
tamaifios de referencia son los previamente publicados para los
plasmidos de las cepas A34 (Johnston et al.,, 1978) y Sp7
(Dobereiner y Pedrosa, 1987) empleadas como estandar.

Figura 4.3: Gel de megaplasmidos de la cepa Z25 y mutantes e hibridacion con la sonda de Tn5. Se
puede ver que en las cuatro mutantes la sonda hibrida con el megapliasmido de 360 MDa.

225
1827
4420
5025
725
A34
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4.1.4. Mapeo de las inserciones del transposon TnS que producen los

fenotipos Bac

En primer lugar se obtuvo el ADN total (ADN gendémico) de la cepa Z25 y de cuatro de
sus mutantes (225, 1827, 4420 y 5025) para realizar un mapeo de la regiéon donde se
localizan las inserciones de TnJ. Para esto se hicieron digestiones del ADN total con las
enzimas EcoRI, BamHI y la combinaciéon de ambas, y posteriormente se realizd una

electroforesis de los fragmentos de restriccion (Figura 4.5).

A continuacion se efectud una hibridacion utilizando la misma sonda de Tn5 del
apartado anterior (Figura 4.5). En las cuatro mutantes la sonda hibrida con una banda
EcoRI de unas 12 kb (después de restar las 5,7 kb que corresponden al transposon TnJ).
Los patrones de hibridacion que nos dieron las digestiones BamHI y EcoRI-BamHI
sirvieron para construir el mapeo provisional de la zona. Se pudo situar el lugar de las 4

inserciones de TnJ5 en una region de aproximadamente 4 kb (Figura 4.4).

5025
1827 225 4420
E S SSS S S E SB B B
| | 1 11 | | | 11 ] 11 |
[ I 1T I I I I I [
MAGRI1
lpMAGRZ L PMAG 1Kb
l pMAGR7
i £ Tn3 l; pMAGR13
Knr PMAGR40
ORF1:Transposasa, ORF2: Integrasa. B: BamHI, E: EcoRI, S: Sacl.

Figura 4.4: Mapa de la region responsable de la expresion de la bacteriocina con las inserciones de
Tn5. Los plasmidos pMAGR1, pMAGR2 y pMAGR?7 se obtuvieron por clonacion de fragmentos
EcoRI-BamHI del genoma de las mutantes 225, 1827 y 4420. El plasmido pMAGR13 se obtuvo por
clonacion de un fragmento Sacl del genoma de la mutante 4420. El plaismido pMAGR40 se
construyd por clonacion de un fragmento Sacl-EcoRI amplificado por PCR inversa.

173



Capitulo 4.1. Clonacion y secuenciacion
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Figura 4.5: Electroforesis de las digestiones del ADN de la cepa Z25 con EcoRI (control negativo) y del ADN de sus mutantes con las
enzimas EcoRl, BamHI y EcoRI-BamHI e hibridacion con la sonda de Tn3. La calle 1 muestra el marcador lambda Hindlll, la calle 2
muestra el marcador escalera de 1 kb, y la letra “p” indica digestion parcial que induce la aparicion de bandas adicionales en la
hibridacion.
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4.1.5. Clonacion de fragmentos de la region donde se produjeron las

inserciones, subclonacion y posterior secuenciacion

A partir de los datos de la hibridacion (Figura 4.5), se vio que era factible clonar
fragmentos EcoRI-BamHI a partir del ADN de las mutantes 225, 1827 y 4420. Para ello
se hicieron digestiones del ADN gendémico de estas mutantes con las enzimas EcoRI-
BamHI y posteriormente se ligaron con el pladsmido pBluescript II KS (-) digerido a su
vez con las mismas enzimas. Cada ligacion se transformo en células competentes de la
cepa DH5a de E. coli y se extendié en placas de medio LB adicionado de kanamicina.
Al cortar el transposén Tn5 con BamHI el gen de resistencia a la kanamicina queda
completo en una de las dos mitades. Las colonias resistentes a dicho antibiotico fueron
seleccionadas y se extrajo su ADN plasmidico mediante la técnica de lisis alcalina. Los
clones se comprobaron mediante digestion con las enzimas EcoRI-BamHI y posterior
electroforesis. Los clones recibieron el nombre de pMAGR1, pMAGR2 y pMAGR7
respectivamente (Figura 4.4). A partir de estos plasmidos se hicieron subclones (ver
Material y Métodos, Tabla de plasmidos), que se emplearon para secuenciar la region

mediante el empleo de los cebadores universal y reverso, y cebadores de disefo.
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Figura 4.6: Electroforesis de digestiones de ADN genémico de la cepa Z25 con distintas enzimas e hibridacién con una
sonda de 0,7 kb de la region de la bacteriocina. La calle 1 muestra el marcador lambda HindlIl y la calle 2 muestra el
marcador escalera de 1 kb.
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Con la anterior estrategia se consiguié secuenciar un fragmento EcoRI de 13,374
kb. El siguiente paso consistid en hacer una hibridacion que proporcionara la
informacion necesaria para clonar una banda adyacente a la banda EcoRI. Para ello se
llevaron a cabo digestiones de ADN gendémico de la cepa Z25 con varias enzimas
(Kpnl, BamHI, Notl, Sacl, Pstl, Sacl/BamHI, Kpnl/BamHI, BamHI/Pst1, Sacl/Notl), y a
continuacion se realizd6 una electroforesis de los fragmentos de restriccion.
Posteriormente se hizo una hibridacion usando como sonda un fragmento Clal/EcoRI de
0,7 kb de la region ya secuenciada del fragmento EcoRI de 13,374 kb (Figura 4.6 y
Figura 4.7). Esta sonda se construyd mediante la digestion del plasmido pMAGR3 con
las enzimas Clal y EcoRI, seguida de una electroforesis en gel de agarosa para escindir
el fragmento y extraer el ADN. Gracias a los resultados de la hibridacién y a los mapeos
anteriores se observo la existencia de una banda Sacl de unas 7 kb que debia abarcar
una zona adyacente a la region ya secuenciada. Por lo tanto, se decidi6 clonar la banda
Sacl a partir del ADN de la mutante 4420 por ligacion con el plasmido pBluescript 11
KS (-) y transformacion en células competentes de la cepa DHS5a de E. coli. Esta banda
Sacl contiene el transposéon TnS completo, por lo que su tamaio es de mas de 12 kb en
vez de 7 kb, y como incluye el gen de resistencia a la kanamicina este se volvio a
emplear para seleccionar los clones en LB Km. Después de extraer el ADN plasmidico
por lisis alcalina y comprobar los clones por digestion y electroforesis en gel de agarosa,
se obtuvo el plasmido pMAGR13. A partir de este plasmido se construyeron subclones
para secuenciar esta zona con los cebadores universal y reverso, y cebadores de disefio

(ver Material y Métodos, Figura 3.1).
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Figura 4.7: Mapa de la region responsable de la expresion de la bacteriocina en el que se puede ver

la sonda empleada en la hibridacion que dio la informacion necesaria para clonar la banda Sacl
adyacente a la banda EcoRI.
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Figura 4.8: Electroforesis de digestiones de ADN genoémico de la cepa Z25 con distintas enzimas e hibridacion con una sonda de 5,4
kb de la region de la bacteriocina. La calle 1 muestra el marcador lambda HindIIl y la calle 2 muestra el marcador escalera de 1 kb.
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Por ultimo, para clonar una banda adyacente a la banda Sac/ de 6,542 kb se tuvo
que recurrir a una estrategia de PCR inversa. Se emple6 como sonda un fragmento
EcoRl1/Sacl de 5,4 kb de la region de la bacteriocina marcado con digoxigenina (Figura
4.9). La sonda se construyé mediante la digestion del plasmido pMAGRI1S5 con las
enzimas EcoRI y Sacl, seguida de una electroforesis en gel de agarosa para escindir la
banda y extraer el ADN, y posterior marcaje con digoxigenina. Se realizaron
digestiones de ADN gendémico de la cepa Z25 con las enzimas Apal, Hindlll,
Hindlll/EcoR1, EcoRl, Sphl, Xbal y Xhol, y se hizo una electroforesis en gel de agarosa
de los fragmentos de restriccion. A continuacion se realiz6 una hibridacion utilizando la
sonda anteriormente mencionada (Figura 4.8). A partir de los datos de esta hibridacion y
de mapeos anteriores se observo la existencia de una banda de hibridacion EcoRI de
11,5 kb que debia abarcar una zona de unas 7 kb adyacente al fragmento Sacl ya
secuenciado. Por lo tanto, se selecciono este fragmento de restriccion EcoRI para llevar
a cabo la amplificacion por PCR inversa, segun el protocolo descrito en el apartado de

Material y Métodos.

Se emplearon como cebadores los oligonucle6tidos PRI1 y PRI2 en la primera
PCR vy los oligonucleotidos PRI3 y PRI4 en la segunda PCR (Figura 4.10). El producto
de la segunda PCR se ligd con el vector pGEM®-T, la ligacion se transformoé en células
competentes de la cepa DHS5a de E. coli y se extendid en una placa de medio LB Ap
con X-Gal e IPTG. El ADN plasmidico de los clones resultantes se extrajo por lisis
alcalina, se digirid6 con enzimas de restriccion y se hizo una electroforesis en gel de
agarosa para comprobar los clones en funcion del tamafo. El clon correcto recibio el
nombre de pMAGR40. A partir de €l se hicieron subclones para secuenciar la banda

Sacl/EcoRI con los cebadores universal y reverso, y con cebadores de disefio.
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Figura 4.9: Estrategia de amplificacion de la banda Sacl/EcoRI por PCR inversa. Se puede ver la
sonda EcoRl/Sacl empleada en la hibridacién que dio la informacién necesaria para llevar a cabo
la PCR inversa. En el caso de la enzima Sacl solo se han indicado las dianas de interés.
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Figura 4.10: Electroforesis de los productos amplificados en la primera PCR con los cebadores
PRI1 y PRI2 (A) y de los productos amplificados en la segunda PCR con los cebadores PRI3 y PRI4
(B). M: marcador de 1 kb; 1: control negativo (sin ADN molde); 2-5: productos amplificados por
PCR empleando como ADN molde las religaciones de las diluciones 1, 1/20, 1/40 y 1/80 de las
digestiones EcoRI del ADN genémico de la cepa Z25, 6: producto amplificado por PCR empleando
como ADN molde el producto de la primera PCR correspondiente a la calle 3.
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4.2. ANALISIS PREDICTIVO DE LA REGION SECUENCIADA

4.2.1. Analisis predictivo de la secuencia y caracterizacion de los posibles

marcos abiertos de lectura

La secuencia de la region responsable de la expresion de la bacteriocina tuvo una
longitud total de 24,990 kb (Figura 4.11) con un porcentaje de G+C de 57,77%. Al
analizarla se observo la existencia de ocho posibles ORFs (marcos abiertos de lectura)
(Tabla 4.2). Los dos primeros se transcriben desde la hebra complementaria, al contrario
que el resto de los ORFs. El ORF de mayor longitud es donde se localizan las cuatro
inserciones de Tn5 (ORFS). En la region que se encuentra en 5° con respecto al ORF4

se encontraron tres secuencias palindromicas imperfectas solapadas (Figura 4.12).

Tabla 4.2: Posibles ORFs encontrados. Se indica la posicion en la secuencia, el tamafio en pares de
bases, el porcentaje de G+C y la hebra en la que se encuentra cada uno (+ directa, -
complementaria).

ORF Posicion Tamaiio (pb) G+C (%) Hebra
ORF1 3460-2285 1176 62,33 -
ORF2 4334-3474 861 60,98 -
ORF3 4906-5289 384 60,16 +
ORF4 5920-6489 570 54,74 +
ORF5 6990-19994 13005 57,80 +
ORF6 20049-21764 1716 61,13 +
ORF7 21761-23071 1311 58,89 +
ORF8 23077-24243 1167 55,70 +
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Figura 4.11: Secuencia de nucleétidos de la region responsable de la expresion de bacteriocina en
Rhizobium leguminosarum bv. viciae cepa Z25. Se han indicado los siguientes genes: transposasa en
color azul, integrasa en color celeste, ORF3 en color verde, rzcC en color naranja, rzcA en color
rojo, rzeD en color fucsia, y rzcF en color violeta. Los codones de inicio de
traduccién se muestran en subrayado continuo, los codones de terminacion en negrita, y los

transcripcion (+1) de ORF3, rzeC y rzcA segun el programa BDGP Neural Network Promoter
Prediction se han indicado en negrita y con sombreado gris.

GAATTCCTCATGGAGGATCTCGAGAACTCGTCCGAGTTCTCGCTGTTTGCGAAGAGGCATATGGTTGAGGGATGATTTCA 80
CTTAAGGAGTACCTCCTAGAGCTCTTGAGCAGGCTCAAGAGCGACAAACGCTTCTCCGTATACCAACTCCCTACTAAAGT 80

TCTTGGAGAGCAATGATCGTAGGCGGCTTGAAATGATTTTGAAAAAGTCAGGCACTTGGCCTGATTCTACACTGGTTGCC 160
AGAACCTCTCGTTACTAGCATCCGCCGAACTTTACTAAAACTTTTTCAGTCCGTGAACCGGACTAAGATGTGACCAACGG 160

CTAAACCACAAATCGTAAATTGGCTGATGATCCGTCCTCAATAAAGGAGGCCGAGACTTGACCTTTCCTTCGTAGTGGGT 240
GATTTGGTGTTTAGCATTTAACCGACTACTAGGCAGGAGTTATTTCCTCCGGCTCTGAACTGGAAAGGAAGCATCACCCA 240

CGGCAATTTTGTCATCGCGATGCAGACGCAGGTCGACAAAATACGATCGAAGATTACGTCCAAATGATTGGTGTAAGGGG 320
GCCGTTAAAACAGTAGCGCTACGTCTGCGTCCAGCTGTTTTATGCTAGCTTCTAATGCAGGTTTACTAACCACATTCCCC 320

CGGTTGGTGGTTAGGAAGACGCCTTCCGCTGATGGCAACGAACCCGTGGGGGGGGGCCGCGGCCAAGATGAAGGCCCTGG 400
GCCAACCACCAATCCTTCTGCGGAAGGCGACTACCGTTGCTTGGGCACCCCCCCCCGGCGCCGGTTCTACTTCCGGGACC 400

GGCGGCCGCTCATGACAAGGCTGACACCTTGGCCTAGCCGCCGGCCACGATAGGGGAACAATTGTGCTGTGCTTGGTTCA 480
CCGCCGGCGAGTACTGTTCCGACTGTGGAACCGGATCGGCGGCCGGTGCTATCCCCTTGTTAACACGACACGAACCAAGT 480

AGCTGGGCCATAAACGCTTCGCAACTCCATTGCCGTCGATTAATCGAATCCACCCGCGATGAGCCGCCAATGGTCCCGTT 560
TCGACCCGGTATTTGCGAAGCGTTGAGGTAACGGCAGCTAATTAGCTTAGGTGGGCGCTACTCGGCGGTTACCAGGGCAA 560

GGGATTAAAAATTGAAAATAGGCGGCATTTGACAGATCCGAGTGGCCAGAGCTGCTGACCTTGCCCCCAAGTTTTATCCA 640
CCCTAATTTTTAACTTTTATCCGCCGTAAACTGTCTAGGCTCACCGGTCTCGACGACTGGAACGGGGGTTCAAAATAGGT 640

GTTTTGAGTTCTCTCCAGCGGTTTTTGAGTGCTCCCCGATTTTGGGCTAGCGGGAGCTGGAATTTTCCGGGGTTTTGGCT 720
CAAAACTCAAGAGAGGTCGCCAAAAACTCACGAGGGGCTAAAACCCGATCGCCCTCGACCTTAAAAGGCCCCARAAACCGA 720

CAGTTCGGCGGGGGTGCCGATGAGCCGTTCATAAGCGAAATCGGCACCTTGTTGCCGATGGCGCTATGTGGCCGGAACTC 800
GTCAAGCCGCCCCCACGGCTACTCGGCAAGTATTCGCTTTAGCCGTGGAACAACGGCTACCGCGATACACCGGCCTTGAG 800

GTTATACAACACGACGACAGAACACCCACAGGACGGAGGTTCGTGAGCTTTTATATCCGTGGCATCCTTGGTGCGGTCAG 880
CAATATGTTGTGCTGCTGTCTTGTGGGTGTCCTGCCTCCAAGCACTCGAAAATATAGGCACCGTAGGAACCACGCCAGTC 880

CTCGTGCATGTCCATGATGCGCTGGCCAAAGGTATGGACATTTTCCGCTGCAGCCTATCTGGTGCTTCTTCTGATCGGCT 960
GAGCACGTACAGGTACTACGCGACCGGTTTCCATACCTGTAAAAGGCGACGTCGGATAGACCACGAAGAAGACTAGCCGA 960

TTTTGAAGTCCCATCATGGATGTTCGACCGTTCCGTGAGCGGATATTGGCGCAGCCTGCCAGTTCCGCATGTCGATCTCG 1040
AAAACTTCAGGGTAGTACCTACAAGCTGGCAAGGCACTCGCCTATAACCGCGTCGGACGGTCAAGGCGTACAGCTAGAGC 1040

CGAGCCTGCATGCTTTGGCAAAGTTACTGAAAGACGCCGACGCCTCATCGCAATCTGCGGTAATGGGCGCAGCATTGGTC 1120
GCTCGGACGTACGAAACCGTTTCAATGACTTTCTGCGGCTGCGGAGTAGCGTTAGACGCCATTACCCGCGTCGTAACCAG 1120

TCTCACGAAACGAGTCGGAGAGATGTCCATGCCTCGCCAGTCCATGACATGCCAGTTCGATCTGTTTTCGGCTCCGCAGA 1200
AGAGTGCTTTGCTCAGCCTCTCTACAGGTACGGAGCGGTCAGGTACTGTACGGTCAAGCTAGACAAAAGCCGAGGCGTCT 1200

GGGGATGACCGCAGGCATGCCACAATGGCCGGAGTTGCCGGAGGAAACCCGCCAGGCGCTGACGGTTCTCATCGTGCGGC 1280
CCCCTACTGGCGTCCGTACGGTGTTACCGGCCTCAACGGCCTCCTTTGGGCGGTCCGCGACTGCCAAGAGTAGCACGCCG 1280
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TGTTCGTCGATCACGCAAACTGCGAGCGCACCTCCCAGCAGAAGGAGGCCGGTCATGATGCATGAGAAGATCGGGCCGCA 1360
ACAAGCAGCTAGTGCGTTTGACGCTCGCGTGGAGGGTCGTCTTCCTCCGGCCAGTACTACGTACTCTTCTAGCCCGGCGT 1360

CCATCTGGAGCGGAAGGCTATTCTCTATGTTCGGCAGTCCTCGGCTCACCAGGTTCTGCACAATCGCGAAAGCAGTACCC 1440
GGTAGACCTCGCCTTCCGATAAGAGATACAAGCCGTCAGGAGCCGAGTGGTCCAAGACGTGTTAGCGCTTTCGTCATGGG 1440

TTCAATACGCCATGCGCGATCGCCTGACAGCACTTGGTTGGTCGCGCATTGAGACGGTGGATGACGATCTTGGTCGTTCG 1520
AAGTTATGCGGTACGCGCTAGCGGACTGTCGTGAACCAACCAGCGCGTAACTCTGCCACCTACTGCTAGAACCAGCAAGC 1520

GCCGCCGGTGGTGTAACCCGCGCTGGTTTTGACCGGATGGTCGCCGAGGTCTGCCTTGGCAAGGTGGGGGCGGTAGCGGL 1600
CGGCGGCCACCACATTGGGCGCGACCAAAACTGGCCTACCAGCGGCTCCAGACGGAACCGTTCCACCCCCGCCATCGCCG 1600

ACGCGAGGTATCGCGTTTTGCCCGCAACAGCCGCGATTGGCAGCAGCTCATCGAGATGTGCCGCGTCGTTGATACCGTTC 1680
TGCGCTCCATAGCGCAAAACGGGCGTTGTCGGCGCTAACCGTCGTCGAGTAGCTCTACACGGCGCAGCAACTATGGCAAG 1680

TGATCGATCAGGAAGCGGTCTACGCACCACGCCAGGGCGATGACCGGCTGCTCTTGGGCCTGAAGGGCAGCCTCAACGAG 1760
ACTAGCTAGTCCTTCGCCAGATGCGTGGTGCGGTCCCGCTACTGGCCGACGAGAACCCGGACTTCCCGTCGGAGTTGCTC 1760

TATGAGCTCGATCTCTTACGTCAGCGTTCCCTTTCCTCGCCAAACCGTAAGAAGCCCTTCCACTGCGCGCGATGTCCCGA 1840
ATACTCGAGCTAGAGAATGCAGTCGCAAGGGAAAGGAGCGGTTTGGCATTCTTCGGGAAGGTGACGCGCGCTACAGGGCT 1840

TGCCATGGACGCATCCTCCGAATCACTAAGTCGCGACTCAAAGACGTGCGAAGGTGATTCGTTCCGACTCGAAACGAATC 1920
ACGGTACCTGCGTAGGAGGCTTAGTGATTCAGCGCTGAGTTTCTGCACGCTTCCACTAAGCAAGGCTGAGCTTTGCTTAG 1920

ATTTTTCAATTATGGAATCTGGAGGGTTCTGTAGCCCGTTCGCTATGCGTGCGGCATTCACTGATCGGACCTCATTGAAG 2000
TAAAAAGTTAATACCTTAGACCTCCCAAGACATCGGGCAAGCGATACGCACGCCGTAAGTGACTAGCCTGGAGTAACTTC 2000

CCGGATTGAGCGAAGGCGCGGGTTGTTTGGCGCTATGGGGATTTAGTCGAAGCGGTGGATGGCGTTTGGCAGAATCGAGC 2080
GGCCTAACTCGCTTCCGCGCCCAACAARACCGCGATACCCCTAAATCAGCTTCGCCACCTACCGCARACCGTCTTAGCTCG 2080

CTTGCCGGAGCACCTGGACAGGTCTGGAAGGAGATTCTTGCCGGTATGCGGTGTCTTTGACGCTCCTGTCGGCTGGTTTG 2160
GAACGGCCTCGTGGACCTGTCCAGACCTTCCTCTAAGAACGGCCATACGCCACAGAAACTGCGAGGACAGCCGACCAAAC 2160

CATCGGCCGACCCCTTGGTTCTGTGGCGGTTTACGTCGCTCAGGCACGCATTGGCCAAAACACTCGCCTCGCGGCTCCCG 2240
GTAGCCGGCTGGGGAACCAAGACACCGCCAAATGCAGCGAGTCCGTGCGTAACCGGTTTTGTGAGCGGAGCGCCGAGGGL 2240

GCATGCCGACGCTGATCGTTGCAATGATGCTGCGCGTGATATGATCATGAACTGTCTTTCCATGCTGGCCGGCGTACCGG 2320
CGTACGGCTGCGACTAGCAACGTTACTACGACGCGCACTATACTAGTACTTGACAGAAAGGTACGACCGGCCGCATGGCC 2320

CTGGAGCGGGGTCCATGCGCCGATGATTGTCATGGCTCCGCCACAACAGGGACAGCGATGCGCCAAGGGTGGTGGCTTTG 2400
GACCTCGCCCCAGGTACGCGGCTACTAACAGTACCGAGGCGGTGTTGTCCCTGTCGCTACGCGGTTCCCACCACCGAAAC 2400

CGTCCGGTTCTTCGACCGGGTGTTCCGGCGGCGGGACGTCGAGCAGGCTTCGGCACAGATCCAGCTTCAGTTGCCGATGG 2480
GCAGGCCAAGAAGCTGGCCCACAAGGCCGCCGCCCTGCAGCTCGTCCGAAGCCGTGTCTAGGTCGAAGTCAACGGCTACC 2480

CCATTGGCAAGCAAGCCGAAGTGACGAATGCGGTGGAAGCCGTCCGGAACGGTGTGAAGCAGGAAACGGCGGATGAACTC 2560
GGTAACCGTTCGTTCGGCTTCACTGCTTACGCCACCTTCGGCAGGCCTTGCCACACTTCGTCCTTTGCCGCCTACTTGAG 2560

GTGGGCATCAAGCGTCATTACCTTTTGCCTGCCGCCCGTTCGATAATCCTTCCATCGGAATGTGACGCGATCGCCATCGA 2640
CACCCGTAGTTCGCAGTAATGGAAAACGGACGGCGGGCAAGCTATTAGGAAGGTAGCCTTACACTGCGCTAGCGGTAGCT 2640

TGCTGACGAGGCGGGAATTGGAGATGGCAATGCGATGGGTATAGCGCCCGAGATAGGCCAGCACCTGTTCGGGTCCGGCA 2720
ACGACTGCTCCGCCCTTAACCTCTACCGTTACGCTACCCATATCGCGGGCTCTATCCGGTCGTGGACAAGCCCAGGCCGT 2720

ATGGCGGCTTGGCGTAGACCACCCAGTCGACACGCCGCGCTTCTTTGACGATGCGATTGAACGCGGCCGGATCGGCCAGG 2800
TACCGCCGAACCGCATCTGGTGGGTCAGCTGTGCGGCGCGAAGAAACTGCTACGCTAACTTGCGCCGGCCTAGCCGGTCC 2800

CCGGCGATATCGCCAAACAACCGAAGCTGGCCCAGGTCGTAGGCCTGCTTCAGCTCTTCGAGARACAGCCGCCGGAACAG 2880
GGCCGCTATAGCGGTTTGTTGGCTTCGACCGGGTCCAGCATCCGGACGAAGTCGAGAAGCTCTTTGTCGGCGGCCTTGTC 2880

GCGTGACAGAACCCGGCACGGGCAGGAAGAAGTTTGCCCGGCAGGCAACCCAGCGGGACTGGTCGGCCGACAATCCGCCG 2960
CGCACTGTCTTGGGCCGTGCCCGTCCTTCTTCAAACGGGCCGTCCGTTGGGTCGCCCTGACCAGCCGGCTGTTAGGCGGC 2960
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CCCGGCACGGTGCAATGGATATGCGGGTGATAATGGAGCGTCTGGCCCCAGGAGTGCAACACCGCGATGAAGCCAATCTC
GGGCCGTGCCACGTTACCTATACGCCCACTATTACCTCGCAGACCGGGGTCCTCACGTTGTGGCGCTACTTCGGTTAGAG

TGCACCCAGATGCTTGGGATCGGCAGCAAGCCTGCGCAGCGTCTCGGCGACAGCGCGAAAGAGGATCGTGTAAACGGCAT
ACGTGGGTCTACGAACCCTAGCCGTCGTTCGGACGCGTCGCAGAGCCGCTGTCGCGCTTTCTCCTAGCACATTTGCCGTA

TTTTGTTCTGGAAGGCGATTGCGGCGATCTGCTGCGGTAGGGTGAAAACCACGTGGAAATAGCCGACCGGCAGAAGGTCG
AAAACAAGACCTTCCGCTAACGCCGCTAGACGACGCCATCCCACTTTTGGTGCACCTTTATCGGCTGGCCGTCTTCCAGC

GCCTGCCGGGCAGCAAGCCAGTCACGGCTCGCCTGTCCCTGGCACTTCGGGCAATGCCGGTTGCGGCAGGAATTATAGGC
CGGACGGCCCGTCGTTCGGTCAGTGCCGAGCGGACAGGGACCGTGAAGCCCGTTACGGCCAACGCCGTCCTTAATATCCG

GATGCGGAACGCCGCGCAGTCCTGACATTGCTGGACATGCCCGCCCAGGCGAGCGGTCCGGCACATCTCGACCGCACTCA
CTACGCCTTGCGGCGCGTCAGGACTGTAACGACCTGTACGGGCGGGTCCGCTCGCCAGGCCGTGTAGAGCTGGCGTGAGT

TGACCCGGCGTTCGACACGCCCGAGATGAGCGTCGTGTGTTTGGCGATATCTTTCCCCGTGGCGGCGAAAAATGTCCGCC
ACTGGGCCGCAAGCTGTGCGGGCTCTACTCGCAGCACACAAACCGCTATAGAAAGGGGCACCGCCGCTTTTTACAGGCGG

ACCTGCAGTCCCGCCGCCATAGCGAAGCTATGCTCAGCCTGGCGGCACCACCTCTAGCGTCAGCCGGTCGAGCGGGCTGG
TGGACGTCAGGGCGGCGGTATCGCTTCGATACGAGTCGGACCGCCGTGGTGGAGATCGCAGTCGGCCAGCTCGCCCGACC
<- Transposasa
TCGTGCTGCGGATCAGCGTATTGGAAACCTTCGTGTAGCGTGCCGTGGTGGACAGATTGTTGTGGCCGAGCAAAACCTGA
AGCACGACGCCTAGTCGCATAACCTTTGGAAGCACATCGCACGGCACCACCTGTCTAACAACACCGGCTCGTTTTGGACT

ATGATGCGGATGTCGGTTCCGCTTTCCAGAAGATGGGTGGCAAAGCTGTGACGCAGCGTATGTACCGTCCCCCTTTTGTC
TACTACGCCTACAGCCAAGGCGAAAGGTCTTCTACCCACCGTTTCGACACTGCGTCGCATACATGGCAGGGGGAAAACAG

GATGCCGGCAGCAGGGCACGCCGAACGGCAGGCAGAAGACAGAACCTGGACGTCAATGGGCTTGGTCTCGTCCCGGCCCG
CTACGGCCGTCGTCCCGTGCGGCTTGCCGTCCGTCTTCTGTCTTGGACCTGCAGTTACCCGAACCAGAGCAGGGCCGGGC

GGAACAGCCAGACCTCGGGTCTCGCCAGCCGCCAATAGACCCGCAGGATCGCGAGCAACTGCGCTGACAGCATGACGTTG
CCTTGTCGGTCTGGAGCCCAGAGCGGTCGGCGGTTATCTGGGCGTCCTAGCGCTCGTTGACGCGACTGTCGTACTGCAAC

CGATCCTTTCCGCCCTTGCCATGCTCGACGCGGATGATGCCGCGCTCGCCATCAATGTCGCGGACCCTGAGATGGACAGC
GCTAGGAAAGGCGGGAACGGTACGAGCTGCGCCTACTACGGCGCGAGCGGTAGTTACAGCGCCTGGGACTCTACCTGTCG

TTCCGAGGCGCGCAGCCCCGCCGCATAAGCTGTCGTCAATGCGGTGCGGGTCCTCAGGCTCGGAACCGCTTCCAGAAACC
AAGGCTCCGCGCGTCGGGGCGGCGTATTCGACAGCAGTTACGCCACGCCCAGGAGTCCGAGCCTTGGCGAAGGTCTTTGG

GCACGATCTCGTCGCCGTTTAGGATCGTCGGAAGCTTGGCGGGTGTCCGGGCATAAGCAATGCGCTCCGGTATCTCGCCA
CGTGCTAGAGCAGCGGCAAATCCTAGCAGCCTTCGAACCGCCCACAGGCCCGTATTCGTTACGCGAGGCCATAGAGCGGT

TGACCAAGCGTGACGCCAAAGAAGAACCGCAGGGCACAAACTGTCTGGTTCAAGGCCGGCCATGATAGGCCCGATGAGAC
ACTGGTTCGCACTGCGGTTTCTTCTTGGCGTCCCGTGTTTGACAGACCAAGTTCCGGCCGGTACTATCCGGGCTACTCTG

CAGATGCACCTGAAACGCGCGCACGTCTTCCAGTCCAAGACGGTCTGGCGATCGCCCGAAATAGCGCGAGAACTTCGTCA
GTCTACGTGGACTTTGCGCGCGTGCAGAAGGTCAGGTTCTGCCAGACCGCTAGCGGGCTTTATCGCGCTCTTGAAGCAGT

CCGCATGCAAATACGATCGTTGCGTCGCTGGCGAAAGATTGCGGATCGTCATGTCATCGATCATGCGCCGGCGTAGCGGG
GGCGTACGTTTATGCTAGCAACGCAGCGACCGCTTTCTAACGCCTAGCAGTACAGTAGCTAGTACGCGGCCGCATCGCCC

CTTATCTCTGTCATCGTCATCTCCTGTTCAAAGGTCGGGCTAAAACAGCCCAATCCTTCAAATCAGAAGCGCATCATGCA

<- Integrasa
ATCCCGCGCTCCAAATGCCGCGATAGCGGCTTCGTTCAATCTTCTTCAGACAGTGATTTGTCTCTCTGGCTGGTTGCGCT
TAGGGCGCGAGGTTTACGGCGCTATCGCCGAAGCAAGTTAGAAGAAGTCTGTCACTAAACAGAGAGACCGACCAACGCGA

GGTGGTATTCGTAAAGGCGGTGGTAGCAAAAAACAGCATGATCGTAGCTCGCGAGCCATGAGCAGGTTCCGGTTTGGAGT
CCACCATAAGCATTTCCGCCACCATCGTTTTTTGTCGTACTAGCATCGAGCGCTCGGTACTCGTCCAAGGCCAAACCTCA

CGGACTACCCGTTCGCGATACTCCTGGGAGTTACTGGAATCCCGGCGAGTTTCTTCTGGGGTGCATAAACGTTGGCATCG
GCCTGATGGGCAAGCGCTATGAGGACCCTCAATGACCTTAGGGCCGCTCAAAGAAGACCCCACGTATTTGCAACCGTAGC

186

3040
3040

3120
3120

3200
3200

3280
3280

3360
3360

3440
3440

3520
3520

3600
3600

3680
3680

3760
3760

3840
3840

3920
3920

4000
4000

4080
4080

4160
4160

4240
4240

4320
4320

4400
4400

4480
4480

4560
4560

4640
4640



Resultados

GTCCAGGTCGGCAGGAGTGGACTGAGTCAGAAACAGCGAACGCTTGCGGCGATTCGGTCAGGTCGCTATCGTGACGACGC
CAGGTCCAGCCGTCCTCACCTGACTCAGTCTTTGTCGCTTGCGAACGCCGCTAAGCCAGTCCAGCGATAGCACTGCTGCG

TCCCGCCATCGTGCGAAGTTGCAATGAGCTGCTTTCGCGCTCAGTGACCCTCTAAGAGGTGACTTGCGAAATCCTTAAGA
AGGGCGGTAGCACGCTTCAACGTTACTCGACGAAAGCGCGAGTCACTGGGAGATTCTCCACTGAACGCTTTAGGAATTCT

GTGTATTTAATTCTTCTTGCCAACCACTGGGTGAGGGGATGATTATGCTCAAGATCGTGGCTGCAATCCTATTTCTATTT
CACATAAATTAAGAAGAACGGTTGGTGACCCACTCCCCTACTAATACGAGTTCTAGCACCGACGTTAGGATAAAGATAAA
ORF3 ->

CAGCCGCAGAAGCTTCGAAGTCGAGCACTCCAGTTCGCGGCCGAGGCGGCGCGTCCCAGAGTAAAAGCTGGACAAGTACG

GATTCGGCGCCATCACAGTGATGAATATGCCCTTCGTGGCGGGTGCTGGGTTCCGCATGGACCACCGTTTCACCTTGGTG
CTAAGCCGCGGTAGTGTCACTACTTATACGGGAAGCACCGCCCACGACCCAAGGCGTACCTGGTGGCAAAGTGGAACCAC

AGCGTCTCCGCCTTTTTTGGCGGCCCCGTCTCCCTACTCGTCACCGCCGGGATGGCCGCTGGCTATCGAATCTACATCGG
TCGCAGAGGCGGAAAAAACCGCCGGGGCAGAGGGATGAGCAGTGGCGGCCCTACCGGCGACCGATAGCTTAGATGTAGCC

CGGGATGGCGGCGATAACAGGACTGATCGGCATAGGAGTTTCGAGCATCGTCGGTTTGACTGCTCACTATCTGACGCGAT
GCCCTACCGCCGCTATTGTCCTGACTAGCCGTATCCTCAAAGCTCGTAGCAGCCAAACTGACGAGTGATAGACTGCGCTA

CACCGAAGATTTGGCATGTCTTGCTGTTTTCCGCCGCGGTGCCGTTAGGGGTAGGCGCAGGGCTTTTCCTGTTGCCGCCA
GTGGCTTCTAAACCGTACAGAACGACAAAAGGCGGCGCCACGGCAATCCCCATCCGCGTCCCGAAAAGGACAACGGCGGT

GCCCTCTGACCCACCGCGAGGCCGGATAGGCAACGCGCTCACGTATTTCAAATTGCGAGGGCAACGCCCAATTCCACTGA
CGGGAGACTGGGTGGCGCTCCGGCCTATCCGTTGCGCGAGTGCATAAAGTTTAACGCTCCCGTTGCGGGTTAAGGTGACT

CGTCCTGTGGCTGTCGGCAGCGAGGCCAAAATGACGATCAGAAAGACGCAGACAACGGACCAGGAGATCAGGCGATAAGA
GCAGGACACCGACAGCCGTCGCTCCGGTTTTACTGCTAGTCTTTCTGCGTCTGTTGCCTGGTCCTCTAGTCCGCTATTCT

TCGCACACTCAAACGTTCCCCCTTAGCTCGAACACGGCATATAAAACATTGATCAGCGCAGGCCTCAACTTATTAGGCTC
AGCGTGTGAGTTTGCAAGGGGGAATCGAGCTTGTGCCGTATATTTTGTAACTAGTCGCGTCCGGAGTTGAATAATCCGAG

GGGCGCGCCTTCTCGTTATTGCCTCCTGGTGAGGACTCTCGCCCGCACACTCGTTGCAGTTGACCCCCGCGGCGACTCCG
CCCGCGCGGAAGAGCAATAACGGAGGACCACTCCTGAGAGCGGGCGTGTGAGCAACGTCAACTGGGGGCGCCGCTGAGGC

GCCAAATGTCAGTTCCGTCGGCTCTCGCACGCATAGATGTAGCGGCTCGCGAGGCAGTATTTGGATTGATCTGACCAACC
CGGTTTACAGTCAAGGCAGCCGAGAGCGTGCGTATCTACATCGCCGAGCGCTCCGTCATAAACCTAACTAGACTGGTTGG

GTCAGGATGCTGTCGGAAAGTGGCCGTTCGTCGGGTGCAATGGAGTTGACCGTCGGCTGTCGCTATCGTTTGGCTACCGC
CAGTCCTACGACAGCCTTTCACCGGCAAGCAGCCCACGTTACCTCAACTGGCAGCCGACAGCGATAGCAAACCGATGGCG

TTTTGCTCAGACGAAGAAATATTCACCCCCAGAGAGCATCGCGATGCAATTTCACTTGCAATTGTAAATTCAATTTGTAA
AAAACGAGTCTGCTTCTTTATAAGTGGGGGTCTCTCGTAGCGCTACGTTAAAGTGAACGTTAACATTTAAGTTAAACATT

rzcC ->
TCTCCATCCAGCAATCCGAGTTGGGACGATTGCAACTATATCGGGCTATTTTGCCGGTAACCCATGGGGCTGGGGATACA

AGAGGTAGGTCGTTAGGCTCAACCCTGCTAACGTTGATATAGCCCGATAAAACGGCCATTGGGTACCCCGACCCCTATGT

TGAATAACATTGCGACGGAAGTGTCGGCTAATTCAAGTCAAAACGCATTATCTGAAGAGACCAAGAAGAAACTTGCTGGA
ACTTATTGTAACGCTGCCTTCACAGCCGATTAAGTTCAGTTTTGCGTAATAGACTTCTCTGGTTCTTCTTTGAACGACCT

GCTAAGGCGGCATTGCAATCAACCTTTGGGCAGGTTGTTCTCGCGATGAGCACAGTGCCGCGCTACCGCAGTCAGATGCT
CGATTCCGCCGTAACGTTAGTTGGAAACCCGTCCAACAAGAGCGCTACTCGTGTCACGGCGCGATGGCGTCAGTCTACGA

GTCCGACCTCCACCATCTAGTTGTCGATCCTTTGATTAACGACCGCATTGCCATTGCGATGCCCAAGGCCGACACAGGCA
CAGGCTGGAGGTGGTAGATCAACAGCTAGGAAACTAATTGCTGGCGTAACGGTAACGCTACGGGTTCCGGCTGTGTCCGT

TTGAACCGCCGGCAATTGCTATCTGGGCGGCGGTCAGCGCCGAGGTTGATGCGCGAATTTCGGAACAGGCTAAAGCGGGT
AACTTGGCGGCCGTTAACGATAGACCCGCCGCCAGTCGCGGCTCCAACTACGCGCTTAAAGCCTTGTCCGATTTCGCCCA

GGGTTCCCGGTCCGGCTGAAGCCGGAAGACTGGAAGAGTGGTGACATTGTTTGGCTGCTCGACGTGATCGCGCCAACGCG
CCCAAGGGCCAGGCCGACTTCGGCCTTCTGACCTTCTCACCACTGTAACAAACCGACGAGCTGCACTAGCGCGGTTGCGC
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CGAACTGGCAACGATGGTGCTAACGAATTTCCACCAGGTTGCGAAGCAAGACAACATCAAGATCCACCCGATGGTCGCGC
GCTTGACCGTTGCTACCACGATTGCTTAAAGGTGGTCCAACGCTTCGTTCTGTTGTAGTTCTAGGTGGGCTACCAGCGCG

ACCTCGTTGATCCTGAGGTTCTTGCGAAACTCTCCAAAATCCCCCAAGCGTCGGCCCACGGCGAGCAACACGCGAATACT
TGGAGCAACTAGGACTCCAAGAACGCTTTGAGAGGTTTTAGGGGGTTCGCAGCCGGGTGCCGCTCGTTGTGCGCTTATGA

TTGAACTGACGCCCGTAGGGCGTCAGTATCTCCGATCCTTTCGTTAGACAGGCATGTCGATTTATAGTGTGGCTGTTGCG
AACTTGACTGCGGGCATCCCGCAGTCATAGAGGCTAGGAAAGCAATCTGTCCGTACAGCTAAATATCACACCGACAACGC

CCTAATGGCGAGCGGAGTAGCATTCAGTCCTGATGCCTAGCCTAGGATGTCGTGCTGAAAGCAGATGGTTATGATCTGAT
GGATTACCGCTCGCCTCATCGTAAGTCAGGACTACGGATCGGATCCTACAGCACGACTTTCGTCTACCAATACTAGACTA

CGCGAAGTAACTGCAACAATATAATTGCTTCTTCGAATTTGAGCGGAAATATGGGCAACTCCAAGATTGTACTTCCACAC
GCGCTTCATTGACGTTGTTATATTAACGAAGAAGCTTAAACTCGCCTTTATACCCGTTGAGGTTCTAACATGAAGGTGTG

CCAAATGAAATCAATGAAGCGTTTTCATACATAAAACAAAACGCACCAAAATTGATTGAAAATTACAAAATCGCTGCCGT
GGTTTACTTTAGTTACTTCGCAAAAGTATGTATTTTGTTTTGCGTGGTTTTAACTAACTTTTAATGTTTTAGCGACGGCA

GCAGCTTTCTAAAGTGCCGATAGATTACAGCTTAAGTGACGAAGAAAGGGCAGCTAGAATAATTGTGCCTGATGATTACA
CGTCGAAAGATTTCACGGCTATCTAATGTCGAATTCACTGCTTCTTTCCCGTCGATCTTATTAACACGGACTACTAATGT

TAAATCTGCGAAATTACATAAACGATGCGTACAAAGGAAAATCTCCTGTGTATTTGTCGCGCCTATATATGGGAATACAT

ATTTAGACGCTTTAATGTATTTGCTACGCATGTTTCCTTTTAGAGGACACATAAACAGCGCGGATATATACCCTTATGTA
rzcA ->

GATATTATTATTTCATCTGAGGCGTAGAGATGACCGATTATATCGTTGATACAGCTAATTTTTATACGCTCGTTCGCATG

CTATAATAATAAAGTAGACTCCGCATCTCTACTGGCTAATATAGCAACTATGTCGATTAAAAATATGCGAGCAAGCGTAC

AACGGTTCCTCCGGCCTGGAGGTACTTCAAGCGCTGATCGATGCAGGACACAAGATAGTTATCACTGATGCCGTGGAAGC
TTGCCAAGGAGGCCGGACCTCCATGAAGTTCGCGACTAGCTACGTCCTGTGTTCTATCAATAGTGACTACGGCACCTTCG

TGAGATAACTTTTTCTGCTGCGGCACTTCATAAGGATGCACAGATTGCGTCCGCCTGGATCAGAGCGCACCAGTCCGAAA
ACTCTATTGAAAAAGACGACGCCGTGAAGTATTCCTACGTGTCTAACGCAGGCGGACCTAGTCTCGCGTGGTCAGGCTTT

TCGAGATTGTACCAACTAATACTTTCCAAGACTTGTTTCCAAACGGTTCAAATGGGTCTCCTCTGCCCAGAGATCTCGGC
AGCTCTAACATGGTTGATTATGAAAGGTTCTGAACAAAGGTTTGCCAAGTTTACCCAGAGGAGACGGGTCTCTAGAGCCG

GAAGAGTCAATTTTGTGGCTTGCAAATTCTTCTCGCTATGCAGACAATCCTGCAATTATTGTTTCCGACGACAGTAGTTT
CTTCTCAGTTAAAACACCGAACGTTTAAGAAGAGCGATACGTCTGTTAGGACGTTAATAACAAAGGCTGCTGTCATCAAA

TTTTGGACCTGACATATTCAATCCAACAAAGTCTATTCAAGACGGAGTTGTGAGGCATTCAACGGACTTTCTTCTGAAGT
AAAACCTGGACTGTATAAGTTAGGTTGTTTCAGATAAGTTCTGCCTCAACACTCCGTAAGTTGCCTGAAAGAAGACTTCA

ATGCGCTCGATATAGATTTAATAGACCCAACAGATTACGCCATTTTACGGGATGAGCTGTTTGCCACTGGCCGCATCGAA
TACGCGAGCTATATCTAAATTATCTGGGTTGTCTAATGCGGTAAAATGCCCTACTCGACAAACGGTGACCGGCGTAGCTT

ATAAAACATAGCTACACCAACTCGGATCTATCGGTTTTGACGTCGGTTGACCCGATCGATGGAAGCCTTGTTTATAAAAA
TATTTTGTATCGATGTGGTTGAGCCTAGATAGCCAAAACTGCAGCCAACTGGGCTAGCTACCTTCGGAACAAATATTTTT

CATAGCTGGCGATGAAGTCCATCTAAGCTTTGTCGCCACTGACCCTTTCGTAAATCTACAAAAAGTTTTTGTCATTTACG
GTATCGACCGCTACTTCAGGTAGATTCGAAACAGCGGTGACTGGGAAAGCATTTAGATGTTTTTCAAAAACAGTAAATGC

CCGGCGCTCTTAGCGAAGCGCATGATGGGATCAATGGCAGTTTAGTGGGCGACAACAGCATCGTAAGCCTGTTGGCGCGA
GGCCGCGAGAATCGCTTCGCGTACTACCCTAGTTACCGTCAAATCACCCGCTGTTGTCGTAGCATTCGGACAACCGCGCT

TTTATGGCCGACAACAGCGGCGGTGTAGATCCCGCCGTCTTCGCAGAAGCTGCACAACATCTTTTCAACCAACTCAAGGA
AAATACCGGCTGTTGTCGCCGCCACATCTAGGGCGGCAGAAGCGTCTTCGACGTGTTGTAGAAAAGTTGGTTGAGTTCCT

AGGTTTCAGCCATCCAAATTTTGAGGCGTCTTTCAAGGCGGGGCTTGTTGCTCAATTTGGCTCCGCCATCGGTGACGCCG
TCCAAAGTCGGTAGGTTTAAAACTCCGCAGAAAGTTCCGCCCCGAACAACGAGTTAAACCGAGGCGGTAGCCACTGCGGC

CAGAATTGTTGAATGCGGCTTACGAGCCATTTATTTATGGATTCCAGACAGGCGATTGGTCCAAACTGGGTGAGACAGTG
GTCTTAACAACTTACGCCGAATGCTCGGTAAATAAATACCTAAGGTCTGTCCGCTAACCAGGTTTGACCCACTCTGTCAC
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Resultados

TTCGAGTTCGGTCTCAGTTCTGCGATTGGCTCCTTTGTGGTTGGAGCCGCGGCCGTCGGAGTTGGCATCACGCTTGGAAC
AAGCTCAAGCCAGAGTCAAGACGCTAACCGAGGAAACACCAACCTCGGCGCCGGCAGCCTCAACCGTAGTGCGAACCTTG

GACTGCAGCCGAGATATTCGCAGTTGGCGTGGTCGCGGTTGGCATAAGCGACGGCATAAATGCTGCTTTAAGCCTAGCGT
CTGACGTCGGCTCTATAAGCGTCAACCGCACCAGCGCCAACCGTATTCGCTGCCGTATTTACGACGAAATTCGGATCGCA

CCAAGATATTCGATGATCTGACTGAGGCTATTCAGCCTCAAGAGCAGCCCAGCCAACAGCTATTGGATGACCTTCTTATC
GGTTCTATAAGCTACTAGACTGACTCCGATAAGTCGGAGTTCTCGTCGGGTCGGTTGTCGATAACCTACTGGAAGAATAG

AGGAGATTGCTGGGGGATCTCTACGATCAAGACAATCCAAATTTCCAACTCAAAGACGTTTTGAGGCAACTGGTTACTCT
TCCTCTAACGACCCCCTAGAGATGCTAGTTCTGTTAGGTTTAAAGGTTGAGTTTCTGCAAAACTCCGTTGACCAATGAGA

CGCGTCTGCAGAAGGACCTGATTTCCGATTGACCGGTCCTTTCGGTCCTTATGACGCTGAACATGCTACGCTCATAATAG
GCGCAGACGTCTTCCTGGACTAAAGGCTAACTGGCCAGGAAAGCCAGGAATACTGCGACTTGTACGATGCGAGTATTATC

GGACGGCAAATAGCGATAGGATTACGTCAACGGACGATAACGATGTTATTTTTAGCGGTGCTGGAGATGATGTAGTCACA
CCTGCCGTTTATCGCTATCCTAATGCAGTTGCCTGCTATTGCTACAATAAAAATCGCCACGACCTCTACTACATCAGTGT

GCGCGCGGAGGTAAGGATATTGTTCTCGGAGGAGCAGGTTCCGATATATTCACTGACTCTGTAACAGAGGGGACAGAGGA
CGCGCGCCTCCATTCCTATAACAAGAGCCTCCTCGTCCAAGGCTATATAAGTGACTGAGACATTGTCTCCCCTGTCTCCT

CGGTCGAAGCAACGAAGACGATATCTATGTAGGTAGCGAAGCCTTCGGGGATGTTTCTCAGAACTTTCACAATTGGCTTT
GCCAGCTTCGTTGCTTCTGCTATAGATACATCCATCGCTTCGGAAGCCCCTACAAAGAGTCTTGAAAGTGTTAACCGAAA

CAGGCGGTGGCGAGACTGACATTGTACGTTACACGGTCGATTCCCTCGTTGCAGATGATCCAGAGACGCCCGACGATGAA
GTCCGCCACCGCTCTGACTGTAACATGCAATGTGCCAGCTAAGGGAGCAACGTCTACTAGGTCTCTGCGGGCTGCTACTT

GGCAGATTGCAGCAGGAGGGCGTTCGAGTAACGGAGCTTAGCCTCTCAAATATCCACACAATTCAAACGGTCGCTATTAC
CCGTCTAACGTCGTCCTCCCGCAAGCTCATTGCCTCGAATCGGAGAGTTTATAGGTGTGTTAAGTTTGCCAGCGATAATG

CGTTGAAGATCGGGCAAAAGGCAATGCTGCTACGGATCAGCTCATTGGGATCGAGAAGGTCGAGTTGTCTGGCCGACCGG
GCAACTTCTAGCCCGTTTTCCGTTACGACGATGCCTAGTCGAGTAACCCTAGCTCTTCCAGCTCAACAGACCGGCTGGCC

ACGAGTTAATCGTTAAAGATCATTCTCTTGATGTCGCAATCCTGATAGATATGGGTAAGTCTGGCCGGATCGAAAGCGAG
TGCTCAATTAGCAATTTCTAGTAAGAGAACTACAGCGTTAGGACTATCTATACCCATTCAGACCGGCCTAGCTTTCGCTC

CTCCCGGTCGGAGAGGCGTTAACTTCTGACGCATTCACGATTAAGGTGGACGTCGTAGATTACTCCGGTCTCTCGCATGG
GAGGGCCAGCCTCTCCGCAATTGAAGACTGCGTAAGTGCTAATTCCACCTGCAGCATCTAATGAGGCCAGAGAGCGTACC

CATCAACTATCTGAATGGCGTGACCTCTGACCACAACGACGTCGACACGCTCGACAACATCTTTCAGTGGCAGGGCTACG
GTAGTTGATAGACTTACCGCACTGGAGACTGGTGTTGCTGCAGCTGTGCGAGCTGTTGTAGAAAGTCACCGTCCCGATGC

ATCAGGAACTCTTGACCATTGTCGACTATGCCGCCAAGGGAGCGCTTGGTTACAACAACGCGCTACATGTTCAAGGCGCC
TAGTCCTTGAGAACTGGTAACAGCTGATACGGCGGTTCCCTCGCGAACCAATGTTGTTGCGCGATGTACAAGTTCCGCGG

GATCAGGTCAAGCTCAGCGATCATGACGACGTGCTGATCAGTGCCGACTTCGGCTCGATCATCACTACTGGCGAGGGCCA
CTAGTCCAGTTCGAGTCGCTAGTACTGCTGCACGACTAGTCACGGCTGAAGCCGAGCTAGTAGTGATGACCGCTCCCGGT

GGACAAGATCTGGTTCACCAACGGAATTGGCGTAACAGACCTCAGCAGCGAAGACCGCATTGCTCTTGGCGGTGTGCTGA
CCTGTTCTAGACCAAGTGGTTGCCTTAACCGCATTGTCTGGAGTCGTCGCTTCTGGCGTAACGAGAACCGCCACACGACT

CGCTTTACGGTGGATTGAAGAACGAAGCATCCGAAGACCCCTATGCTTGGGGACCCTATGGGACGTCCTATGGCCTCAAT
GCGAAATGCCACCTAACTTCTTGCTTCGTAGGCTTCTGGGGATACGAACCCCTGGGATACCCTGCAGGATACCGGAGTTA

GCTGAGGGCGAGCTCGTCATCCGCAACGCGTTCTGGCATGTGGCCAATCCGGACGGCACGCCGTCGGACGACGTCGCGAC
CGACTCCCGCTCGAGCAGTAGGCGTTGCGCAAGACCGTACACCGGTTAGGCCTGCCGTGCGGCAGCCTGCTGCAGCGCTG

GATGTATGTCCTCAACTGGAAGGACAGGACGACCCAAGGCCCAGGCGGCGAGGGCGAGGTGGGGCCGGGCGGGATCTTCC
CTACATACAGGAGTTGACCTTCCTGTCCTGCTGGGTTCCGGGTCCGCCGCTCCCGCTCCACCCCGGCCCGCCCTAGAAGG

TTGCCGAATACCACATGTCTTTTGTCCGCTTTCGTGACATTACGCTCGATATGAAGGGGCAGTATTCCGTGCTCGGCGAG
AACGGCTTATGGTGTACAGAAAACAGGCGAAAGCACTGTAATGCGAGCTATACTTCCCCGTCATAAGGCACGAGCCGCTC
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GGCGCATTCGATATTCTCGGGCTGATGATCAAGACGATGACGGGTCATTATCCCTGGGGCGGACAGGACCCTCTCGTCCT
CCGCGTAAGCTATAAGAGCCCGACTACTAGTTCTGCTACTGCCCAGTAATAGGGACCCCGCCTGTCCTGGGAGAGCAGGA

CGACCTCGATGGCGACGGCATCGAGCTCACGGCGCTTGATCGCTCCAAGTCCAAGCTCGACCTCGACAACGACCTCTACA
GCTGGAGCTACCGCTGCCGTAGCTCGAGTGCCGCGAACTAGCGAGGTTCAGGTTCGAGCTGGAGCTGTTGCTGGAGATGT

GCGAAGTCTCTGGCTTCGTTGGCAAGGACGACGGCGTTCTCGTCCGCGACTTGAACGGTGATGGCAAAATCACCGGTTCC
CGCTTCAGAGACCGAAGCAACCGTTCCTGCTGCCGCAAGAGCAGGCGCTGAACTTGCCACTACCGTTTTAGTGGCCAAGG

GACGAGATGTTCGGCAATGCCACGACTTCGGGCCTCGCCACACTCGCCCTCCTCGACGGCAATCACGACGGCAAGGTCGA
CTGCTCTACAAGCCGTTACGGTGCTGAAGCCCGGAGCGGTGTGAGCGGGAGGAGCTGCCGTTAGTGCTGCCGTTCCAGCT

TGCCGCCGATAGCGGGCTCGCAGACTTCAACGGTGATGGTGCGGTTACCGCGGCCGACAGCTTCTCCTCACTTCTCGTCT
ACGGCGGCTATCGCCCGAGCGTCTGAAGTTGCCACTACCACGCCAATGGCGCCGGCTGTCGAAGAGGAGTGAAGAGCAGA

GGCAAGATGCCAACGAGAACCACCGCACCGATGCTGGTGAACTCAAGAGTGTCGTAGAGCGTGGCATTGCCTCGATCAAC
CCGTTCTACGGTTGCTCTTGGTGGCGTGGCTACGACCACTTGAGTTCTCACAGCATCTCGCACCGTAACGGAGCTAGTTG

GTGACGCCCAACACCGGAACGGTGCCCCAAGTCGTCAATGGCAACACAATCGCCAGCACCGCAGGCTATACGCTCGCTGA
CACTGCGGGTTGTGGCCTTGCCACGGGGTTCAGCAGTTACCGTTGTGTTAGCGGTCGTGGCGTCCGATATGCGAGCGACT

CGGTACGGTTCGCACGATCGCAGACGTGCTGCTCAAACTCGACAACCAGAACACCACCTATGTCGGTGCTCCGATCCAGG
GCCATGCCAAGCGTGCTAGCGTCTGCACGACGAGTTTGAGCTGTTGGTCTTGTGGTGGATACAGCCACGAGGCTAGGTCC

TCTCCCAGTCGGTCGTCGACCTTGCCGACCTTAGGGGGCGTGGCACGCTCGTATCCCTGCATGAGGCGATGAGCGTTCTT
AGAGGGTCAGCCAGCAGCTGGAACGGCTGGAATCCCCCGCACCGTGCGAGCATAGGGACGTACTCCGCTACTCGCAAGAA

CCGGCTGCTGAGACGGCCGTTCGCGCTGCGATTCAGACGCTGACCTCGCCGGTCCTATCGGACTTGCGCGAGGCGATCCG
GGCCGACGACTCTGCCGGCAAGCGCGACGCTAAGTCTGCGACTGGAGCGGCCAGGATAGCCTGAACGCGCTCCGCTAGGC

GCCGATCCTGACGGCATGGGCTCAAGGCTCTCCGGTCAAGATTGGTGCTGATATCATCACAGGTGCCGCGGGCCTGACCG
CGGCTAGGACTGCCGTACCCGAGTTCCGAGAGGCCAGTTCTAACCACGACTATAGTAGTGTCCACGGCGCCCGGACTGGC

CGTATGACGACCTTGCGATCGTTCGCAAAGACGGCGATGTCGTCGATTACGCCTGGGGCGTTTCCTCCTCCGGTGACGGC
GCATACTGCTGGAACGCTAGCAAGCGTTTCTGCCGCTACAGCAGCTAATGCGGACCCCGCAAAGGAGGAGGCCACTGCCG

ACGTCCGACATTCCGGGCATCCGGATGGCCTCCGGGGTCATCGTCTCGAGCAGTGAGGGTGCGTCGGGACGCGGCGAGCT
TGCAGGCTGTAAGGCCCGTAGGCCTACCGGAGGCCCCAGTAGCAGAGCTCGTCACTCCCACGCAGCCCTGCGCCGCTCGA

CACCGGTCTCCTGTCGCAATGGACGGGTGGCGGCTCATCGATTGTTGTCACGACCGGAACGGAACTGCATAACGGCGTTG
GTGGCCAGAGGACAGCGTTACCTGCCCACCGCCGAGTAGCTAACAACAGTGCTGGCCTTGCCTTGACGTATTGCCGCAAC

CGGTATCCTATCTCGATTACCGCGACGGTGACGACTACCTGCGCATCTACAATTACCAGAAGGCCGACTGGAGCAGCAAT
GCCATAGGATAGAGCTAATGGCGCTGCCACTGCTGATGGACGCGTAGATGTTAATGGTCTTCCGGCTGACCTCGTCGTTA

CTTGCGTCGTCGGCCAATCACACGCTCGGCAGCGGCGTCGTCATCGACACGATCGCAGGCTCGGACTTCTCCTTCTATGA
GAACGCAGCAGCCGGTTAGTGTGCGAGCCGTCGCCGCAGCAGTAGCTGTGCTAGCGTCCGAGCCTGAAGAGGAAGATACT

ACGGTTGATCGGTGAATCGCTGCAGGCGTTCTTCGATGTTCCGGACTCCGCCGCCGCCGGCTACCAGGCGGTCGCGGLCT
TGCCAACTAGCCACTTAGCGACGTCCGCAAGAAGCTACAAGGCCTGAGGCGGCGGCGGCCGATGGTCCGCCAGCGCCGGA

TCCTCGACAAGATGGATGATGCCCTCAACCTCTTTGCGGTTCGCCTGGCGGTGCAAAGCGGTCCCCTTGCGCATTATTTC
AGGAGCTGTTCTACCTACTACGGGAGTTGGAGAAACGCCAAGCGGACCGCCACGTTTCGCCAGGGGAACGCGTAATAAAG

GATAGCATCGACTACAATGCCCAAAGCGACGGCTTCACGTCGAAGAGCGGCTCGCAGATTGCCGCTGTCTTCACCGCGCT
CTATCGTAGCTGATGTTACGGGTTTCGCTGCCGAAGTGCAGCTTCTCGCCGAGCGTCTAACGGCGACAGAAGTGGCGCGA

TCTTGCCGACGCCGAGCAAAGCAGCGACGCCGTGTCGTGGCTTACCGACTGGAAGCCCTTCTTCGATGTTTTCCTGTCCG
AGAACGGCTGCGGCTCGTTTCGTCGCTGCGGCACAGCACCGAATGGCTGACCTTCGGGAAGAAGCTACAAAAGGACAGGC

ATTATTCCCGTGGATCGGCATCGCAGAAGAATACCTATGCATTCCTGGCGCAGAACATGCTCAACGCGGTTGAGCAGAAT
TAATAAGGGCACCTAGCCGTAGCGTCTTCTTATGGATACGTAAGGACCGCGTCTTGTACGAGTTGCGCCAACTCGTCTTA
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Resultados

GCCGGCGGCATTTCGGTCGTCGACTTCGCGCATGCTTTCGGCATGGCGCAGGATCTGTTCTTTACTGGGACGGGCGAGGT 11440
CGGCCGCCGTAAAGCCAGCAGCTGAAGCGCGTACGAAAGCCGTACCGCGTCCTAGACAAGAAATGACCCTGCCCGCTCCA 11440

CAATGGCAGCGGTCAGGATGACATCCTGATCGTCGATGGCGGCGAGACCGTCGTTCGCGGCGGCACAGGTTCCGATAGCT 11520
GTTACCGTCGCCAGTCCTACTGTAGGACTAGCAGCTACCGCCGCTCTGGCAGCAAGCGCCGCCGTGTCCAAGGCTATCGA 11520

ATATCATCGGCAAGAGCTTCGGCTCGACCGAGATCTTCGACGACGATGGCCTCGGCGGCAGCGTCGACACGATCCGCTTC 11600
TATAGTAGCCGTTCTCGAAGCCGAGCTGGCTCTAGAAGCTGCTGCTACCGGAGCCGCCGTCGCAGCTGTGCTAGGCGAAG 11600

TCGGCACATAATGCCGGCGACATCATCGCCTCGCGCGATGGCATCGACCTGCTTCTGACCGATAAGGCTACCGGTGCGGT 11680
AGCCGTGTATTACGGCCGCTGTAGTAGCGGAGCGCGCTACCGTAGCTGGACGAAGACTGGCTATTCCGATGGCCACGCCA 11680

GCTACGCATCACCAACGAGTTCGAAGGACGCTGGCCCGGCTCGATGATCGGCGACGCGTCGCGCGATTACGGCGTCAACC 11760
CGATGCGTAGTGGTTGCTCAAGCTTCCTGCGACCGGGCCGAGCTACTAGCCGCTGCGCAGCGCGCTAATGCCGCAGTTGG 11760

AGATCGTCTTCAAGGATGGCACCGTCTGGACAAAGGTGGACATCGCCGAAGCCGTTTCGAAGATTGACGATGCCTCGACC 11840
TCTAGCAGAAGTTCCTACCGTGGCAGACCTGTTTCCACCTGTAGCGGCTTCGGCAAAGCTTCTAACTGCTACGGAGCTGG 11840

CACGTCGTCGGTACCGAGGACATCGATGTCCTGCAGGGTGGTAAGGGAGATGACCTGCTCGAGGGCGGCGGTGATACCGA 11920
GTGCAGCAGCCATGGCTCCTGTAGCTACAGGACGTCCCACCATTCCCTCTACTGGACGAGCTCCCGCCGCCACTATGGCT 11920

TATTTACCGCTACGGTCGTGGCGACGGGCAGGATACGATCCACGACTTCGAGGGCAATGCCTTCCGCAATGACCAGGACA 12000
ATAAATGGCGATGCCAGCACCGCTGCCCGTCCTATGCTAGGTGCTGAAGCTCCCGTTACGGAAGGCGTTACTGGTCCTGT 12000

TGCTTCAGTTCCTGGACGGCATCCGCAGCGATGACCTGATCTTCCAGCGCGATGGCGCATCGAATGATCTCGTCATCCGC 12080
ACGAAGTCAAGGACCTGCCGTAGGCGTCGCTACTGGACTAGAAGGTCGCGCTACCGCGTAGCTTACTAGAGCAGTAGGCG 12080

TTCAAGAACAGTCCGCTCGACCAGATTACCATCCGAGGACAATTCGCTGCGACTTATACCGGTCCATATGGCACCTGGTA 12160
AAGTTCTTGTCAGGCGAGCTGGTCTAATGGTAGGCTCCTGTTAAGCGACGCTGAATATGGCCAGGTATACCGTGGACCAT 12160

CATGAACCGCATCGACCTGTTCACGTTCGATGACGGCAGCAGCCTGACAAGCGATCAGGTCGCCAGCATCGTGTTGCAAG 12240
GTACTTGGCGTAGCTGGACAAGTGCAAGCTACTGCCGTCGTCGGACTGTTCGCTAGTCCAGCGGTCGTAGCACAACGTTC 12240

CCCATTCAACTGACGGAAATGATGAGCTCTATGGCATGGAGCGCGAAGACATCCTGCGGGCTGGCAAGGGTGACGACTTC 12320
GGGTAAGTTGACTGCCTTTACTACTCGAGATACCGTACCTCGCGCTTCTGTAGGACGCCCGACCGTTCCCACTGCTGAAG 12320

ATCTCCGGCGGAAATCAGAACGATCTCTATCTCTATGCGCTTGGGGACGGTCACGACGTCATTCAGGATCGAATGACCAA 12400
TAGAGGCCGCCTTTAGTCTTGCTAGAGATAGAGATACGCGAACCCCTGCCAGTGCTGCAGTAAGTCCTAGCTTACTGGTT 12400

CATCCTGTCCGGTACCGATGACTTTCTGCGATTTGGAGCAGGTATCGACCGTGAGGATATTACTTTCGGCAGAGTGGATG 12480
GTAGGACAGGCCATGGCTACTGAAAGACGCTAAACCTCGTCCATAGCTGGCACTCCTATAATGAAAGCCGTCTCACCTAC 12480

GCGACCGCCATTCAATCGTTATCTACGTCAATGGTGGCGAGGGAAGCATCACCCTTCAGAACGAGTTCGCCTACGCCGCA 12560
CGCTGGCGGTAAGTTAGCAATAGATGCAGTTACCACCGCTCCCTTCGTAGTGGGAAGTCTTGCTCAAGCGGATGCGGCGT 12560

TCTGGTGTCTTTGGAGATATCTTCTTCGACCGTATCGAGCGCATCGACTTCACGTCGGGTGATCAGAGCATCGCCTGGTA 12640
AGACCACAGAAACCTCTATAGAAGAAGCTGGCATAGCTCGCGTAGCTGAAGTGCAGCCCACTAGTCTCGTAGCGGACCAT 12640

CCAGATCGCGACTACGGTCATTGCTGGGCAGAAGACAGATGGGGCCGACGTCATCGAAGGCTTCGATATCGATGACGTGC 12720
GGTCTAGCGCTGATGCCAGTAACGACCCGTCTTCTGTCTACCCCGGCTGCAGTAGCTTCCGAAGCTATAGCTACTGCACG 12720

TTGACGGTGGGGCCGGCAACGACACACTTTACGGCTACAACGGCAACGACACCTACGTGTGGGGCCGCGGCTATGGCAAT 12800
AACTGCCACCCCGGCCGTTGCTGTGTGAAATGCCGATGTTGCCGTTGCTGTGGATGCACACCCCGGCGCCGATACCGTTA 12800

GACCAGATCCAGGAGCGAGGCGCCGGCGCATTGAATGGCGGCGATTACGACAAGATCATCTTCCATGATTACGTCAGCGC 12880
CTGGTCTAGGTCCTCGCTCCGCGGCCGCGTAACTTACCGCCGCTAATGCTGTTCTAGTAGAAGGTACTAATGCAGTCGCG 12880

CGATGACATTGTCCTTTCACGGACGCCTGGAGCTAGCGATATCATCATAACGCTGAAGGATACGGGCGAGACTCTGACTC 12960
GCTACTGTAACAGGAAAGTGCCTGCGGACCTCGATCGCTATAGTAGTATTGCGACTTCCTATGCCCGCTCTGAGACTGAG 12960

TCATTGAGCAAGTATCTTATAACGCCATCAACTACCGCCCCGATCAGGTCGACGARATCCACTTCTCGGATGGCGTAATA 13040
AGTAACTCGTTCATAGAATATTGCGGTAGTTGATGGCGGGGCTAGTCCAGCTGCTTTAGGTGAAGAGCCTACCGCATTAT 13040
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TGGTACGCGTCCGATATCCGGGCCCACTACCTGCTCGACGCCAAGACTGACGGCGACGACCACATCTATGGGTTCTGGAC
ACCATGCGCAGGCTATAGGCCCGGGTGATGGACGAGCTGCGGTTCTGACTGCCGCTGCTGGTGTAGATACCCAAGACCTG

GAACAATACGCTCGACGGGGGTGCCGGCAACGACATCCTCGAGGGCGGCGACGGTTCCGACACCTATGTCTTCGGCTACG
CTTGTTATGCGAGCTGCCCCCACGGCCGTTGCTGTAGGAGCTCCCGCCGCTGCCAAGGCTGTGGATACAGAAGCCGATGC

GCTACGGTCATGACGAGATCCGGGAAAACTACGGGATCGTTACCTATGATGATGACGATGCGGTTCGGTTTGCGGCAGGT
CGATGCCAGTACTGCTCTAGGCCCTTTTGATGCCCTAGCAATGGATACTACTACTGCTACGCCAAGCCAAACGCCGTCCA

GTCGATTTGGACGACGTCACCTTCCAGCGGTCGGGCGAGTACGATTTGCTGATCTCGCTTGCCGGCTCGAGCGACACGCT
CAGCTAAACCTGCTGCAGTGGAAGGTCGCCAGCCCGCTCATGCTAAACGACTAGAGCGAACGGCCGAGCTCGCTGTGCGA

TCTGATTACCAGCGAATTCTATGTTGGTGTCTGGGACATGAACGATGTCGAGCGCTTCTTGTTCGCCGACGGCACACAGA
AGACTAATGGTCGCTTAAGATACAACCACAGACCCTGTACTTGCTACAGCTCGCGAAGAACAAGCGGCTGCCGTGTGTCT

TCACCAGAGAACAGATCAGCCAGCGCATGATCGAAGCACAGAGCACGTCCGGCGACGACACGATCAACGGTTTCGAGCTT
AGTGGTCTCTTGTCTAGTCGGTCGCGTACTAGCTTCGTGTCTCGTGCAGGCCGCTGCTGTGCTAGTTGCCAAAGCTCGAA

AACGATACGATCAATGGCGGCGGCGGCAACGACATCATCAATGCGGGCAAGGGCGCAGATTCGATCACCGGTGGCCGAGG
TTGCTATGCTAGTTACCGCCGCCGCCGTTGCTGTAGTAGTTACGCCCGTTCCCGCGTCTAAGCTAGTGGCCACCGGCTCC

AAACGACGTCATCGACGGCGGCGGATGGAGCGACTCCTATTATTACAGCCGTGGCGACGGCAACGATACCATCGTCGATG
TTTGCTGCAGTAGCTGCCGCCGCCTACCTCGCTGAGGATAATAATGTCGGCACCGCTGCCGTTGCTATGGTAGCAGCTAC

GTGACTGGAGCGGTGGTAGCGACCGTCTCTTCTTTAAAGATGTAAATTCGAGTGAAGTCTCCCTCGTTCGCAACGGCAAC
CACTGACCTCGCCACCATCGCTGGCAGAGAAGAAATTTCTACATTTAAGCTCACTTCAGAGGGAGCAAGCGTTGCCGTTG

AGCCTTCTGATCGTCATTGCGGAGTCCGCTCCGGGCGTTGGGGACGGCGGATCGGTGCTGCTGAAGGACACGATCGACGG
TCGGAAGACTAGCAGTAACGCCTCAGGCGAGGCCCGCAACCCCTGCCGCCTAGCCACGACGACTTCCTGTGCTAGCTGCC

CTTTTACGAGCGCGGCATCGAGACGATTTCATTTGCGGACGGCATCTCCTGGTCGCGGGATGTCTTCGTGCCGATGGTTA
GAAAATGCTCGCGCCGTAGCTCTGCTAAAGTAAACGCCTGCCGTAGAGGACCAGCGCCCTACAGAAGCACGGCTACCAAT

TCAATCAACAGGGCACGCCCGGTAACGACACGATCACCGGTTCAAACATTGCCGATACGCTTGCGGGCGGGAAGGGTGAC
AGTTAGTTGTCCCGTGCGGGCCATTGCTGTGCTAGTGGCCAAGTTTGTAACGGCTATGCGAACGCCCGCCCTTCCCACTG

GACACCATTAACGGCGGCGGCGGCTATGATACCTATGTCTATGCCCGTGGTGACGGTAATGACACGATGTTCGACGGCGA
CTGTGGTAATTGCCGCCGCCGCCGATACTATGGATACAGATACGGGCACCACTGCCATTACTGTGCTACAAGCTGCCGCT

CTGGAGTGGCAACGGCGACCGCCTGCTGTTCGTCGATATCAATCCGGGGAACATATCGCTCCTTCGCCATGGTAACAGCC
GACCTCACCGTTGCCGCTGGCGGACGACAAGCAGCTATAGTTAGGCCCCTTGTATAGCGAGGAAGCGGTACCATTGTCGG

TCAAGATCCTGATTGCTGAAACTGCGCCTGGAGCAGGCGATGGCGGTTCGATCCTGTTCCAGGACACTGTCGACGGCTTT
AGTTCTAGGACTAACGACTTTGACGCGGACCTCGTCCGCTACCGCCAAGCTAGGACAAGGTCCTGTGACAGCTGCCGAAA

TACGAAAAGGGCTTCGAGACCATTCAGTTTGCCAATGGCACGGTCTGGACCAACGACCAGGTGCGCCAGATGCTAGTGGA
ATGCTTTTCCCGAAGCTCTGGTAAGTCAAACGGTTACCGTGCCAGACCTGGTTGCTGGTCCACGCGGTCTACGATCACCT

TCAAGCGACCACCGCCGGCAACGACACGATCACCGGCACTGGACGGGGCGATACCCTGCGCGGTAGCGCCGGTGACGATA
AGTTCGCTGGTGGCGGCCGTTGCTGTGCTAGTGGCCGTGACCTGCCCCGCTATGGGACGCGCCATCGCGGCCACTGCTAT

CGTTGAACGGCGGCGGCGGCGGCGACGCCTATGTCTATGCCCGCGGTGACGGCAGCGACACGATGTTCGACGGCGACTGG
GCAACTTGCCGCCGCCGCCGCCGCTGCGGATACAGATACGGGCGCCACTGCCGTCGCTGTGCTACAAGCTGCCGCTGACC

AGTGGCAACGGCGACCAGATCCGTTTCGTCGACGTCAATCCCAATGAGGTAACGCTCGCTCGACAGGGCAACGATCTGAA
TCACCGTTGCCGCTGGTCTAGGCAAAGCAGCTGCAGTTAGGGTTACTCCATTGCGAGCGAGCTGTCCCGTTGCTAGACTT

GATCCTGATCCGAGAAAGTGTTGCGGGGGCGGGCGACGGCGGTTCGATCCTGTTCCAGGATACCGTCAACGGCTTTTACG
CTAGGACTAGGCTCTTTCACAACGCCCCCGCCCGCTGCCGCCAAGCTAGGACAAGGTCCTATGGCAGTTGCCGAAAATGC

AAAAAGGCTTCGAGACCATTCGCTTTGCCAATGGCACGATCTGGACCAATGACCAGGTTCGCCAGATGCTGATGGATCAG
TTTTTCCGAAGCTCTGGTAAGCGAAACGGTTACCGTGCTAGACCTGGTTACTGGTCCAAGCGGTCTACGACTACCTAGTC
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Resultados

GCAGCGACCGCCGGCAACGATACGATCAACGGTTCGGACAGGGCCGATATCCTGCAAGGCGACGCTGGAGACGATACGAT 14800
CGTCGCTGGCGGCCGTTGCTATGCTAGTTGCCAAGCCTGTCCCGGCTATAGGACGTTCCGCTGCGACCTCTGCTATGCTA 14800

CACCGGCCGCGGCGGCAGCGACCTCTACGTCTGGGCGCACGGCGATGGCAGCGACACAATCATCGAAGGAGATTGGTCTG 14880
GTGGCCGGCGCCGCCGTCGCTGGAGATGCAGACCCGCGTGCCGCTACCGTCGCTGTGTTAGTAGCTTCCTCTAACCAGAC 14880

GCACCGGCGACCGCCTCCAGCTTTCCGACGTCAACGCACAAGACGTCACCTATCTTCGCAATGGCAACGATATCGTCATC 14960
CGTGGCCGCTGGCGGAGGTCGAAAGGCTGCAGTTGCGTGTTCTGCAGTGGATAGAAGCGTTACCGTTGCTATAGCAGTAG 14960

ATCATCCGCGAAAGCGCGCCTGGCGCGGGCGATGGCAGCTCAATTTCGCTGCCCTATTTCCTGGATGGCTATTACGAGCG 15040
TAGTAGGCGCTTTCGCGCGGACCGCGCCCGCTACCGTCGAGTTAAAGCGACGGGATAAAGGACCTACCGATAATGCTCGC 15040

CGGCGTCGAGAGTGTTCTTTTCGCAGACGGCACGATCTACACCCGCGCCGAAATCTTGCCGCTGCTGCCGATCATTCAGG 15120
GCCGCAGCTCTCACAAGAAAAGCGTCTGCCGTGCTAGATGTGGGCGCGGCTTTAGAACGGCGACGACGGCTAGTAAGTCC 15120

CAACGGCCGGCAACGACAGCATCGACGGCTCGAACGGCGACGATACCTTCGAGGGAGGCCTTGGCAACGATGTGCTGAAC 15200
GTTGCCGGCCGTTGCTGTCGTAGCTGCCGAGCTTGCCGCTGCTATGGAAGCTCCCTCCGGAACCGTTGCTACACGACTTG 15200

GGTCTTGGTGGCAACGACACCTACCGCTACTCGCGTGGCGACGGTGCCGATACGGTGATCGAGGGCAGCGCTGGCGGCGC 15280
CCAGAACCACCGTTGCTGTGGATGGCGATGAGCGCACCGCTGCCACGGCTATGCCACTAGCTCCCGTCGCGACCGCCGCG 15280

CGATGACCGGCTGGTGTTCACCAACATCAATTCCACCGAGGTCTCGCTGTCGCGCAATGGCACCGATCTGACCATCACGA 15360
GCTACTGGCCGACCACAAGTGGTTGTAGTTAAGGTGGCTCCAGAGCGACAGCGCGTTACCGTGGCTAGACTGGTAGTGCT 15360

TCCCGAAAAGCACCCCGACCGTGAATGACGCGGGAAGCGTGCTTCTGCGCGCTGCGCTGGATGGCGACCAAGGGGGTGTC 15440
AGGGCTTTTCGTGGGGCTGGCACTTACTGCGCCCTTCGCACGAAGACGCGCGACGCGACCTACCGCTGGTTCCCCCACAG 15440

GAAACGGTCGTCTTCGCCGATGGCGTCGAGTGGACGAARAAACGATATCAGGGTGAAGTTGCTCGGCGCCGTCAGCACAAC 15520
CTTTGCCAGCAGAAGCGGCTACCGCAGCTCACCTGCTTTTTGCTATAGTCCCACTTCAACGAGCCGCGGCAGTCGTGTTG 15520

CGGCAATGATACCATCACCGGCTTCAGCAGCGGCGACGTTATTACCGGGGGCCTCGGAAACGACACGATCAACGGCGCCG 15600
GCCGTTACTATGGTAGTGGCCGAAGTCGTCGCCGCTGCAATAATGGCCCCCGGAGCCTTTGCTGTGCTAGTTGCCGCGGC 15600

GGGGCAATGACGTCTACCATTATGCGCGCGGCGACGGGAACGACGTCATCACCGAAGCGGTCGCGAATGGCATGGCCGAC 15680
CCCCGTTACTGCAGATGGTAATACGCGCGCCGCTGCCCTTGCTGCAGTAGTGGCTTCGCCAGCGCTTACCGTACCGGCTG 15680

ACGCTTGCCTTCAACGGGATCTTCGCGAGCGACGTTAGCTGGGGCCGCAGTGGGACCGATCTCGTCCTGACGATCGCTCC 15760
TGCGAACGGAAGTTGCCCTAGAAGCGCTCGCTGCAATCGACCCCGGCGTCACCCTGGCTAGAGCAGGACTGCTAGCGAGG 15760

GAGTGTCGCCGGCGGAACCGACGGTTCGACGATTACTCTGAAGGGCGCGCTGGATGCGAATGCCGAGCAGGGGATCGAGC 15840
CTCACAGCGGCCGCCTTGGCTGCCAAGCTGCTAATGAGACTTCCCGCGCGACCTACGCTTACGGCTCGTCCCCTAGCTCG 15840

GGTTTGTATTTGCTGACGGAACGGTCTGGACGTTCGTCGATTTCGCCGCGCAGGTCGTCAACGTGGCTGGCACGACGGCG 15920
CCAAACATAAACGACTGCCTTGCCAGACCTGCAAGCAGCTAAAGCGGCGCGTCCAGCAGTTGCACCGACCGTGCTGCCGC 15920

GCGGAAACGGTGAATGGCACCAACGGTTCCGACATCATTCGCGCAAACGCCGGCAGCGACGTCATCAACGGTGGCGGGGG 16000
CGCCTTTGCCACTTACCGTGGTTGCCAAGGCTGTAGTAAGCGCGTTTGCGGCCGTCGCTGCAGTAGTTGCCACCGCCCCC 16000

GAGCGATGTCTACCTCTACCAGCGCGGAGACGGCAACGACACGATCAACGATGACGCCAATGGCGGTTCARATGACCGCT 16080
CTCGCTACAGATGGAGATGGTCGCGCCTCTGCCGTTGCTGTGCTAGTTGCTACTGCGGTTACCGCCAAGTTTACTGGCGA 16080

TGGTCCTTGCCGATATCAACCCCGCGGCGGTTTCACTTGTCCGCAACGGTATCGATGTGTCGCTTGTCATCGCACCGACG 16160
ACCAGGAACGGCTATAGTTGGGGCGCCGCCAAAGTGAACAGGCGTTGCCATAGCTACACAGCGAACAGTAGCGTGGCTGC 16160

GTGGCAGGTGGCGCGGATGGTGGAACCATCCTCATCAAGAACGAACTCGACGAATATTACGCGCGCGGCCTTGAGCAGGT 16240
CACCGTCCACCGCGCCTACCACCTTGGTAGGAGTAGTTCTTGCTTGAGCTGCTTATAATGCGCGCGCCGGAACTCGTCCA 16240

CGTCTTTGCCGATGGCACAGTGTGGTCGAGAGCGGACCTGCGGACAATGGTTCTGCAGCAAGCCGGCACCGCCGGCAACG 16320
GCAGAAACGGCTACCGTGTCACACCAGCTCTCGCCTGGACGCCTGTTACCAAGACGTCGTTCGGCCGTGGCGGCCGTTGC 16320

ACGTCATCGACGGCTTCAATATCGCGGATACGATTAGGGGCGGCAAAGGCGACGACACCCTGAACGGCCAAGGCAGTAAC 16400
TGCAGTAGCTGCCGAAGTTATAGCGCCTATGCTAATCCCCGCCGTTTCCGCTGCTGTGGGACTTGCCGGTTCCGTCATTG 16400
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GACACCTACCTATACGCCCGTGGCGATGGGAACGACACGATCACCGACTACGAAAATGCCGGCGACGATGATCGTCTGGT
CTGTGGATGGATATGCGGGCACCGCTACCCTTGCTGTGCTAGTGGCTGATGCTTTTACGGCCGCTGCTACTAGCAGACCA

CTTTAACAACATCAATGCGAGCGACGTGACCCTGGTGCGCACTGGCATCGACCTGAAGCTGGTGGTCGCTGAGAGTGCCG
GAAATTGTTGTAGTTACGCTCGCTGCACTGGGACCACGCGTGACCGTAGCTGGACTTCGACCACCAGCGACTCTCACGGC

CCGGTGTCGGCGACGCCGGGTCGATCGTCCTCAAGAACATGCTGGACGACTACTATGCGCGCGGCGTCGACAAGGTGGTC
GGCCACAGCCGCTGCGGCCCAGCTAGCAGGAGTTCTTGTACGACCTGCTGATGATACGCGCGCCGCAGCTGTTCCACCAG

TTTGCGGATGGAACGGCCTGGACACGGGCGGATTTCCGAACCAAGGTCCTGCAGCAGGCTTCAACTGATGGCAATGATAT
AAACGCCTACCTTGCCGGACCTGTGCCCGCCTAAAGGCTTGGTTCCAGGACGTCGTCCGAAGTTGACTACCGTTACTATA

AATCGACGGCTTCAATGTTGCCGATACAATTCGTGGCGGCAAGGGCAACGACAGCCTGAACGGCCAGGGCAACAACGACA
TTAGCTGCCGAAGTTACAACGGCTATGTTAAGCACCGCCGTTCCCGTTGCTGTCGGACTTGCCGGTCCCGTTGTTGCTGT

CTTACATCTACGCCCGCAGCGACGGCAACGACCTGATCACCGAATGGGACAGCGCCGGCGACGACGATCGCCTGGTATTT
GAATGTAGATGCGGGCGTCGCTGCCGTTGCTGGACTAGTGGCTTACCCTGTCGCGGCCGCTGCTGCTAGCGGACCATAAA

TCTGACATCAATGCAAGCGACGTCACGCTGGTGCGCTCCGGCATCGACCTGAAGCTGATGGTCGCCGACGTCGGCGACGG
AGACTGTAGTTACGTTCGCTGCAGTGCGACCACGCGAGGCCGTAGCTGGACTTCGACTACCAGCGGCTGCAGCCGCTGCC

GGGGTCGATCCTGCTGAAGAACATGCTGGACGAGTACTATGCGCGTGGTGTCGACAAGGTTGTGTTTGCCGACGGCACGA
CCCCAGCTAGGACGACTTCTTGTACGACCTGCTCATGATACGCGCACCACAGCTGTTCCAACACAAACGGCTGCCGTGCT

TCTTAACGCGGGCCGACTTCAGGACGACGGTCCTGCAGCAGGCTTCAACTGATGGCAATGATATAATCGACGGCTTCAAT
AGAATTGCGCCCGGCTGAAGTCCTGCTGCCAGGACGTCGTCCGAAGTTGACTACCGTTACTATATTAGCTGCCGAAGTTA

GTTGCCGATACAATTCGTGGCGGCAAGGGCAACGACAGCCTGAACGGCCAGGGCAACAACGACACTTACATCTACGCCCG
CAACGGCTATGTTAAGCACCGCCGTTCCCGTTGCTGTCGGACTTGCCGGTCCCGTTGTTGCTGTGAATGTAGATGCGGGC

CAGCGACGGCAACGACCTGATCACCGAATGGGACAGCGCCGGCGACGACGATCGCCTGGTATTTTCTGACATCAATGCAA
GTCGCTGCCGTTGCTGGACTAGTGGCTTACCCTGTCGCGGCCGCTGCTGCTAGCGGACCATAAAAGACTGTAGTTACGTT

GCGACGTCACGCTGGTGCGCTCCGGCATCGACCTGAAGCTGATGGTCGCCGACGTCGGCGACGGGGGGTCGATCCTGCTG
CGCTGCAGTGCGACCACGCGAGGCCGTAGCTGGACTTCGACTACCAGCGGCTGCAGCCGCTGCCCCCCAGCTAGGACGAC

AAGAACATGCTGGACGAGTACTATGCGCGTGGTGTCGACAAGGTTGTGTTTGCCGACGGCACGATCTTAACGCGGGCCGA
TTCTTGTACGACCTGCTCATGATACGCGCACCACAGCTGTTCCAACACAAACGGCTGCCGTGCTAGAATTGCGCCCGGCT

CTTCAGGACGACGGTCCTGCAGCAGGCTGTGACCGACGGCAATGATACGATCGACGGCTTCAATGTCGCCGACACGATCC
GAAGTCCTGCTGCCAGGACGTCGTCCGACACTGGCTGCCGTTACTATGCTAGCTGCCGAAGTTACAGCGGCTGTGCTAGG

GCGGCGGCAGGGGAGACGACAGTCTCAACGGCCAAGGTAACAACGACTCCTACCTTTACGCTCGCGGCGACGGCAATGAC
CGCCGCCGTCCCCTCTGCTGTCAGAGTTGCCGGTTCCATTGTTGCTGAGGATGGAAATGCGAGCGCCGCTGCCGTTACTG

GCGATCACCGAATACGAAAATGCCGGCGACGATGATCGTCTGGTCTTCAACAACATCAATGCGAGCGACGTGACCCTGGT
CGCTAGTGGCTTATGCTTTTACGGCCGCTGCTACTAGCAGACCAGAAGTTGTTGTAGTTACGCTCGCTGCACTGGGACCA

GCGCACTGGCATCGACCTGAAGCTGGCGGTCGCTGAGAGTGCCGCCGGTGTCGGCGACGCCGGGTCGATCGTCCTCAAGA
CGCGTGACCGTAGCTGGACTTCGACCGCCAGCGACTCTCACGGCGGCCACAGCCGCTGCGGCCCAGCTAGCAGGAGTTCT

ACATGCTGGACGACTACTATGCGCGCGGCGTCGACAAGGTGGTCTTTGCCGACGGTACGATCTGGACGCGGGCAACGATC
TGTACGACCTGCTGATGATACGCGCGCCGCAGCTGTTCCACCAGAAACGGCTGCCATGCTAGACCTGCGCCCGTTGCTAG

CGAACCAAGCTGCTGGCGCAGGCGGCCACCGACGGCAACAATACGATTGACGGCTTCAATGTTGCCGATACGATCCATGG
GCTTGGTTCGACGACCGCGTCCGCCGGTGGCTGCCGTTGTTATGCTAACTGCCGAAGTTACAACGGCTATGCTAGGTACC

CGGCAAGGGCGACGACAGCCTGAACGGCCAGGGCAACAACGACACTTATGTCTATACCCGCGGTGACGGCAATGACGTGA
GCCGTTCCCGCTGCTGTCGGACTTGCCGGTCCCGTTGTTGCTGTGAATACAGATATGGGCGCCACTGCCGTTACTGCACT

TCACCGAATACGAAAATGCGGGCGGTAGCGACCGCCTGGTGTTTGCCGACGCCAATGCCGCTGATGTGACATTGGTGCGC
AGTGGCTTATGCTTTTACGCCCGCCATCGCTGGCGGACCACAAACGGCTGCGGTTACGGCGACTACACTGTAACCACGCG
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AACGGCAACGACGTGACTGTTCTGGTGGCGGAAAGTGCCGTCGGCGCTGGCAATGCAGGCTCTATTACGCTCAAAGCGTC
TTGCCGTTGCTGCACTGACAAGACCACCGCCTTTCACGGCAGCCGCGACCGTTACGTCCGAGATAATGCGAGTTTCGCAG

CTTGCAGGACTACTATGGACGCGGCGTCGACGCGATTGTCTTCGCCGACGGCACTACCTGGTCTCGGGCCGATATGATCG
GAACGTCCTGATGATACCTGCGCCGCAGCTGCGCTAACAGAAGCGGCTGCCGTGATGGACCAGAGCCCGGCTATACTAGC

CACACATCGCTTATGTCGGAGGAGCAGCCGGCAACGAGACGATCAGCGGATCGTCGGACACCGATCAGATTCGAGCAGGC
GTGTGTAGCGAATACAGCCTCCTCGTCGGCCGTTGCTCTGCTAGTCGCCTAGCAGCCTGTGGCTAGTCTAAGCTCGTCCG

GCCGGTAACGATACGCTTGTCGGTGGCGCAGGAAACGACACCTACTTTTATTCGGCCGGAGACGGCAACGACATCCTCGA
CGGCCATTGCTATGCGAACAGCCACCGCGTCCTTTGCTGTGGATGAAAATAAGCCGGCCTCTGCCGTTGCTGTAGGAGCT

TGAGCAGACGTCGGGGACGGATGTCGATGTTCTTCGCCTTCATGATCTACTGAAGAGCGAAGTGCGGTTCGAGAGATCTG
ACTCGTCTGCAGCCCCTGCCTACAGCTACAAGAAGCGGAAGTACTAGATGACTTCTCGCTTCACGCCAAGCTCTCTAGAC

CATCGGCGCCGAATGACGTCATGATCCGCGTCCTTGCCACCGGCGAGGCGATAACACTGAAGAACCAGTTCAACCTGGCC
GTAGCCGCGGCTTACTGCAGTACTAGGCGCAGGAACGGTGGCCGCTCCGCTATTGTGACTTCTTGGTCAAGTTGGACCGG

GGCGGCGTTGAATCGATTGTCTTCAAGGATGGTGAGGTTCTTGGGGGTGCCGCCGGTGCACTCGACACTGCGCTCAGGAG
CCGCCGCAACTTAGCTAACAGAAGTTCCTACCACTCCAAGAACCCCCACGGCGGCCACGTGAGCTGTGACGCGAGTCCTC

TCTTGTGGCGATCTACGGCACGGCGGGCAACGATACGCTGGTCGGCACAGTCGACAACGACACCTTCATCGGCGGGAGCG
AGAACACCGCTAGATGCCGTGCCGCCCGTTGCTATGCGACCAGCCGTGTCAGCTGTTGCTGTGGAAGTAGCCGCCCTCGC

GCGACGACCGTTACAACAGCGGTACCGGCAGCGATATCTATCTCTATGCCAAGGGGGGCGGCAGCGACTATATCGACGAC
CGCTGCTGGCAATGTTGTCGCCATGGCCGTCGCTATAGATAGAGATACGGTTCCCCCCGCCGTCGCTGATATAGCTGCTG

CAGTCGAGCTCGACGGTCGATGTCGACGTCCTGCGCTTCAGCGACCTAGATGCGGGTGACGTTACGTTCAGCCGGTCAGG
GTCAGCTCGAGCTGCCAGCTACAGCTGCAGGACGCGAAGTCGCTGGATCTACGCCCACTGCAATGCAAGTCGGCCAGTCC

AGTTCACACACTGATCACGGTCAATGAGACGGGGGCAGTCATCACCCTCGACGAGCAGCTTTCCTCGACGACCGCCAACT
TCAAGTGTGTGACTAGTGCCAGTTACTCTGCCCCCGTCAGTAGTGGGAGCTGCTCGTCGAAAGGAGCTGCTGGCGGTTGA

GGGGACTGGAGCGAATCGAGTTTGCGGACGGCACGGTCTGGAATCGCGCGCAGATATCGTCCGCATCGTGGATCCGCGGG
CCCCTGACCTCGCTTAGCTCAAACGCCTGCCGTGCCAGACCTTAGCGCGCGTCTATAGCAGGCGTAGCACCTAGGCGCCC

ACGGCCGGGAACGATACGCTGACCGGCACCACCGGCAATGACACACTTTATGGCGGAGCCGGCAATGACACGCTCAATGG
TGCCGGCCCTTGCTATGCGACTGGCCGTGGTGGCCGTTACTGTGTGAAATACCGCCTCGGCCGTTACTGTGCGAGTTACC

TGGCGACGGAAGCGATATCCATTTCGGCGGCGACGGTGATGATCTTCTGATTGGCAACGTCGGCGCAGACAGCTTCGATG
ACCGCTGCCTTCGCTATAGGTAAAGCCGCCGCTGCCACTACTAGAAGACTAACCGTTGCAGCCGCGTCTGTCGAAGCTAC

GCGGCAACGGCGTTGATACCCTAGACTTCACCTACTATACGGGCGCCAGCCACGTGATTGATCTTTCAGCAGGCGTCGTC
CGCCGTTGCCGCAACTATGGGATCTGAAGTGGATGATATGCCCGCGGTCGGTGCACTAACTAGAAAGTCGTCCGCAGCAG

ACTTTCACCGACAACAGCACCACCGAGCAGATCCTGAACATCGAGAATGTGATAGGGGGCTCAGGTGTTAATGATATCCG
TGAAAGTGGCTGTTGTCGTGGTGGCTCGTCTAGGACTTGTAGCTCTTACACTATCCCCCGAGTCCACAATTACTATAGGC

CGGGTCATCCGCCGACAACAGGCTTGATGGCGGAGCGGGCAACGACGGGATCTCCGGCAACGACGGCAACGACATCCTGA
GCCCAGTAGGCGGCTGTTGTCCGAACTACCGCCTCGCCCGTTGCTGCCCTAGAGGCCGTTGCTGCCGTTGCTGTAGGACT

TCGGCGGCGACGGAGACGATACACTTCGCGGCGGCAGCGGCAACGATACGTTGATTGGCGGTACCGGTTTCGACAGCTTC
AGCCGCCGCTGCCTCTGCTATGTGAAGCGCCGCCGTCGCCGTTGCTATGCAACTAACCGCCATGGCCAAAGCTGTCGAAG

GATGGTGGCGATGGTTTCGATACGGGCGACTTCAGTTATTCGACTGCCGCCTGGACATTGGACCTTCAGCAGGGCAAGGC
CTACCACCGCTACCAAAGCTATGCCCGCTGAAGTCAATAAGCTGACGGCGGACCTGTAACCTGGAAGTCGTCCCGTTCCG

TCTTTCGAGCGGCACCACCGAGACAATGGTGTCGATCGAGGCATTGATCGGCGGAGCCGGAAACGACATCCTCATTGGCA
AGAAAGCTCGCCGTGGTGGCTCTGTTACCACAGCTAGCTCCGTAACTAGCCGCCTCGGCCTTTGCTGTAGGAGTAACCGT

ATGCGGAAGCCAATCGGCTGGAAGGCCGCCTCGGCAACGACACGCTCACGGGTGGCGCAGGCGATGATGCCTTCGTGTTC
TACGCCTTCGGTTAGCCGACCTTCCGGCGGAGCCGTTGCTGTGCGAGTGCCCACCGCGTCCGCTACTACGGAAGCACAAG
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AAAGCCGGGTTTGGTCGTGACACGTTGACTGATTTTACCGCCGGCGCAGCCAGTGTGGATGTGCTCGACATCAGCACGGA
TTTCGGCCCAAACCAGCACTGTGCAACTGACTAAAATGGCGGCCGCGTCGGTCACACCTACACGAGCTGTAGTCGTGCCT

CCTCTTCAGCGACTTTGCCTCTGTGATGGCAGCCGCCAACCAGGTCGGAGCAGACACCGTGATCACCCATGGCGCCAACA
GGAGAAGTCGCTGAAACGGAGACACTACCGTCGGCGGTTGGTCCAGCCTCGTCTGTGGCACTAGTGGGTACCGCGGTTGT

CCTCGATCACGCTGAAGAACGTCGCGCTGACAAGCCTGCACCAGGACGATTTCCGCTTCACGACCGCGGCGTGACGAAGG
GGAGCTAGTGCGACTTCTTGCAGCGCGACTGTTCGGACGTGGTCCTGCTAAAGGCGAAGTGCTGGCGCCGCACTGCTTCC
rzecD ->
GAAAATGTCTTGAACAAGGCTGCAGAACAGCCGTCACAAGTATTCCTTGTGGCGGCCCTCTCGTCGCTTCGCAAGGCTTT
CTTTTACAGAACTTGTTCCGACGTCTTGTCGGCAGTGTTCATAAGGAACACCGCCGGGAGAGCAGCGAAGCGTTCCGAAA

CCTCGGAGTAGGTCTAACAAGCTGTGTCATCAATATTCTGGCATTGACGGGCTCATTCTTCATGCTTCAGGTCTACGATC
GGAGCCTCATCCAGATTGTTCGACACAGTAGTTATAAGACCGTAACTGCCCGAGTAAGAAGTACGAAGTCCAGATGCTAG

GGGTCATTCCCGGCCGCAGCCTGCCGACATTGGTGGGACTCGGGGTCATTGCCGCGACGCTGTTCGTCTTCCAAGGCATT
CCCAGTAAGGGCCGGCGTCGGACGGCTGTAACCACCCTGAGCCCCAGTAACGGCGCTGCGACAAGCAGAAGGTTCCGTAA

CTGGAATTGATCAGATCGTTGCTCCTCGTCCGGGTCGGCACCGCGGTCGACGAACGTTTCGGTGACCGCGTCTACGGTTC
GACCTTAACTAGTCTAGCAACGAGGAGCAGGCCCAGCCGTGGCGCCAGCTGCTTGCAAAGCCACTGGCGCAGATGCCAAG

CCTGGTCCTATTGCCGTCGCGCATGCAGATGCCGGGCGACGGCCTGCAATGCGTGCGCGATCTCGATACCGTACGCGGAT
GGACCAGGATAACGGCAGCGCGTACGTCTACGGCCCGCTGCCGGACGTTACGCACGCGCTAGAGCTATGGCATGCGCCTA

TCCTGTCGGGACCGGGGCCGACGGCCCTGTTCGACATGCCGTGGATGCCTTTCTATCTCTTCCTTTGTTTCCTCTTCCAC
AGGACAGCCCTGGCCCCGGCTGCCGGGACAAGCTGTACGGCACCTACGGAAAGATAGAGAAGGAAACAAAGGAGAAGGTG

TTCTGGATCGGAGTAACTGCGCTTGCCGGCGCATTGATGCTCATTGGACTGACGGTGCTGACCGAGGTCCGGTCACGCCA
AAGACCTAGCCTCATTGACGCGAACGGCCGCGTAACTACGAGTAACCTGACTGCCACGACTGGCTCCAGGCCAGTGCGGT

GCCGGCAAAGGAAGCAGCCAAGCTTGCCGCAGAGCGAATCAATCTCGCCGAAGCGACCAAGCGAAACTCGGAAGCTGTCC
CGGCCGTTTCCTTCGTCGGTTCGAACGGCGTCTCGCTTAGTTAGAGCGGCTTCGCTGGTTCGCTTTGAGCCTTCGACAGG

TCGCCATGGGCTTCGGCCATTTCATTGGACTACGTTGGACCGAGATCAACCGAAAATATCTGGCAAACCACGTGGCCGCC
AGCGGTACCCGAAGCCGGTAAAGTAACCTGATGCAACCTGGCTCTAGTTGGCTTTTATAGACCGTTTGGTGCACCGGCGG

AGCACCGTCACCGGTGGGCTGGCGACCGCTTCGAAAATCCTGCGCATGATGCTGCAGTCCGGTGTTCTCGCCGTCGGCGC
TCGTGGCAGTGGCCACCCGACCGCTGGCGAAGCTTTTAGGACGCGTACTACGACGTCAGGCCACAAGAGCGGCAGCCGCG

CCTTCTGGTAATCCGGCAGGAGGCAAGCGGCGGCATCATGATCGCTAGCTCCATTCTGGTGAGCCGCGCACTCGCACCCG
GGAAGACCATTAGGCCGTCCTCCGTTCGCCGCCGTAGTACTAGCGATCGAGGTAAGACCACTCGGCGCGTGAGCGTGGGL

TCGAGCTTGCCATTGGGCAATGGAAAGGCTTCGTGGCCGCTCGACAAAGCTGGGCGCGCCTGACGAAGCTGATGACGCTG
AGCTCGAACGGTAACCCGTTACCTTTCCGAAGCACCGGCGAGCTGTTTCGACCCGCGCGGACTGCTTCGACTACTGCGAC

ATGTCCTCGGAACAGCGCGAGGTCGCGCTACCAGCGCCGCGGGAAAGCCTGACCGTCGAAAACCTGCAGATCGLCLCGLCCC
TACAGGAGCCTTGTCGCGCTCCAGCGCGATGGTCGCGGCGCCCTTTCGGACTGGCAGCTTTTGGACGTCTAGCGGCGGGG

CGGTGGCCGCAGAACTATTCTCCGCGGCGTCTCCTTCAAGGTTTCGGCAGGCGAGGCAGTTGGCGTCATCGGTCCAAGCG
GCCACCGGCGTCTTGATAAGAGGCGCCGCAGAGGAAGTTCCAAAGCCGTCCGCTCCGTCAACCGCAGTAGCCAGGTTCGC

CATCGGGAAAGTCGACGCTCGCCCGCGCCGTCACAGGCCTTTGGCTGCCACTGGGGGGCTCAGTGAGACTCGATCAGGCG
GTAGCCCTTTCAGCTGCGAGCGGGCGCGGCAGTGTCCGGAAACCGACGGTGACCCCCCGAGTCACTCTGAGCTAGTCCGC

TTGCTCACGCAATGGGACCCACGCGAACTCGGCCGTCATGTCGGCTACCTGCCGCAAGATGTCTCGCTCTTTGATGGCTC
AACGAGTGCGTTACCCTGGGTGCGCTTGAGCCGGCAGTACAGCCGATGGACGGCGTTCTACAGAGCGAGAAACTACCGAG

TATTGCTCAAAACATAGGGCGATTCGATCCAGATGCCGGATCCGAGGCGATCATCGCTGCAGCGCGCGCAGCCGGTGTTT
ATAACGAGTTTTGTATCCCGCTAAGCTAGGTCTACGGCCTAGGCTCCGCTAGTAGCGACGTCGCGCGCGTCGGCCACAAA

ACGAGATGATCGTGCAGTTTCCTGATGGATTCGACACGAAGATTGGAGAGCATGGATCGGCGCTCTCGGCTGGCCAGCGC
TGCTCTACTAGCACGTCAAAGGACTACCTAAGCTGTGCTTCTAACCTCTCGTACCTAGCCGCGAGAGCCGACCGGTCGCG
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CAGCGTATAGCGCTAGCGCGGGCGCTCTATGGTGATCCTTTCCTGGTGGTTCTCGACGAGCCAAACTCTAACCTCGACGC
GTCGCATATCGCGATCGCGCCCGCGAGATACCACTAGGAAAGGACCACCAAGAGCTGCTCGGTTTGAGATTGGAGCTGCG

CGACGGGGAGGCGGCGCTGACAAGAGCAATCTCTGGCGTTCGCTCGAGAGGAGGGATTGCAATCGTGATTGCGCATCGGC
GCTGCCCCTCCGCCGCGACTGTTCTCGTTAGAGACCGCAAGCGAGCTCTCCTCCCTAACGTTAGCACTAACGCGTAGCCG

CGAGCGCCTTGGTCGCCGTCGACAAGATCTTGGTCATGGGTAACGGCCAGATGCAGGCTTTCGGTCCCAAGGACGAAGTG
GCTCGCGGAACCAGCGGCAGCTGTTCTAGAACCAGTACCCATTGCCGGTCTACGTCCGAAAGCCAGGGTTCCTGCTTCAC

CTGAGCAAGACAACGGCACGGCCGCCAAAGTCCGCGCCTCAACCCGTCCGTCTGCTGATTGGTGGCGAGGAGACCGGATC
GACTCGTTCTGTTGCCGTGCCGGCGGTTTCAGGCGCGGAGTTGGGCAGGCAGACGACTAACCACCGCTCCTCTGGCCTAG
rzck ->

GGAGCGCCATCGGCCGAGCGCGCCATCCGCAATCTAACCGTGGCTGCCCTTGGCACCATTCTGCTCCT
CACTCTCTCTTCCCTCGCGGTAGCCGGCTCGCGCGGTAGGCGTTAGATTGGCACCGACGGGAACCGTGGTAAGACGAGGA

CGGCGGCGTCATGGGAGGTCTTGCAGCGACCACCCGCCTCTCAGGCGCCGTCATTGCATCGGGAACGGTAGTCGTCGACA
GCCGCCGCAGTACCCTCCAGAACGTCGCTGGTGGGCGGAGAGTCCGCGGCAGTAACGTAGCCCTTGCCATCAGCAGCTGT

GCTATGTGAAGCCGGTCCAGCACCAGAAAGGTGGAACGGTCGGCCAAATCTTCGTCA

SCGATCTGGTTGAAGCC
CGATACACTTCGGCCAGGTCGTGGTCTTTCCACCTTGCCAGCCGGTTTAGAAGCAGTTCCTGCCGCTAGACCAACTTCGG

GGCCAAGTCCTTATTCATCTCGACGACACGCAGACGCGCGCCAATCTCGCCATTGTCAGAAAACGTCTCGACGAGCTTTC
CCGGTTCAGGAATAAGTAGAGCTGCTGTGCGTCTGCGCGCGGTTAGAGCGGTAACAGTCTTTTGCAGAGCTGCTCGAAAG

GGCCAGAACCGCACGGCTTGAAGCGGAACGGGATGGTGCGGCTACGGTCGAGTTTTCGAAAGATTTTCTTGCAAAAGCCA
CCGGTCTTGGCGTGCCGAACTTCGCCTTGCCCTACCACGCCGATGCCAGCTCAAAAGCTTTCTAAAAGAACGTTTTCGGT

ACCACCCCTAAC

AGAAGCGGCTCTTCGCCGACAGG ATCTTCGCGCACGAGCCGTAAC

ACGATCCTCAGGTCAGCCGCTCGATTGAAGG 5CGG “GACAGGAGA C(
TGCTAGGAGTCCAGTCGGCGAGCTAACTTCCTCTCTTCGCCGAGAAGCGGCTGTCCTCTAGAAGCGCGTGCTCGGCATTC

ANCCCOTER

GCGCAGTTGCGCGAGCGAATTGAGCAGCTC? AAGAAACGGAAGGCCTGGTCGC
CGCGTCAACGCGCTCGCTTAACTCGTCGAGTTTGTTCTTTGCCTTCCGGACCAGCGCGTCCTTTGTCCTTTTGCTGTTCT

ANDAACCDACDADCD
CGACAAGA

AATCGGGCTGATC SGAAAGCCTGCAGCGGCTGTTTGATCAGGGGCTCGTTCCAGCCAACAGAGTGTATG
TTAGCCCGACTAGCTTTTTCTCGACCTTTCGGACGTCGCCGACAAACTAGTCCCCGAGCAAGGTCGGTTGTCTCACATAC

CCCTGCAGCGAGAAGCCGCGAACCTGACGGGAGAGCTTGGCAGTCTTCTTGCCAACGAGGCACAGGCGAAG
GGGACGTCGCTCTTCGGCGCTTGGACTGCCCTCTCGAACCGTCAGAAGAACGGTTGCTCCGTGTCCGCTTCCCGTCTTAG

CODNCADT
GCAGAATC

Pl Ve Ve
GCCGAGAG

ACTGAGACGGAGCTTCAGATCATCCAGATCGATGACGACCTGCGTAGCGAGGTGTCCGACCAGCTTCGTCA
TGACTCTGCCTCGAAGTCTAGTAGGTCTAGCTACTGCTGGACGCATCGCTCCACAGGCTGGTCGAAGCAGTCCGGCTCTC

CGATATCGGCGAGTTTTCCGAACGTCTCGTCGCCGCCGAGGATGACCTGCAACGCATCGATATTCGTGCGTCGCAGGGTG
GCTATAGCCGCTCAAAAGGCTTGCAGAGCAGCGGCGGCTCCTACTGGACGTTGCGTAGCTATAAGCACGCAGCGTCCCAC

GCGTCGTGCATCAGCTTGCCGTTCACGCACCCGGCGCCGTCATTGCTCCGGGAGATGCGATCATGCAGATCGTTCCAGAT
CGCAGCACGTAGTCGAACGGCAAGTGCGTGGGCCGCGGCAGTAACGAGGCCCTCTACGCTAGTACGTCTAGCAAGGTCTA

CGTGATGCCCTCGTTGCAGAGGTGAAGCTTTCGCCAACTGACATCGACCAGGTCACCATTGGACAGACGGTGCATCTGAG
GCACTACGGGAGCAACGTCTCCACTTCGAAAGCGGTTGACTGTAGCTGGTCCAGTGGTAACCTGTCTGCCACGTAGACTC

GCTGAATGGCGTCGTGGCCGGCATCGCG \CCTGACGGCGGATC

TAAAAGGCGGAAGTGAGTCTCTTTGTGGGGCCTCGACTTACCGCAGCACCGGCCGTAGCGC GCCTGGACTGCCGCCTAG

AACGCTCGGGTCTCAGCTACTATGTCGTTCGTGCTGAGGTTTCCGATGGCGAGTGGCTGAGGCTTGGTCAAGTCACGCCT
TTGCGAGCCCAGAGTCGATGATACAGCAAGCACGACTCCAAAGGCTACCGCTCACCGACTCCGAACCAGTTCAGTGCGGA

CTTCCCGGCATGCCGGTTGAAGCCTTCATACAGACCGGCGAGCGGACTGCTCTGGCCTATCTGACAAAGCCCTTCATGGA
GAAGGGCCGTACGGCCAACTTCGGAAGTATGTCTGGCCGCTCGCCTGACGAGACCGGATAGACTGTTTCGGGAAGTACCT
rzcF ->
TCAGGTCGCGCGAGCCTTTAAGGAAGATTAGGGGAGATGCAACACTTTGATGAAAGATCGGGGGAGGAARAGACTCCAGAC

AGTCCAGCGCGCTCGGAAATTCCTTCTAATCCCCTCTACGTTGTGAAACTACTTTCTAGCCCCCTCCTTTCTGAGGTCTG
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CACTTCGGACTCGGTAGCCCGTTCAACATTCCCTGCGGCTGCGTATCCCGGTCCGAGCGATGCCCAGGATCTCGGTCACG
GTGAAGCCTGAGCCATCGGGCAAGTTGTAAGGGACGCCGACGCATAGGGCCAGGCTCGCTACGGGTCCTAGAGCCAGTGC

GTGCAGGTCAAGCGAAAAGGCCGTTTATCTTTCTGGACGAGCTTCGAGGACTGGCTGCGCTATCGGTCGTTCTCTTGCAT
CACGTCCAGTTCGCTTTTCCGGCAAATAGAAAGACCTGCTCGAAGCTCCTGACCGACGCGATAGCCAGCAAGAGAACGTA

GCCAGCCAGATATTCAGCTTTCGGCTTAACTCCCACTCCTATTTGGCCGTGGATTTCTTCTTTTGCCTAAGTGGTTTCGT
CGGTCGGTCTATAAGTCGAAAGCCGAATTGAGGGTGAGGATAAACCGGCACCTAAAGAAGAAAACGGATTCACCAAAGCA

CCTCGCGAATGGGTACGACCAAACTCTGAAGTCGGGCGCTCTGGGGAGCAAGGCATTCTTCCTGAAGCGCGTCGTGCGGC
GGAGCGCTTACCCATGCTGGTTTGAGACTTCAGCCCGCGAGACCCCTCGTTCCGTAAGAAGGACTTCGCGCAGCACGCCG

TTTATCCGATGATAGTGGTTGGTGTCGGCCTGGGCGTCATCGCGTCGCAAGTTGCTTTGACGCCACGTATTGCTCTCGCT
AAATAGGCTACTATCACCAACCACAGCCGGACCCGCAGTAGCGCAGCGTTCAACGAAACTGCGGTGCATAACGAGAGCGA

GACGTCTCGATTCTTGCTGTGGGCGCACTAATCCTATTGCCCTTAGGGCTTCTGGTGGGGCAGGAGGCCTTCGCGATCAA
CTGCAGAGCTAAGAACGACACCCGCGTGATTAGGATAACGGGAATCCCGAAGACCACCCCGTCCTCCGGAAGCGCTAGTT

CAACCCACTCTGGTCCATCTGCTTTGAAATGGTCGCTAGCGTAGCCTACGGATGCATTGCTCGCCGAAGATTTCACTTTT
GTTGGGTGAGACCAGGTAGACGAAACTTTACCAGCGATCGCATCGGATGCCTACGTAACGAGCGGCTTCTAAAGTGAAAA

GGTATGAGATAGCGGCAATCGCATTATTGGCGGCAGCGCTTTTTCAAGTTGTCATGTTGGAGGGTGGCATCGGGCCGGTT
CCATACTCTATCGCCGTTAGCGTAATAACCGCCGTCGCGAAAAAGTTCAACAGTACAACCTCCCACCGTAGCCCGGCCAA

GGATTCGCGAGCTGGCGAGCGTTCCTTGAAGGCTTTATCAGGGTCGGCTTTTCCTTCCTTGCCGGCGTCTTGATCTTCCG
CCTAAGCGCTCGACCGCTCGCAAGGAACTTCCGAAATAGTCCCAGCCGAAAAGGAAGGAACGGCCGCAGAACTAGAAGGC

CTGGAGAATCTACCAACGTGTTGGGGCGGCTCCACCTCAGATCCCGCTTTTCGTCCTGATCGCCGTTCTAATTCCCCCCT
GACCTCTTAGATGGTTGCACAACCCCGCCGAGGTGGAGTCTAGGGCGAAAAGCAGGACTAGCGGCAAGATTAAGGGGGGA

TTTCCGTCCCGAATGACATTTACGATTTCATTTGCATCGCGGTCATAATTCCCATCGTGGTCGCGCTAGCGGCAGCAGTA
AAAGGCAGGGCTTACTGTAAATGCTAAAGTAAACGTAGCGCCAGTATTAAGGGTAGCACCAGCGCGATCGCCGTCGTCAT

CCGCAGGGCGCGGAGCGGCCGTTCGCTGCCTATCTCGGGCAGTTGTCTTATCCCCTGTATGCGGTCCATCTGCCTGTGAT
GGCGTCCCGCGCCTCGCCGGCAAGCGACGGATAGAGCCCGTCAACAGAATAGGGGACATACGCCAGGTAGACGGACACTA

TCAGTTCGGCGATCATTTCCAAAATCTCACCGATGGCTTCATTCCATTGCCGGTCACGGTGGGCGGTACCCTGCTGGTCG
AGTCAAGCCGCTAGTAAAGGTTTTAGAGTGGCTACCGAAGTAAGGTAACGGCCAGTGCCACCCGCCATGGGACGACCAGC

CTGTCGGCGTGGCACATTTTTTACACGGTTGCTTCGACGCGCCCCTTCGGGCGTACTTGGGCCGCAAGTTTCCTTTGAAT
GACAGCCGCACCGTGTAAAAAATGTGCCAACGAAGCTGCGCGGGGAAGCCCGCATGAACCCGGCGTTCAAAGGAAACTTA

TAGACGGGCTCACCTCCCAAGCGAGCGGGCGATTCGATGCCGGATGCCGCGTCAAGAGTATTAAGGCGGCGGAAAGCCCC
ATCTGCCCGAGTGGAGGGTTCGCTCGCCCGCTAAGCTACGGCCTACGGCGCAGTTCTCATAATTCCGCCGCCTTTCGGGG

TGCGCCTTGCTGTCGATGTCGCCGACGCAGGATCCAGTGGCGTTGCCGCTGCGACCTACTCGGCATCCGGCAAGTCCGTG
ACGCGGAACGACAGCTACAGCGGCTGCGTCCTAGGTCACCGCAACGGCGACGCTGGATGAGCCGTAGGCCGTTCAGGCAC

TCCGACACGATCAAGGATGCGATCGCAACGTTCGGCGAGAACATGAACCTGCGCCGTTCGACCGCTCTCTCGGTCGAGGA
AGGCTGTGCTAGTTCCTACGCTAGCGTTGCAAGCCGCTCTTGTACTTGGACGCGGCAAGCTGGCGAGAGAGCCAGCTCCT

CGGCGTCGTCGCCACCTATACCCACGATGCTGTTTCCGACGGCCTCGGCAAGCTCGGCGTTCTCGTTGCGCTGAAGTCGA
GCCGCAGCAGCGGTGGATATGGGTGCTACGACAAAGGCTGCCGGAGCCGTTCGAGCCGCAAGAGCAACGCGACTTCAGCT

CCGGTGACAAGGAAGCCCTGAACGCCATCGGCCGCTAGGTCGCCATGCACATCGCCGCCACCGCGCCGCTGGCGATCCGL
GGCCACTGTTCCTTCGGGACTTGCGGTAGCCGGCGATCCAGCGGTACGTGTAGCGGCGGTGGCGCGGCGACCGCTAGGCG

CCGGAAGAAGTCGATGCCGCCGTCGCCGAGCGCGAGCGCAACGTCTTCATCGAACAGTCGCGCGCCTCCGGCAAGCCGGG
GGCCTTCTTCAGCTACGGCGGCAGCGGCTCGCGCTCGCGTTGCAGAAGTAGCTTGTCAGCGCGCGGAGGCCGTTCGGCCC

CAACATCATCGAAAAGATGGTCGAAGGCCGCATGCGCAAGTTCTTCGAGGAAGTCGCTCTTCTTTCGCAGGCTTTCGTCA
GTTGTAGTAGCTTTTCTACCAGCTTCCGGCGTACGCGTTCAAGAAGCTCCTTCAGCGAGAAGAAAGCGTCCGAAAGCAGT
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Resultados

TTAATCCGGATCCGACCGTCGCCGCCGCCATCAAGGAAGCTGAAAAGGCCGTCGGCGCGCCGATCGAAGTTGCCGGCATG 24880
AATTAGGCCTAGGCTGGCAGCGGCGGCGGTAGTTCCTTCGACTTTTCCGGCAGCCGCGCGGCTAGCTTCAACGGCCGTAC 24880

GCCCGTCTGCTGCTCGGCGAAGGCGTCGTTCCCATCGAAGGAGTTTGAAGGGGGACTCCCGAAAGTGAGTGTGAAAAGGG 24960
CGGGCAGACGACGAGCCGCTTCCGCAGCAAGGGTAGCTTCCTCAAACTTCCCCCTGAGGGCTTTCACTCACACTTTTCCC 24960

TGCTCCGGATCAGGGGCAGACACCCTTTTT 24990
ACGAGGCCTAGTCCCCGTCTGTGGGAAAAA 24990

Figura 4.12: Secuencias palindromicas imperfectas encontradas en la region que se encuentra en 5°
con respecto al gen rzcC. Se muestran el codén de inicio de rzcC en color naranja y las secuencias
palindrémicas en color verde debajo de la secuencia de nucledtidos. Los fallos en las secuencias
palindrémicas se indican mediante la ausencia de subrayado.

5’ -TATTCACCCCCAGAGAGCATCGCGATGCAATTTCACTTGCAATTGTAAATTCAATTTGTAATCTCCATCCAG
AGAGAGCATCGCGATGCAATTT
TGCAATTTCACTTGCAATTGTA
ATTGTAAATTCAATTTGTAAT

rzc(

CAATCCGAGTTGGGACGATTGCAACTATATCGGGCTATTTTGCCGGTAACCCATGGGGCTGGGGATACATG-3"
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

El primer OREF tiene el codon ATG como posible inicio de traduccion, y el codon

de terminacién es TGA. El contenido en G+C es del 62,33 %, consta de 1176 pb, y

codificaria para una proteina de 391 aminodcidos con un peso molecular estimado de

43709,51. Al comparar la secuencia de aminoacidos de este ORF con secuencias de

proteinas depositadas en bases de datos con el programa BLASTP se observo similitud

con transposasas de diferentes especies bacterianas como Rhizobium sp. NGR234

(Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF1 con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos.

Especie bacteriana  Proteina N° de % de % de Solapamiento  N° de acceso
aminoacidos identidad  similitud
Rhizobium sp. Transposasa 392 69 75 410 AAQ87511
NGR234
Mesorhizobium loti  Transposasa 394 55 67 339 BAB54696
MAFF303099
Mesorhizobium loti  Transposasa 397 52 61 390 BAB52729
MAFF303099
Rhizobium sp. Transposasa 398 54 66 338 AAB92465
NGR234 putativa Y4qJ
Burkholderia Proteina 361 49 57 358 ZP 00277493
fungorum LB400 hipotética
Bcep02007833
Bergeyella Transposasa 388 35 51 388 AAA50501
zoohelcum
Shewanella Transposasa de 372 35 51 335 AANS5254
oneidensis MR-1 la familia IS91 AANS55209
putativa AANS55082
AANS54572
342 AANS5557
Pirellula sp. 1 Transposasa 375 33 49 396 CAD71822
Pirellula sp. 1 Transposasa 375 32 48 395 CAD74645
putativa y4qj CAD75331
CAD71842
Pirellula sp. 1 Transposasa 375 32 47 395 CAD71828
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Resultados

El segundo ORF se encuentra a 14 nucledtidos del ORF1 en direccion 5°-3°. Tiene

un codén ATG como posible inicio de traduccion y una secuencia AGGAGA, situada a

6 pb del codon ATG, como posible sitio de union al ribosoma. El codon de terminacion

es TGA. El contenido en G+C es de 60,98 %, se compone de 861 pb y codificaria para

una proteina de 286 aminoacidos con un peso molecular estimado de 31852,84. La

comparacion de la secuencia aminoacidica de este ORF con otras secuencias

depositadas en bases de datos con el programa BLASTP mostré que guarda similitud

con integrasas/ recombinasas de diferentes especies bacterianas como Rhizobium sp.

NGR234 (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF2 con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos.

Especie bacteriana ~ Proteina N°de % de % de Solapamiento ~ N° de acceso
aminodcidos  identidad  similitud
Rhizobium sp. Integrasa/ 286 85 90 286 AAQ87512
NGR234 recombinasa
putativa Y4QK
Rhizobium sp. Y4qgK 308 45 62 277 AAB92466
NGR234 (Integrasa/
recombinasa
putativa)
Mesorhizobium loti  Integrasa/ 299 45 62 287 BAB54697
MAFF303099 recombinasa
Mesorhizobium loti  Integrasa/ 302 45 58 293 BAB52730
MAFF303099 recombinasa
Burkholderia Integrasa 277 46 60 277 ZP 00277494
fungorum LB400
Mesorhizobium loti  Integrasa/ 287 70 77 148 BABS52333
MAFF303099 recombinasa
Burkholderia Integrasa 252 46 60 246 ZP_ 00277495
fungorum LB400
Rhizobium sp. Y4eF 251 43 57 235 AAB91651
NGR234
Burkholderia Integrasa 232 43 58 232 ZP_00218967
cepacia R1808
Pirellula sp. 1 Integrasa/ 461 35 51 279 CAD75339
recombinasa
putativa Y4QK
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

El tercer ORF se encuentra a 572 nucledtidos del ORF2 en direccion 5°-3". Tiene
un codén GTG como posible inicio de traduccién y una secuencia GAAG, situada a 10
pb del codon GTG, como posible sitio de union al ribosoma. El coddn de terminacion es
TGA. El contenido en G+C es de 60,16 %, se compone de 384 pb y codificaria para una
proteina de 189 aminodcidos con un peso molecular estimado de 13133,73. La
comparacion de la secuencia aminoacidica de este ORF con otras secuencias
depositadas en bases de datos con el programa BLASTP mostr6 que guarda cierta
similitud con la regién amino terminal de proteinas histidina quinasas de diferentes

géneros bacterianos (Tabla 4.5).

Tabla 4.5: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF3 con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos.

Especie bacteriana ~ Proteina N°de % de % de Solapamiento ~ N° de acceso
aminodcidos  identidad  similitud

Geobacter Histidina 1112 27 41 110 AAR34929
sulfurreducens quinasa,
PCA sensor/regulador

de respuesta
Dechloromonas Histidina 865 33 52 59 ZP 00152220
aromatica RCB quinasa de

transduccion de

sefial
Bacillus cereus Histidina 417 27 45 62 EAL11745
(G9241 quinasa putativa
Shewanella Proteina sensory 998 32 52 53 AANS54561
oneidensis MR-1 box
Bacillus YdeD 309 32 44 78 AAU40018
licheniformis DSM
13
Bacillus cereus Sporulation 417 25 43 62 AAP10462
ATCC 14579 kinase
Mycobacterium Proteina 480 26 39 116 AAS06336
avium subsp. hipotética
paratuberculosis MAP3786
k10
Halobacterium sp. Vngl68lc 279 40 53 65 AAG19930

NRC-1
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Resultados

El cuarto ORF esta situado a 631 nucleotidos del ORF3 en direccion 5°-3". Tiene
un codon ATG como posible inicio de traduccion y una secuencia GGGGA, situada a 4
pb del codon ATG, como posible sitio de union al ribosoma. El coddn de terminacion es
TGA. El contenido en G+C es del 54,74 %, estd compuesto de 570 pb, y codificaria
para una proteina de 189 aminoacidos con un peso molecular estimado de 20434,53. La
comparacion de la secuencia aminoacidica de este ORF con otras secuencias de
proteinas depositadas en bases de datos con el programa BLASTP mostr6 que guarda la
maxima similitud con la proteina aciltransferasa RzcC de Rhizobium leguminosarum bv.

trifolii (Tabla 4.6). E1 ORF4 pas6 a denominarse rzcC de aqui en adelante.

Tabla 4.6: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF4 con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos. “: Secuencia de aminoacidos incompleta.

Especie bacteriana  Proteina N° de % de % de Solapamiento  N° de acceso
aminoacidos  identidad  similitud
Rhizobium RzcC 190 78 85 181 AAF36413

leguminosarum bv.
trifolii 162Y10

Actinobacillus ApxIIC 159 29 50 99 CAA43422

pleuropneumoniae AAQ74634

Actinobacillus suis ~ ApxIIC 160 29 50 99 AAA21917

3714

Bradyrhizobium BIr4093 172 32 49 97 BAC49358

Jjaponicum USDA

110

Actinobacillus ApxIIC 159 28 48 99 AAA87231

pleuropneumoniae

serotipo 5

Mannheimia LktC 148" 34 54 55 AAL12769

haemolytica AAL12766"
AAL12784"

167 AAA25528

AAA25542

Mannheimia LktC 148° 34 54 55 AAL12810

glucosida AAL12805"

Mannheimia LktC 147 34 54 55 AAL12781"

haemolytica AAL12778"
AAL12790"
AAL12787"

148" AAL12793"

Mannheimia LktC 166 34 54 50 AAR09160

varigena 177

Mannheimia LktC 167 32 54 55 AAR09164

ruminalis HPA113
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

El quinto ORF se encuentra a 501 nucleotidos del gen rzcC en direccion 5°-3".
Tiene un codéon ATG como posible inicio de traduccion y una secuencia GAGG, situada
a 8 pb del codon ATG, como posible sitio de union al ribosoma. El codéon de
terminacion es TGA. El contenido en G+C es del 57,80 % y estd compuesto de 13005
pb. Codificaria para una proteina de 4334 aminoacidos con un peso molecular estimado
de 457104,41. La comparacion de la secuencia aminoacidica de este ORF con otras
secuencias depositadas en bases de datos con el programa BLASTP mostr6 que guarda
la maxima similitud con las proteinas RzcA de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii y
Mesorhizobium loti cepa MAFF303099 (Tabla 4.7). A partir de este momento el ORF5

paso6 a denominarse rzcA.

Tabla 4.7: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORFS con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos.

Especie bacteriana  Proteina N° de % de % de Solapamiento  N° de acceso
aminodcidos  identidad  similitud

Rhizobium RzcA 4163 75 80 3669 AAF36415
leguminosarum bv.
trifolii 162Y10
Mesorhizobium loti  RzcA 1018 51 68 978 BAB48496
MAFF303099
Rhizobium Bacteriocina 958 35 54 925 CAA04800
leguminosarum bv.
viciae 248
Anabaena Toxina RTX 3209 27 42 1915 ZP 00162014
variabilis ATCC
29413
Chromobacterium Hemolisina de 1943 26 40 2063 AAQS58193
violaceum ATCC union a calcio
12472 probable
Xylella fastidiosa Bacteriocina 2064 31 44 1152 AAF85206
9a5c
Actinobacillus ApxIVA 1805 32 48 705 AADO01698
pleuropneumoniae
4074
Xylella fastidiosa Toxina RTX 1814 29 43 1015 ZP 00039036
Dixon
Xylella fastidiosa Proteina de 1562 30 44 833 AA029349
Temeculal union a calcio

tipo hemolisina
Ralstonia Hemolisina de 1217 28 42 986 CAD13630
solanacearum union a calcio
GMI1000 putativa
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Resultados

El sexto ORF esta situado a 55 nucleétidos del gen rzcA en direccion 5°-3". Tiene
un codon GTG como posible inicio de traduccion y el codon de terminacion es TGA. El
contenido en G+C es del 61,13 %, estd compuesto de 1716 pb, y codificaria para una
proteina de 571 aminodcidos con un peso molecular estimado de 60683,02. La
comparacion de la secuencia aminoacidica de este ORF con otras secuencias
depositadas en bases de datos con el programa BLASTP mostré que guarda la maxima
similitud con la proteina RspD de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii y
Mesorhizobium loti cepa MAFF303099 (Tabla 4.8). El ORF6 recibi6 el nombre de

rzeD.

Tabla 4.8: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF6 con otras

secuencias de proteinas depositadas en bases de datos.

Especie bacteriana  Proteina N° de % de % de Solapamiento  N° de acceso
aminodcidos  identidad  similitud

Rhizobium RspD 571 92 95 571 AAD34890
leguminosarum bv.
trifolii 162Y10
Mesorhizobium loti ~ RspD 581 62 77 570 BAB48495
MAFF303099
Bradyrhizobium Transportador 582 56 74 564 BACS53179
Jjaponicum USDA ABC, familia
110 HlyB/MsbA
Agrobacterium PrsD 615 57 72 557 AAL44196
tumefaciens C58 RspD AAK90007
Sinorhizobium Transportador 617 55 70 554 CAC46614
meliloti 1021 ABC
Agrobacterium RspD 583 54 72 538 AALA45207
tumefaciens C58

PrsD 606 AAKS89026
Sinorhizobium PrsD 582 54 70 568 AAB64091
meliloti 1021 CAC49692
Rhizobium PrsD 570 52 69 547 CAA66799
leguminosarum bv. AAB57756
trifolii TA1
Rhizobium PrsD 570 52 70 547 CAA73292
leguminosarum bv.
viciae 8401
Mesorhizobium loti ~ RspD 570 49 67 554 BAB53004
MAFF303099
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

El posible codon de inicio GTG del séptimo ORF esta superpuesto con el codon
de terminacion TGA del ORF6. El codon de terminacion es TAG. El contenido en G+C
es del 58,89 %, estd compuesto de 1311 pb, y codificaria para una proteina de 436
aminoacidos con un peso molecular estimado de 47371,65. La comparacion de la
secuencia aminoacidica de este ORF con otras secuencias de proteinas depositadas en
bases de datos con el programa BLASTP mostré que tiene la maxima similitud con la
proteina RspE de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii y Mesorhizobium loti cepa

MAFF303099 (Tabla 4.9). E1 ORF7 paso6 a llamarse rzcE.

Tabla 4.9: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF7 con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos.

Especie bacteriana  Proteina N° de % de % de Solapamiento ~ N° de acceso
aminodcidos  identidad  similitud

Rhizobium RspE 436 94 96 436 AAD34891
leguminosarum bv.
trifolii 162Y10
Mesorhizobium loti  RspE 434 53 67 432 BAB48494
MAFF303099
Agrobacterium RspE 474 54 70 402 AAK90008
tumefaciens C58

PrsE 437 AAL44195
Sinorhizobium Proteina 436 52 67 436 CAC46615
meliloti 1021 transmembrana

de secrecion de

toxina putativa
Bradyrhizobium Proteina de 456 53 69 401 BACS53178
Jjaponicum USDA secrecion,
110 familia HlyD
Agrobacterium RspE 436 47 66 425 AAKR9025
tumefaciens C58

434 AAL45208

Sinorhizobium PrsE 439 44 60 434 AAB64092
meliloti 1021 CAC49691
Oligotropha RspE 447 47 65 402 CAG28444
carboxidovorans
Magnetospirillum Proteina de 376 49 67 376 ZP 00051514
magnetotacticum fusion de

membrana
Rhizobium PrsE 435 43 62 402 CAA73293
leguminosarum bv.
viciae 8401
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Resultados

El octavo ORF esté situado a 6 nucleo6tidos del ORF7 en direccidn 5°-3°. Tiene un

codon ATG como posible inicio de traduccion y el codon de terminacion es TAG. Tiene

dos posibles sitios de union al ribosoma GGAAGA y AGGGG a 10 pb y a 3 pb del

codén ATG respectivamente. El contenido en G+C es del 55,70 %, esta compuesto de

1167 pb, y codificaria para una proteina de 388 aminoéacidos con un peso molecular

estimado de 41967,46. La comparacion de la secuencia aminoacidica de este ORF con

otras secuencias depositadas en bases de datos con el programa BLASTP reveld que

guarda similitud con la proteina RspF de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (75%) y

con una proteina aciltransferasa de Bacteroides thetaiotaomicron cepa VPI-5482 (40%)

(Tabla 4.10). El ORF8 pas6 a denominarse rzcF.

Tabla 4.10: Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia de aminoacidos del ORF8 con otras
secuencias de proteinas depositadas en bases de datos. ": Secuencia de amino4cidos incompleta.

MAFF303099

Especie bacteriana ~ Proteina N° de % de % de Solapamiento  N° de acceso

aminodcidos  identidad  similitud
Rhizobium RspF 388 72 75 388 AAD34892
leguminosarum bv.
trifolii 162Y10
Bacteroides Aciltransferasa 382 24 40 329 AAO77474
thetaiotaomicron
VPI-5482
Bradyrhizobium BIr2157 405 26 37 332 BAC47422
Jjaponicum USDA
110
Caulobacter Aciltransferasa 337 28 40 300 AAK23309
crescentus CB15 putativa
Novosphingobium Aciltransferasa 342 26 41 262 ZP 00304912
aromaticivorans predicha
DSM 12444
Cytophaga Aciltransferasa 346 28 40 263 ZP 00310496
hutchinsonii predicha
Bradyrhizobium Aciltransferasa 346 27 43 218 BAC49953
Jjaponicum USDA putativa
110
Agrobacterium RspF 372 27 38 310 AAK90259
tumefaciens C58

365 AAL43943
Agrobacterium ORF?2 en locus 1917 42 51 83 AAA22105
tumefaciens A136 picA (picA S'

region)

Mesorhizobium loti  Aciltransferasa 402 25 36 338 BAB54335
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

En las siguientes tablas (Tabla 4.11 y Tabla 4.12) se muestran algunas
caracteristicas de las proteinas codificadas por los genes anteriores, basandose en los

analisis del programa DNAstar.

Tabla 4.11: Numero de aminoacidos (aa) totales y de aminoacidos basicos (K, R), acidos (D, E),
hidrofébicos (A, I, L, F, W, V) y polares (N, C, Q, S, T, Y).

Proteina Aa totales Aa basicos Aa acidos Aa hidrofobicos Aa polares

Transposasa 391 55 27 143 82
Integrasa 286 39 26 108 66
ORF3 127 7 2 63 21
RzcC 189 18 20 79 41
RzcA 4334 262 680 1538 1128
RzceD 571 56 45 253 108
RzcE 436 52 64 170 92
RzcF 388 25 23 201 68

Tabla 4.12: Peso molecular, punto isoeléctrico y carga a pH 7.

Proteina P molecular (Da) pl CargaapH?7

Transposasa 43709,51 10,545 31,026
Integrasa 31852,84 10,326 14,343
ORF3 13133,73 10,991 5,406
RzcC 20434,53 6,700 -0,908
RzcA 457104,41 3,846 -409,422
RzceD 60683,02 9,703 11,868
RzcE 47371,65 5,094 -11,173
RzcF 41967,46 8,094 3,272
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Resultados

4.2.2. Analisis predictivo de las proteinas de la region responsable de la

expresion de la bacteriocina

Utilizando el programa ClustalX, se realizaron alineamientos de cada una de las
proteinas con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de datos. Las
secuencias se seleccionaron en funciéon de los resultados de las comparaciones
realizadas anteriormente con el programa BLASTP. También se buscaron dominios
conservados mediante el programa RPS-BLAST. Se empleo6 el programa SOSUI para
determinar si se trataban de proteinas solubles o de membrana, y en este ultimo caso
conocer el nimero y posicion de las hélices transmembrana predichas. Ademas se
estudio la presencia o ausencia de péptidos sefal en las proteinas mediante el programa
SOSUI (Signal) y el servidor SignalP 3.0. Asimismo con el programa PSORT se llevo a
cabo una prediccion de la posible localizacion subcelular de las proteinas. Por otra
parte, se hizo un estudio predictivo de la estructura secundaria consenso de las
proteinas, de la presencia de estructuras coiled-coil (2 hélices o yuxtapuestas) y de
motivos hélice-vuelta-hélice (HTH) mediante el servidor NPS@. También se buscaron
cremalleras de leucinas (estructura coiled-coil en la que las dos hélices interaccionan
entre si mediante cadenas laterales de leucinas) con el servidor 2ZIP, y repeticiones con

el programa Radar (EBI).
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

4.2.2.1. Analisis de la transposasa

El alineamiento de la transposasa (ORF1) se puede ver en la Figura 4.13.
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VADiFRr G yR H L r vM A E CRTA LGGHV C C RIAYNSCR Rh
80 * 100 * 120 * 140
BAB54696 : [G3.eeSLARADLIEARRAERIDTONFN AR VIZD RV EeNTo N PA TIFD Tilg AT iy A T IV EORe : 133
AAB92465 : [EREESLARAQEIEDERS AMONR-N VYL FRAINA TIMNNY : 139
BAB52729 : A A LUAYDLIAIKIAA SIyML T I):¥:No}z : 139
AAQ87511 : 1\YL.FRAVAETLRIZJAADP : 139
Z25 : L FRAVAETLRII?AADD : 139
iAaIAfgNk VY LFrA aETlr AADP HLG
* 200 *
BAB54696 : : 203
AAB92465 : : 209
BAB52729 : : 209
AAQ87511 : : 209
Z25 : B : 209
A FELPV vl 1lfrrlfl
220
BAB54696 : [EKLRIFISSLAGHSD : 273
AAB92465 : [€KLQ3SDLRAINER R R : 279
BAB52729 : [€RVS|33GSMAHI/TDR R R AR/ \PFAGPERVLIAVIERYTH : 279
AAQ87511 : [€QLQ¥GSIASI!ADP. AKIJPEAGROO VL : 279
Z25 H : 279
v
*
BAB54696 : GMARADV : 341
AAB92465 : GMS-VPA : 346
BAB52729 : INVAVPSD : 349
AAQ87511 : NVPQPEE : 347
Z25 : DVPPPEH : 347
FRWKDYR g RQk MT1 EFIRRFL1H P GFhRIR GlL n R kL cR LL
360 380 * 400 *
BAB54696 : QA[SPKDSADYHDKVEKLTGVSLREMET CHEVLV------- PSSSKVVQFSETE : 394
AAB92465 : PS|zTQAPKEYRDRYEELTGRSLRQelZ QU I THEIFD--- - - - - GVTG-PPRCWRTS : 398
BAB52729 : DDTTNEPDDFRP \IVi{EVFERWRQPRGPPHGSPSTGTSTP : 397
AAQ87511 : PzﬁDLDTVEAPP NILGTWKP------ RQPACRPA&%ESE : 392
Z25 : PV)2EPD-AKPPP 'TIfIGAWTP- - - - - - LQPVRRPAWKESEH : 391
e CPC GM i d s

Figura 4.13: Alineamiento del ORF1 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. BAB54696: transposasa de Mesorhizobium loti, AAB92465: transposasa putativa Y4qJ de
Rhizobium sp. NGR234, BAB52729: transposasa de Mesorhizobium loti, AAQ87511: transposasa de
Rhizobium sp. NGR234, Z.25: transposasa de Rhizobium leguminosarum Z7.25. Sombreado: & residuo
100% conservado, (& residuo 80% conservado, C residuo 60% conservado.

La busqueda de dominios conservados con el programa RPS-BLAST dio como
resultado un alineamiento del 100 % con el dominio conservado CDD 26317

pfam04986.5 Transposase 32. El dominio pfam04986.5 estd formado por 180
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aminodcidos y el alineamiento se produce en la region del ORF1 que abarca los
aminoacidos 143-333 con un valor de E de 2e-38 (Figura 4.14). Este dominio esta
conservado en transposasas putativas. Las transposasas son necesarias para la correcta
transposicion de secuencias de insercion o de transposones. Esta familia incluye a las
transposasas 1S1294 de Shigella flexneri (AAK18483) e IS801 de Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola (P24607), ambas de la familia IS91.

50

100
150
200
250
300
350
391

1 MAAGLQVADIFRRHGERYRQTHDAHLGRVERRVMSAVEMCRTARLGGHVQ

51 QCODCAAFRIAYNSCRNRHCPKCQGgASRDWLAARQADLLPVGYFHVVET
101 LPQQIAATAFQONKNAVYTILFRAVAETLRRLAADPKHLGAEIGEFIAVLHS
151 WGQTLHYHPHIHCTVPGGGLSADQSRWVACRANFFLPVPGSVTPVPAAVS
201 RRAEAGLRPGPASVVWRYRRPGRSGRVQSHRQRSAACRLGGLRQAAIAGP
251 EQVLAYLGRYTHrIAISNSRLVSIDGDRVTFRWKDYRTGGRQKVMTLDAH
301 EFIRRFLLHTVPDGFHRIRHFGLLANGHRQLKLDLCRSLLDVPPPEHPVE
351 EPDAKPPPLAHRCPCCGGAMTIIGAWTPLQPVRRPAWKDSS

Figura 4.14: Secuencia del ORF1 en la que se indica en rojo la region que alinea con el dominio
conservado pfam04986.5. Los residuos subrayados son motivos consenso de la familia IS91
(Mabhillon y Chandler, 1998; Tavakoli et al., 2000). En minuscula se indican los residuos que no
siguen el consenso. Motivo I: C+.R.CP.C..+, Motivo II: *(H/N)(P/Q)H*H*...*, Motivo III: Y...Y..K...
donde + representa un aminoacido basico, * un aminoacido hidrofébico, . cualquier aminoacido.

En la Figura 4.15 aparece la estructura secundaria consenso de la transposasa

(ORF1).

10 20 30 40 50 60 70
Transposasa MAAGLQVADIFRRHGERYRQTHDAHLGRVERRVMSAVEMCRTARLGGHVQQCQDCAAFRIAYNSCRNRHC
Sec.Cons. hhhhhhhhhhh??c?hh?hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh? hhhh?e?e
80 90 100 110 120 130 140
Transposasa PKCQGQASRDWLAARQADLLPVGYFHVVFTLPQQIAATIAFQONKNAVYTILFRAVAETLRRLAADPKHLGA
Sec.Cons. ?hhhhhhhhhhh? eeeeeecc?hhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhh? h
150 160 170 180 190 200 210
Transposasa EIGFIAVLHSWGQTLHYHPHIHCTVPGGGLSADQSRWVACRANFFLPVPGSVTPVPAAVSRRAEAGLRPG
Sec.Cons. heeeeee?h? eee ??h?e?h ? ?hhhhhhhhh
220 230 240 250 260 270 280
Transposasa PASVVWRYRRPGRSGRVQSHRQRSAACRLGGLRQAATIAGPEQVLAYLGRYTHRIAISNSRLVSIDGDRVT
Sec.Cons. eeeeee ??2hhhhhhhhhhc?hhhhhh hhhhhhh ?eeee eeeee eee
290 300 310 320 330 340 350
Transposasa FRWKDYRTGGRQKVMTLDAHEFIRRFLLHTVPDGFHRIRHFGLLANGHRQLKLDLCRSLLDVPPPEHPVE
Sec.Cons. eee eeeehhhhhhhhhhhhh ?eh?hc???chhhhhhhhhhhhh
360 370 380 390
Transposasa EPDAKPPPLAHRCPCCGGAMTIIGAWTPLQPVRRPAWKDSS
Sec.Cons. eeee?

Figura 4.15: Estructura secundaria consenso del ORF1. Hh: Hélice a, Ee: lamina f,

(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

: random coil



Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

Segtin el programa SOSUI la proteina ORF1 es una proteina soluble, y los
programas SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 coinciden en que no tiene péptido seial.
Segun PSORT su localizacion es citoplasmatica. No se han encontrado estructuras

coiled-coil, HTH, cremalleras de leucinas, ni repeticiones.

4.2.2.2. Analisis de la integrasa

El alineamiento de la integrasa (ORF2) se puede ver en la Figura 4.16.

* 40 * 60 *
AAQ87512 : WgIRNASiFTQ H TTEESE R GLEDVIIAFON/H : 57
Z25 : T T) ) LEIP AUYe) HAWT R GLIZVIZAF\H : 57
BAB52730 : IXRFISQEINOR RDIGRLATFL SPHTATTDD RE®IE : 63
AAB92466 : IOV FIELNUO L 4dR QST GREBTINTYNY : 70
BAB54697 : IOV LE{PHUYO D= y4#1.0,/SQ CQEARVIFTY[®) Y : 60

PLR Rmi DM Rn S TQ sYL v £ r fg sP eD R Qv

80 * 100 120 * 140
AAQ87512 : E¥SSGLS 13- ALNQTVCINEIF 2 GHA- EIPERIAYARTP‘KLPTILN BRIV EAEPS TRTA : 125
Z25 : SSGLSWIZ- ALNQT)Cr:NA:3 a5 GHG-EIPERIAYART|ZA MR- Tid#NGPIZ I VRIGIEAPSRTRTA : 125
BAB52730 : QQDDGVPViy-TMNSI)SINAdZ T RP-DLARKLVRLAHIZR 4#-VVI#SRIIZVARLWMNATTCI#SHQAA : 131
AAB92466 : EANEKKL‘PNSIHIAI‘ALRFFFS ERDWVPAEVLPLPKKIZQ d#: TFaRSPisjaVOHMGC LD HHATL : 140
BAB54697 : [{TNEKKLAIZKSIHVASINAIT.Y GFEWDFDRIIPCPRV|ZKTI#AVIASPEVLH IGCESIHQTI : 130

1 P v ALRFff vTl P kLp iL dE fLL v Lk

* 200 *
AAQ87512 : (o)L, Liz KLVYg------ Q : 189
Z25 H QIAFATIN:. RLAI - - - - - - E : 189
BAB52730 : QDIRAL Lid: QWK V! 'QQGVMHRDGu : 201
AAB92466 : PKIAIE T DIANRMP)S - - - - - - KEY : 204
BAB54697 : ETWTDMURAVIZE - - - - - - KT : 194

Rve GKG kdR vMLS LL Lr yW Rp w

240

AAQ87512 : \RAAAGID : 259
Z25 : \CPAAGID : 259
BAB52730 : \AQAADI : 271
AAB92466 : AKIHDLSRLS| : 274
BAB54697 : JHRLSGL 2 : 264

K H LRH FA HLLE GtDiR IQ LLGH L tTa

212



Resultados

* 300 *

AAQ87512 : MTKVSNTLIRAT!{JZ'DRIFTL----EVVIJTG---- : 286

725 : MTKVSNTLIRST!{3 DRI#TL- - - -EVV]3PG---- : 286

BAB52730 : MTKVATRTVRTVi§3 DKISGLFKPEELS|3DG---- : 302

AAB92466 : MLRIATNKVCATSEJZFELIFPRPAP-TPPIFAKPEYF : 308

BAB54697 : MLRIATSKVCAAj {3 ELIFPRPVPKAAPIZFLPPEHF : 299
Y tsPl L P

Figura 4.16: Alineamiento del ORF2 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. AAQS87512: integrasa/recombinasa putativa Y4QK de Rhizobium sp. NGR234, Z25:
integrasa de Rhizobium leguminosarum 725, BAB52730: integrasa/recombinasa de Mesorhizobium
loti, AAB92466: Y4qK de Rhizobium sp. NGR234, BAB54697: integrasa/recombinasa de
Mesorhizobium loti. Sombreado: residuo 100% conservado, residuo 80% conservado, C
residuo 60% conservado.

Al emplear el programa RPS-BLAST se obtuvieron alineamientos con varios
dominios conservados. En la Tabla 4.13 se indican los dominios de cada familia que
dieron alineamientos con valores mas bajos de E. El dominio CDD 27734 ¢d01193
INT Intl dio un alineamiento del 100 % y un valor de E de le-66. Este dominio
corresponde a los dominios amino y carboxilo terminal de integrasas Intl (E2), tirosina
recombinasas especificas de sitio, y enzimas de corte y uniéon de ADN. Incluye a
integrasas que forman parte de integrones multirresistentes, y estan presentes en muchos
elementos moéviles como transposones y plasmidos conjugativos. Se han encontrado
super integrones cromosomicos en especies de Vibrio, Shewanella, Xanthomonas y
Pseudomonas. Portan grandes insertos con la excepcion de las proteinas tipo TnpF
ermF. El dominio CDD 25561 pfam00589 corresponde al dominio carboxilo terminal
de integrasas de fago. Estas integrasas poseen en el extremo carboxilo terminal un
residuo de tirosina conservado responsable de la union covalente de la proteina al ADN
tras el corte. El sitio activo de la recombinasa CRE esta formado por los residuos Arg-
173, His-289, Arg-292 y Tyr-324. El dominio CDD 8420 pfam02899 corresponde al
dominio amino terminal de integrasas de fago, que se caracteriza por ser de tipo SAM
(Sterile Alpha Motif; estructura formada por 5 hélices a con un nucleo hidrofébico cuya
funcion esta relacionada con la formacion de oligomeros). EI dominio CDD 14105

COG4974 se encuentra en la recombinasa especifica de sitio XerD.
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

Tabla 4.13: Principales dominios conservados encontrados en el ORF2. Se indica el nimero de
aminoacidos, la regién con la que alinea, el porcentaje de alineamiento y el valor de E. A
continuacion se encuentra la secuencia del ORF2 en la que se indica en rojo la regién que alinea con
el dominio conservado c¢d01193. Los residuos subrayados son residuos conservados que

probablemente sean anialogos a los que forman el sitio activo de la recombinasa CRE.

N° de acceso

ominio e aa 0sicion o de alineamiento
D N° d P % de al t

Valor de E

CDD 27734, cd01193

INT Intl 242 37-263 100,0

le-66

CDD 25561, pfam00589

Phage integrase 175 137-270 78,9

8e-18

CDD 8420, pfam02899

Phage integr N 87 6-79 89,7

2e-07

CDD 14105, COG4974

XerD 300 18-271 91,0

5e-36

1
51
101
151
201
251

En
(ORF2).

Integrasa
Sec.Cons.

Integrasa
Sec.Cons.

Integrasa
Sec.Cons.

Integrasa
Sec.Cons.

Integrasa
Sec.Cons.

MTEISPLRRRMIDDMTIRNLSPATQRSYLHAVTKFSRYFGRSPDRLGLED
VRAFQVHLVSSGLSWPALNQTVCALRFFFGVTLGHGEIPERIAYARTPAK
LPTILNGDEIVRFLEAVPSLRTRTALTTAYAAGLRASEAVHLRVRDIDGE
RGITIRVEHGKGGKDRNVMLSAQLLAILRVYWRLARPEVWLEFPGRDETKPT
DVQVLSSACRSACPAAGIDKRGTVHTLRHSFATHLLESGTDIRIIQVLLG
HNNLSTTARYTKVSNTLIRSTTSPLDRLTLEVVPPG

la Figura 4.17 se indica la estructura secundaria consenso de

10 20 30 40 50 60

50

100
150
200
250
286

la integrasa

70

MTEISPLRRRMIDDMTIRNLSPATQRSYLHAVTKEFSRYFGRSPDRLGLEDVRAFQVHLVSSGLSWPALNQ
hhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhheeee hh?h

80 90 100 110 120 130 140
TVCALRFFFGVTLGHGEIPERIAYARTPAKLPTILNGDEIVRFLEAVPSLRTRTALTTAYAAGLRASEAV
hhhhhheee?? hhhhh ?e hhhhhhhh ??2chhhhhhhhhhchhhhhhh
150 160 170 180 190 200 210
HLRVRDIDGERGIIRVEHGKGGKDRNVMLSAQLLATILRVYWRLARPEVWLFPGRDETKPIDVQVLSSACR
heeeh eeeeee hhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeee eeeeehhhhh
220 230 240 250 260 270 280
SACPAAGIDKRGTVHTLRHSFATHLLESGTDIRIIQVLLGHNNLSTTARYTKVSNTLIRSTTSPLDRLTL
eeeehhhhhhhhh eeceeeeee hh?h?hhceee? ?hhee

EVVPPG
ee

Figura 4.17: Estructura secundaria consenso del ORF2. Hh: Hélice a, Ee: lamina f,
(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

: random coil

Segun el programa SOSUI la proteina ORF2 es una proteina soluble, y segin

SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 no tiene péptido sefial. Segin PSORT y PSORTDb su

localizacién es citoplasmatica. No se han encontrado estructuras coiled-coil, HTH, ni
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cremalleras de leucinas. Con el programa Radar se ha observado la existencia de dos

tipos de repeticiones (Tabla 4.14).

Tabla 4.14: Repeticiones encontradas con el programa Radar en el ORF2.

Posicion Repeticiones

42-51 SP.DRLGLEDV
273-283 SP1DRLTLEVV
131-141 AAGLRASEAVH
215-225 AAGIDKRGTVH

4.2.2.3. Analisis del ORF3

El alineamiento del ORF3 con la regién amino terminal de varias proteinas se puede ver

en la Figura 4.18.

* 20 * 40 *

ZP 00152220: ----- MLINLINNIAFLVAL-VAAGLIVLKRFRKHTLNRQVLLGFLFGGVTLL : 54
AAR34929 : MVNERIILGLVNNAALLLSLGLIYDILSYRRNIQTPLMNRIVSGVTTGAIAVAL) : 60
Z25 HE MRSSAGSAAQGLIFDLFMRFGAIT : 31
AAN54561 HEE MQNAALLLALVFLYDAIPKKHQRQYFLLWRLGIGVLIGGIGVAI : 50
EAL11745 HEEE T MGISTLLLNTFIIIICILSYHVFWLEFKEKITCNHILFSILSSVAIIFC : 55

80
ZP 00152220: FAP LE NSIVLSVAGVV! A GAP LL ALL : 114
AAR34929 : FGPeI TILLGLTGLFFeTIPTVIAMATIA) GGTA ITT L GAC L : 120
Z25 : AGAEFRMWPHIFTLVSVSAFFGe¢PVSLLVTAG A MAATIT LI : 91
AAN54561 : YEP| IE SVLLCVSGLFFeGLPTAIAVVITLL IT GLI : 110
EAL11745 : LHA[EF FIPIILVFLYGNTKNIVFIGILYLS NGVLPSFIIFTIISVITM : 115
G iDR
* 140 160 * 180

ZP 00152220: LRREVAPSSTEYLALGV. Q AQLATFTQIPNGAGYPFIEQAWWILLLFYPPAT : 174
AAR34929 : IYRLRQAKAFSFGELYLFG GMILCMLLLTELIARTMASLALPVILIYPLCT : 180
Z25 : IYLTR———SPKIWHVLLFS PIFfGVGAGLFLL)3PAL-------=--=-=--======= : 127
AAN54561 : IYRKAHLASISGTEVISFAFLU LSWFFLLIZGQHVVPVLSKITLPILLIYPLAT : 170
EAL11745 : FF'YVLPKYVKEKKLLLSLLLILVCTTSLSICGFVTQINTGG —————————————————— : 157

rh

Figura 4.18: Alineamiento del ORF3 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. ZP_00152220: Histidina quinasa de Dechloromonas aromatica RCB, AAR34929 Histidina
quinasa de Geobacter sulfurreducens PCA, 7Z25: ORF3 de Rhizobium leguminosarum 725,
AANS54561: Proteina sensory box de Shewanella oneidensis MR-1, EAL11745: Histidina quinasa
putativa de Bacillus cereus G9241. Sombreado: residuo 100% conservado, residuo 80%
conservado, C residuo 60% conservado.
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

No se han encontrado dominios conservados con el programa RPS-BLAST. En la

Figura 4.19 se indica la estructura secundaria consenso del ORF3.

10 20 30 40 50 60 70
ORF3 MRSSAGSAAQGLIFDLFMRFGAITVMNMPFVAGAGFRMDHRFTLVSVSAFFGGPVSLLVTAGMAAGYRIY
Sec.Cons. hhhhhhhhhhhhhcceeee eeeeee eeeeeehchh?ceeece
80 90 100 110 120
ORF3 IGGMAAITGLIGIGVSSIVGLTAHYLTRSPKIWHVLLEFSAAVPLGVGAGLFLLPPAL
Sec.Cons. ecchhhhh??ececeeeee???hhee ceeeeee? eee

Figura 4.19: Estructura secundaria consenso del ORF3. Hh: Hélice a, Ee: lamina B, Cc: random coil
(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

Segun el programa SOSUI la proteina ORF3 es una proteina de membrana que
posee 4 hélices transmembrana (Figura 4.20), y segtin SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 no
tiene péptido senal. Segin PSORT y PSORTD la proteina ORF3 probablemente esta
localizada en la membrana interna. No se han encontrado estructuras coiled-coil, HTH,

cremalleras de leucinas, ni repeticiones.

127

Figura 4.20: Secuencia de la proteina ORF3 en la que se indican con subrayado punteado las
hélices transmembrana predichas con SOSUI. Las hélices primarias son de color naranja y las
secundarias de color azul.
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4.2.2.4. Analisis de RzcC

El alineamiento de la proteina RzcC (ORF4) se puede ver en la Figura 4.21.

* 20 * 60 *
AAF36413 : MNNIATEASANSNQSVLPEET/KKLAGAKAALQST SSV/ZRY|JISQML:D HHLEVDPLI PRI : 70
225 : MNNIATEVSANSSQNALSEET/YKKLAGAKAALQST “RY3 DIFHH PLINMRI : 70
CARA43422 : ———-——————————— - DFN-------- R IPAIE QY : 43
AAA21917 : ---—-—-—-——————— - INDFN-----—-— R IPAIE QY : 44
BAC49358 : --MPARGGKRMTKTGAAMRVEEPALN-------- ©ASKGLGGASAGGPHANGAQAANQSDASAAGTQ : 60

k GQ P r s 1 v nd

80 * 120 * 140
AAF36413 : AIATPKAVTGIEEPIIAIITVS (PEDIIKSEE LLpVIZNZTRELATMV : 140
z25 : AIAMPKADTGIE'PHIAI JAVS PEMIVKSeDIV|LLAVIZS-TRELATMV : 140
CAA43422 : LLLVDDG---- 'IRYCS JKLT (IDI) DRI IIpWi#N-FGDSSLLY : 103
AAA21917 : LLLVDDG---- 'IEYCS JKLT R (IDpUNAEDRI|} IIpWieY3FGDSSLLY : 104
BAC49358 : AAPPPKT------- VSQVLGEITWLMTQSPRHKAIP GDLE[LVMLAILLOQFRIFYKGEQPVG : 117

P a wa e r Lk dWw g w d iap

* 160 * 180 *
AAF36413 : LTNFHQVAKRE--D| AHLVDRETI RKLASGSSSEETGSSEIGNFIN———— : 190
z25 : LTNFHQVAKQD-- AHLVDPEV|!AKLSKIPQASAHG-EQHANTLN---- : 189

CAA43422 : KHMRQRFPYDIG
AAA21917 : KHMRQRFPYDIG
BAC49358 : VAFWALADEIV.

> SKKDTGKIIYI*KGGKITKKV.EKTFLQYEQELITALQ : 159

3SKKDTGKIIY|*KGGKIT AEKTFLQYEQELITALQ : 160
DAGDVRLSPAEWKSGTSRRIIDVVEPFGGEAEMRGQVSAG— : 172
Iip 1 a

Figura 4.21: Alineamiento del ORF4 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. AAF36413: RzcC de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 162Y10, Z25: RzcC de Rhizobium
leguminosarum 725, CAA43422: ApxIIC de Actinobacillus pleuropneumoniae, AAA21917: ApxIIC
de Actinobacillus suis 3714, BAC49358: BIr4093 de Bradyrhizobium japonicum USDA 110.
Sombreado: (@ residuo 100% conservado, (¢ residuo 80% conservado, C residuo 60% conservado.

Al emplear el programa RPS-BLAST se obtuvieron alineamientos con dos
dominios conservados (Tabla 4.15). El dominio pfam02794 HlyC corresponde a la
familia de aciltransferasas de toxinas RTX. Estan relacionadas con la acilacion de
residuos de lisina de protoxinas, de manera que estas se convierten en toxinas activas.
El donador del grupo acilo es acil-ACP (acy! carrier protein). La mutagénesis dirigida
de un residuo conservado de histidina en un miembro de esta familia ocasion6 la
inactivacion completa de la enzima. El dominio conservado COG2994 HlyC aparece en

la aciltransferasa hemolisina: ACP (proteina activadora de hemolisina).
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

Tabla 4.15: Dominios conservados encontrados en el ORF4. Se indica el nimero de aminoacidos, la
region con la que alinea, el porcentaje de alineamiento y el valor de E. A continuacion se encuentra

la secuencia del ORF4 en la que se indica en rojo la region que alinea con el dominio conservado
COG2994.

N° de acceso Dominio N° de aa Posicion % de alineamiento ~ Valor de E
CDD25964, pfam02794  HIlyC 158 37-132 54,4% 4e-04
CDD12338, COG2994 HlyC 148 33-132 61,5% 5e-07

1 MNNIATEVSANSSQONALSEETKKKLAGAKAALQSTFGQVVLAMSTVPRYR 50
51 SQOMLSDLHHLVVDPLINDRIAIAMPKADTGIEPPAIAIWAAVSAEVDARI 100
101 SEQAKAGGFPVRLKPEDWKSGDIVWLLDVIAPTRELATMVLTNFHQVAKQ 150
151 DNIKIHPMVAHLVDPEVLAKLSKIPQASAHGEQHANTLN 189

En la Figura 4.22 se indica la estructura secundaria consenso de RzcC (ORF4).

10 20 30 40 50 60 70
RzcC MNNIATEVSANSSQONALSEETKKKLAGAKAALQSTFGQVVLAMSTVPRYRSQMLSDLHHLVVDPLINDRI
Sec.Cons. hheee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheceeecee ?hhhhhhhhhhhh?h ?hh

80 90 100 110 120 130 140
RzcC AIAMPKADTGIEPPAIAIWAAVSAEVDARISEQAKAGGFPVRLKPEDWKSGDIVWLLDVIAPTRELATMV
Sec.Cons. hh? hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eee eeeeeee?cchhhhhhhh

150 160 170 180

RzcC LTNFHQVAKQDNIKIHPMVAHLVDPEVLAKLSKIPQASAHGEQHANTLN
Sec.Cons. hhhhhhhh e? hhhhhhhh hch
Figura 4.22: Estructura secundaria consenso del ORF4. Hh: Hélice a, Ee: l1Amina B, Cc: random coil

(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

Segun el programa SOSUI la proteina ORF4 es una proteina soluble, y segiin
SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 no tiene péptido sefial. Segin PSORT esta proteina
probablemente estd localizada en el citoplasma. No se han encontrado estructuras

coiled-coil, HTH, cremalleras de leucinas, ni repeticiones.
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4.2.2.5. Analisis de RzcA

El alineamiento parcial de la proteina RzcA (ORF5) se puede ver en la Figura 4.23. Es
interesante que hasta el aminodcido 2186 de la proteina RzcA no aparezcan residuos

conservados en un 80%.

A) De la posicidn 2250 a 3500 (RzcA 2179-3389):

2260 2280 *
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v v G dl e i Fa G T wt T

219



Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

Z25 H
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* 2680 * 2700 * 2720
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Figura 4.23: Alineamiento parcial del ORF5 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en
bases de datos. Se muestran las dos regiones del alineamiento en las que aparecen residuos
conservados en un 80 y en un 100%. Z25: RzcA de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 725,
AAF36415: RzcA de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 162Y10, BAB48496: RzcA de
Mesorhizobium loti MAFF303099, CAA04800: Bacteriocina de Rhizobium leguminosarum bv. viciae
248, 00162014: Toxina RTX de Anabaena variabilis ATCC 29413 (N° de acceso ZP_00162014).
Sombreado: (@ residuo 100% conservado, (& residuo 80% conservado, C residuo 60% conservado.

Al emplear el programa RPS-BLAST se obtuvieron alineamientos con dos
dominios conservados (Tabla 4.16). El dominio pfam06594 HCBP_ related es un

dominio relacionado con las proteinas de union a calcio tipo hemolisina. A menudo se
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encuentran multiples copias. El dominio COG2931 aparece en toxinas RTX y otras

proteinas de union a calcio relacionadas.

Tabla 4.16: Dominios conservados encontrados en el ORF5. Se indica el nimero de aminoacidos, la
region con la que alinea, el porcentaje de alineamiento y el valor de E.

N° de % de

N° de acceso Dominio o, Posicion . . Valor de E
aminoacidos alineamiento
CDD26706, pfam06594 HCBP_related 43 3966-4009 100,0% 6e-06
3181-3229 100,0% 9e-06
3569-3617 100,0% 2e-05
3049-3097 100,0% 3e-05
3701-3749 100,0% 9e-05
2917-2965 100,0% le-04
3441-3485 100,0% 5e-04
3313-3357 100,0% 5e-04
CDD12280, COG2931 C0OG2931 510 3492-3933 77,1% 0,009

1 MTDYIVDTANFYTLVRMNGSSGLEVLQALIDAGHKIVITDAVEAEITEFSA 50

51 AALHKDAQIASAWIRAHQSEIEIVPTNTFQDLEFPNGSNGSPLPRDLGEES 100
101 ILWLANSSRYADNPAIIVSDDSSFFGPDIFNPTKSIQDGVVRHSTDFLLK 150
151 YALDIDLIDPTDYAILRDELFATGRIEIKHSYTNSDLSVLTSVDPIDGSL 200
201 VYKNIAGDEVHLSFVATDPFVNLQKVEVIYAGALSEAHDGINGSLVGDNS 250
251 IVSLLARFMADNSGGVDPAVFAEAAQHLEFNQLKEGFSHPNFEASFKAGLV 300
301 AQFGSAIGDAAELLNAAYEPFIYGFQTGDWSKLGETVFEFGLSSAIGSEV 350

351 VGAAAVGYGLTLGTTAREIFAVGVVAVGLSDGINAALSLASKIEDDLTEA 400
401 IQPQEQPSQQLLDDLLIRRLLGDLYDQODNPNFQLKDVLRQLVTLASAEGP 450
451 DFRLTGPFGPYDAEHATLIIGTANSDRITSTDDNDVIFsGAGDDVVTzrG 500
501 GKDIVLGGAGSDIFTDSVTEGTEDGRSNEDDIYVGSEAFGDVSONEFHNWL 550
551 SGGGeTDIVRYTVDSLVADDPETPDDEGRLQQEGVRVTELSLSNIHTIQT 600
601 VAITVEDRAKGNAATDQLIGIEKVELSGRPDELIVKDHSLDVAILIDMGK 650
651 SGRIESELPVGEALTSDAFTIKVDVVDYSGLSHGINYLNGVTSDHNDVDT 700
701 LDNIFQWQGYDQELLTIVDYAAKGALGYNNALHVQGADQVKLSDHDDVLI 750
751 SADFGSIITtGEGQDKIWFTNGIGVTDLSSEDRIALGGVLTLYGGLKNEA 800
801 SEDPYAWGPYGTSYGLNAEGELVIRNAFWHVANPDGTPSDDVATMYVLNW 850
851 KDRTTQGPGGEGEVGPGGIFLAEYHMSFVRFRDITLDMKGQYSVLGEGAF 900
901 DILGLMIKTMTGHYPWGGQDPLVLDLDGDGIELTALDRSKSKLDLDNDLY 950
951 SEVSGEFVGKDDGVLVRDLNGDGkITGSDeMFGNATTSGLATLALLDGNHD 1000
1001 GkvDAADsGLADFNGDGavTAADsFSSLLVWQDANeNhrtDAGELKSVVE 1050
1051 RGIASINVTPNTGTVPQVVNGNTIASTAGYTLADGTVRTIADVLLKLDNQ 1100
1101 NTTYVGAPIQVSQSVVDLADLRGRGTLVSLHEAMSVLPAAETAVRAAIQT 1150
1151 LTSPVLSDLREAIRPILTAWAQGSPVKIGADIITGAAGLTAYDDLAIVRK 1200
1201 DGDVVDYAWGVSSSGDGTSDIPGIRMASGVIVSSSEGASGRGELTGLLSQ 1250
1251 WTGGGSSIVVTTGTELHNGVAVSYLDYRDGDDYLRIYNYQKADWSSNLAS 1300
1301 SANHTLGSGVVIDTIAGSDFSEFYERLIGESLQAFFDVPDSAAAGYQAVAA 1350
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1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
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2201
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2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801

FLDKMDDALNLFAVRLAVQSGPLAHYFDSIDYNAQSDGEFTSKSGSQIAAV
FTALLADAEQSSDAVSWLTDWKPFFDVFLSDYSRGSASQKNTYAFLAQNM
LNAVEQNAGGISVVDFAHAFGMAQDLFEFTGTGEVNGSGQDDILIVDGGET
VVRGGTGSDSYIIGKSEFGSTEIFDDDGLGGSVDTIREFSAHNAGDITIASRD
GIDLLLTDKATGAVLRITNEFEGRWPGSMIGDASRDYGVNQIVEFKDGTVW
TKVDIAEAVSKIDDASTHVVGtEdIDVLOGGKGDDLLEGGGATDIYRYGr
GDGQDTIHDFEGNAFRNDQDMLOFLDGIRSDDLIFQRDGASNDLVIRFKN
SPLDQITIRGOQFAATYTGPYGTWYMNRIDLETEDDGSSLTSDQVASIVLQ
AHstDGNDELYGmMErEDILRaGKGDDFISGGNgNDLYLYA1GDGHDVIQD
RMTNILSGTDDFLRFGAGIDREDITFGRVDGDRHSIVIYVNGGEGSiTLQ
NEFAYAASGVFGDIFFDRIERIDFTSGDQSIAWYQIATTVIAGQKEDGAD
VIEGEDiDDVLDGGAGNDTLYGYNGNDTYVWGrGYGNDQIQERGAGALNG
GDYDKITIFHDYVSADDIVLSRTPGASDIIITLKDTGETLTLIEQVSYNAT
NYRPDQVDETIHFSDGVIWYASDIRAHYLLDAKTDGDDHIYGEFWTNNTLDG
GAGNDILEGGDGSDTYVEFGYGYGHDEIRENYGIVTYDDDDAVRFAAGVDL
DDVTFQRSGEYDLLISLAGSSDTLLITSEFYVGVWDMNDVERFLFADGTOQ
ITREQISQRMIEAQstSGDDTINGEEINDTINGGGGNDIINaGKGADSIT
GGRGNDVIDGGGwWSDSYYYSrGDGNDTIVDGDWSGGSDRLEFFKDVNSSEV
SLVRNGNSLLIVIAESAPGVGDGGSVLLKDTIDGFYERGIETISFADGIS
WSRDVFVPMVINQQGtPGNDTITGsNiADTLAGGKGDDTINGGGGYDTYV
YArGDGNDTmEDGDWSGNGDRLLEVDINPGNISLLRHGNSLKILIAETAP
GAGDGGSILFQODTVDGFYEKGFETIQFANGTVWTINDQVROMLVDQAL CAG
NDTITGtGrGDTLRGSAGDDTLNGGGGGDAYVYArGDGSDTmEDGDWSGN
GDQIRFVDVNPNEVTLARQGNDLKILIRESVAGAGDGGSILFQDTVNGEY
EKGFETIRFANGTIWTNDQVROMLMDQAa tAGNDTINGsDrADILOGAAG
DDTITGrGGSDLYVWAhGDGSDTITIEGDWSGTGDRLQLSDVNAQDVTYLR
NGNDIVIIIRESAPGAGDGSSISLPYFLDGYYERGVESVLFADGTIYTRA
EILPLLPIIQatAGNDSIDGsNGDDTFEGGLGNDVLNG1GGNDTYRYSrG
DGADTVIEGSAGGADDRLVFTNINSTEVSLSRNGTDLTITIPKSTPTVND
AGSVLLRAALDGDQGGVETVVFADGVEWTKNDIRVKLLGAVs CTCNDTIT
GE£SsGDVITGGLGNDTINGaGGNDVYHYArGDGNDVITEAVANGMADTLA
FNGIFASDVSWGrSGTDLVLTIAPSVAGGTDGSTITLKGALDANAEQGIE
RFEVFADGTVWTEFVDFAAQVVNVAGTTAAETVNGENGSDIIRanAGSDVIN
GGGGSDVYLYQrGDGNDTINDDANGGSNDRLVLADINPAAVSLVRNGIDV
SLVIAPTVAGGADGGTILIKNELDEYYARGLEQVVFADGTVWSRADLRTM
VLQQAGtAGNDVIDGfNiADTIRGGKGDDTLNGOGsNDTYLYArGDGNDT
ITDYENAGDDDRLVENNINASDVTLVRTGIDLKLVVAESAAGVGDAGSIV
LKNMLDDYYARGVDKVVFADGTAWTRADFRTKVLOQAStDCGNDIIDGENY
ADTTIRGGKGNDSLNGgCGnNNDTYIYAr sDGNDLITEWDSAGDDDRLVESDI
NASDVTLVRSGIDLKLMVADVGDGGSILLKNMLDEYYARGVDKVVFADGT
ILTRADFRTTVLQQAstDGNDIIDGENVADTIRGGKGNDSLNGOGNNDTY
IYArsDGNDLITEWDSAGDDDRLVESDINASDVTLVRSGIDLKLMVADVG
DGGSILLKNMLDEYYARGVDKVVFADGTILTRADFRTTVLQQAVEDGNDT
IDGENVADTIRGGRGDDSLNGOGNNDSYLYArGDGNDAITEYENAGDDDR
LVFNNINASDVTLVRTGIDLKLAVAESAAGVGDAGSIVLKNMLDDYYARG
VDKVVFADGTIWTRATIRTKLLAQAATDGNNTIDCENVADTIHGGKGDDS
LNGoGnNDTYVYTrGDGNDVITEYENAGGSDRLVFADANAADVTLVRNGN
DVTVLVAESAVGAGNAGSITLKASLODYyGRGVDAIVFADGTTWSRADMI
AHTIAYVGGaAGNeTISGsSATDOIRaGAGNDTLVGGAGNDTYFY SaGDGN
DILDEQTSGTDVDVLRLHDLLKSEVRFERSASAPNDVMIRVLATGEAITL
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3851 KNQFNLAGGVESIVFKDGEVLGGAAGALDTALRSLVAIYGtAGNDTLVGE 3900
3901 VANDTFIGGSGDDRYNsSGTGSDIYLYAkGGGSDYIDDQSSSTVDVDVLRF 3950
3951 SDLDAGDVTEFSRSGVHTLITVNETGAVITLDEQLSSTTANWGLERIEFAD 4000
4001 GTVWNRAQISSASWIRGtAGNDTLTGtTGNDTLYGGAGNDTLNGGDGSDI 4050
4051 hFGGDGDDLLIGNVGADSFDGGNGVDTLDFTYYTGASHVIDLSAGVVTFET 4100
4101 DNSTTEQILNIENVIGGSGVNDIRGSSADNRLDGGAGNDGISGnDGNDIL 4150
4151 IGGDGDDTLRGGSGNDTLIGGTGFDSFDGGDGFDTgDFSYSTAAWTLDLQ 4200
4201 QGKALSSGTTETMVSIEALIGGAGNDILIGNAEANRLEGrLGNDTLTGGA 4250
4251 GDDAFVFKaGFGRDTLTDEFTAGAASVDVLDISTDLFSDFASVMAAANQVG 4300
4301 ADTVITHGANTSITLKNVALTSLHQODDFREFTTAA 4334

Figura 4.24: Secuencia de la proteina ORF5 en la que se indican con subrayado punteado las
hélices transmembrana predichas con SOSUI. Las hélices primarias son de color naranja y las
secundarias de color azul. También se indican todas las repeticiones de unién a calcio perfectas y
con un fallo, y las repeticiones con dos fallos que estian en tindem con las anteriores. Por otra parte,
se muestra un segundo motivo similar al descrito en otras toxinas RTX del género Rhizobium (se
repite cada 127-133 aminoacidos excepto el primero que estd a 150 aminoacidos del segundo), un
probable sitio de corte autocatalitico, y varios motivos EF-hand en la zona cercana al sitio
autocatalitico.

Repeticiones RTX perfectas: GGXGXDX(LIVWYF)X, con un fallo: GGXGXDX(LIVWYF)X, y
con 2 fallos: GGXGXDX(LIVWYF)X. Segundo motivo: [DG]-[FILV]-[DE]-[AKORST]-[FIV]-
[ELORSV]-F-[AK]-[DN]-G-[EITV]. Sitio de corte autocatalitico: DP, y EF-hand en la zona cercana
a DP: D-X-[NI]-[RGQH]-[DNS]-[GNR]-[IF]-I-[ TDNQ]-X-X-|DE]-[WL]. Los fallos aparecen en
mintscula.

En la Figura 4.25 se indica la estructura secundaria consenso de RzcA (ORF5).
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RzcA MTDYIVDTANFYTLVRMNGSSGLEVLQALIDAGHKIVITDAVEAEITFSAAALHKDAQIASAWIRAHQSE
Sec.Cons. eee ceeeceee hhhhhhhhh eeeechhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhoo?
80 90 100 110 120 130 140
RzcA IEIVPTNTFQDLFPNGSNGSPLPRDLGEESILWLANSSRYADNPATIIVSDDSSFFGPDIFNPTKSIQDGV
Sec.Cons. eeee hheeeeh eeeee ?e
150 160 170 180 190 200 210
RzcA VRHSTDFLLKYALDIDLIDPTDYAILRDELFATGRIEIKHSYTNSDLSVLTSVDPIDGSLVYKNIAGDEV
Sec.Cons. ee?chhhhhhhh hhhhhhhhhcceeeeee eeeeee eeee e
220 230 240 250 260 270 280
RzcA HLSFVATDPFVNLQKVFVIYAGALSEAHDGINGSLVGDNSIVSLLARFMADNSGGVDPAVFAEAAQHLEN
Sec.Cons. eeeee eeeeeeeecchhhh hhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhh
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RzcA QLKEGEFSHPNFEASFKAGLVAQFGSAIGDAAELLNAAYEPFIYGFQTGDWSKLGETVFEFGLSSAIGSEV
Sec.Cons. hhh? hhhhhhhhhhhhchhhhhhhhhhhhh eeeee eeeee eee
360 370 380 390 400 410 420
RzcA VGAAAVGVGITLGTTAAEIFAVGVVAVGISDGINAALSLASKIFDDLTEAIQPQEQPSQQOLLDDLLIRRL
Sec.Cons. ee?heeeeceecee hhhhheeeeeecee ?hhhhhhhhhhhhhhhhhh? hhhhhhhhhhhh
430 440 450 460 470 480 490
RzcA LGDLYDQODNPNFQLKDVLRQLVTLASAEGPDFRLTGPFGPYDAEHATLIIGTANSDRITSTDDNDVIFSG
Sec.Cons. hh hhhhhhhhhhhhh ee hhhheeeee ee eeee
500 510 520 530 540 550 560
RzcA AGDDVVTARGGKDIVLGGAGSDIFTDSVTEGTEDGRSNEDDIYVGSEAFGDVSQONFHNWLSGGGETDIVR
Sec.Cons. eeee eeee eee? eee h?hhhhh?h eeee
570 580 590 600 610 620 630
RzcA YTVDSLVADDPETPDDEGRLOQEGVRVTELSLSNIHTIQTVAITVEDRAKGNAATDQLIGIEKVELSGRP
Sec.Cons. eeeecee hhhhcceeeeeeeh ceceeeeeee? hhhheeeeeeece
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640 650 660 670 680 690 700
RzcA DELIVKDHSLDVAILIDMGKSGRIESELPVGEALTSDAFTIKVDVVDYSGLSHGINYLNGVTSDHNDVDT
Sec.Cons. ceeeee eeeeee e? ceeeeeee eeee ?
710 720 730 740 750 760 770
RzcA LDNIFQWQGYDQELLTIVDYAAKGALGYNNALHVQGADQVKLSDHDDVLISADFGSIITTGEGQDKIWET
Sec.Cons. hhhhhhh hhhhhhhhhhh heee eeee eeee eeeee eeeee
780 790 800 810 820 830 840
RzcA NGIGVTDLSSEDRIALGGVLTLYGGLKNEASEDPYAWGPYGTSYGLNAEGELVIRNAFWHVANPDGTPSD
Sec.Cons. ee heh?cceeeee heeehhheeee
850 860 870 880 890 900 910
RzcA DVATMYVLNWKDRTTQGPGGEGEVGPGGIFLAEYHMSFVRFRDITLDMKGQYSVLGEGAFDILGLMIKTM
Sec.Cons. ceeeeeceee eehhhhhhhhhh?eceee eeee hhhhhhhhhhh
920 930 940 950 960 970 980
RzcA TGHYPWGGQDPLVLDLDGDGIELTALDRSKSKLDLDNDLYSEVSGFVGKDDGVLVRDLNGDGKITGSDEM
Sec.Cons. eeee eeeeeh hheeeee eeeee e
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
RzcA FGNATTSGLATLALLDGNHDGKVDAADSGLADENGDGAVTAADSFSSLLVWQDANENHRTDAGELKSVVE
Sec.Cons. ??hhhhhhh e?hh eeeh eeeee hhchhhhhh
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
RzcA RGIASINVTPNTGTVPQVVNGNTIASTAGYTLADGTVRTIADVLLKLDNQNTTYVGAPIQVSQSVVDLAD
Sec.Cons. eeeeee eeee eee ee hhhhhhhhhhh eee e?chhhhhhhh
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Sec.Cons. ? eeehhhhhhhchhhhhhhhhhhhh? hhhhhhhhhhhhhhhh eeceeeee
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Sec.Cons. hhccheeee eeceeeeee ceceeeeeeece ??%eceee? eeee
1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
RzcA TTGTELHNGVAVSYLDYRDGDDYLRIYNYQKADWSSNLASSANHTLGSGVVIDTIAGSDFSFYERLIGES
Sec.Cons. e eeeeee eeeeee eeeeee hhhhhhhhhh
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
RzcA LOAFFDVPDSAAAGYQAVAAFLDKMDDALNLFAVRLAVQSGPLAHYFDSIDYNAQSDGFTSKSGSQIAAV
Sec.Cons. hhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eee hhhhh
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Sec.Cons. hhhhhhhhh hreee eeee ?hhhhhhhhhhhhhhhh eeeehhhhh
1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
RzcA GMAQDLFFTGTGEVNGSGQDDILIVDGGETVVRGGTGSDSYIIGKSFGSTEIFDDDGLGGSVDTIRFSAH
Sec.Cons. ?cchheee eeeee eeee eeeee eeee ceeeee
1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610
RzcA NAGDIIASRDGIDLLLTDKATGAVLRITNEFEGRWPGSMIGDASRDYGVNQIVFKDGTVWTKVDIAEAVS
Sec.Cons. eee eeee eeeeee ? eeeeee eeeeehhhhhhh
1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
RzcA KIDDASTHVVGTEDIDVLQGGKGDDLLEGGGDTDIYRYGRGDGQODTIHDFEGNAFRNDQDMLQFLDGIRS
Sec.Cons. hh eee eeee ?e eeeee eee hhhhhhhh
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
RzcA DDLIFQRDGASNDLVIRFKNSPLDQITIRGQFAATYTGPYGTWYMNRIDLEFTFDDGSSLTSDQVASIVLQ
Sec.Cons. eeee eeeee eeeeecceeee eee eeee hhhhhheeee
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
RzcA AHSTDGNDELYGMEREDILRAGKGDDFISGGNONDLYLYALGDGHDVIQDRMTNILSGTDDFLRFGAGID
Sec.Cons. ? e??hhhhhhhh? ee? eeeee hhhhhhhhhh hhhhe
1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890
RzcA REDITFGRVDGDRHSIVIYVNGGEGSITLONEFAYAASGVFGDIFFDRIERIDFTSGDQSIAWYQIATTV
Sec.Cons. eeceee eeceeee eehhhhhhhhh ?eeecceeee eehhhhheee
1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960
RzcA TAGQKTDGADVIEGFDIDDVLDGGAGNDTLYGYNGNDTYVWGRGYGNDQIQERGAGALNGGDYDKIIFHD
Sec.Cons. ee eeee e eeee eeee? hhh eeeee
1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
RzcA YVSADDIVLSRTPGASDIIITLKDTGETLTLIEQVSYNAINYRPDQVDETIHFSDGVIWYASDIRAHYLLD
Sec.Cons. eeee eeeeee ?eeeehhh eee eeeeeh?hhhhehh
2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
RzcA AKTDGDDHIYGFWTNNTLDGGAGNDILEGGDGSDTYVFGYGYGHDEIRENYGIVTYDDDDAVRFAAGVDL
Sec.Cons. eeeeee ee eeeee eeeee hhhhh
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2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170
DDVTFQRSGEYDLLISLAGSSDTLLITSEFYVGVWDMNDVERFLFADGTQITREQISQRMIEAQSTSGDD
eee eeeee ceceee?eeeceeee ?hhheh? ?hhhhhhhhhhhh
2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240
TINGFELNDTINGGGGNDIINAGKGADSITGGRGNDVIDGGGWSDSYYYSRGDGNDTIVDGDWSGGSDRL
eee ee ee eee eeee ee
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310
FFKDVNSSEVSLVRNGNSLLIVIAESAPGVGDGGSVLLKDTIDGFYERGIETISFADGISWSRDVEVPMV
eee eeeeee eeeeee eeeee? ?h?? eeceee ?eeeeee
2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380
INQQGTPGNDTITGSNIADTLAGGKGDDTINGGGGYDTYVYARGDGNDTMFDGDWSGNGDRLLFVDINPG
e e h e eeeeee ee eeeeee
2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450
NISLLRHGNSLKILIAETAPGAGDGGSILFQDTVDGFYEKGFETIQFANGTVWTNDQVROMLVDQATTAG
eeeee ceeeeee eeeee h?h eeeee eecchhhhhhhhhhh
2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
NDTITGTGRGDTLRGSAGDDTLNGGGGGDAYVYARGDGSDTMFDGDWSGNGDQIRFVDVNPNEVTLARQG
eee ee ? eeeee? eeeeee eeeeh
2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590
NDLKILIRESVAGAGDGGSILFODTVNGFYEKGFETIRFANGTIWTNDQVROMLMDQAATAGNDTINGSD
?eeeeehhh eeceee ?hh eeceee hhhhhhhhhhhhh
2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660
RADILQGDAGDDTITGRGGSDLYVWAHGDGSDTIIEGDWSGTGDRLQLSDVNAQDVTYLRNGNDIVIIIR
heee eee eeeee eeee eee eeee eeeeee
2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
ESAPGAGDGSSISLPYFLDGYYERGVESVLFADGTIYTRAEILPLLPIIQATAGNDSIDGSNGDDTFEGG
eeecee eeeee ee?ehhh eee
2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
LGNDVLNGLGGNDTYRYSRGDGADTVIEGSAGGADDRLVFTNINSTEVSLSRNGTDLTITIPKSTPTVND
?? eeee eeee eeeeee eeee eeeee
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870
AGSVLLRAALDGDQGGVETVVFADGVEWTKNDIRVKLLGAVSTTGNDTITGFSSGDVITGGLGNDTINGA
hhhhhhh eeeeeee ? ?eeeeeeee eeee eee
2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940
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eeeee hhhhhhhhchhhhhhhoceeeece eeeee eeeehch
2950 2960 2970 2980 2990 3000 3010
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hhhhhh???heeee? eeeeehhhhheeee eeee eeee ee eeee
3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080
QORGDGNDTINDDANGGSNDRLVLADINPAAVSLVRNGIDVSLVIAPTVAGGADGGTILIKNELDEYYARG
e eeeee hheeeh eeeeee eeeeechhhhhhh?
3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
LEQVVFADGTVWSRADLRTMVLQQAGTAGNDVIDGEFNIADTIRGGKGDDTLNGQGSNDTYLYARGDGNDT
eeeeee hhhhhhhhhhhh e? eeeee
3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220
ITDYENAGDDDRLVENNINASDVTLVRTGIDLKLVVAESAAGVGDAGSIVLKNMLDDYYARGVDKVVFEFAD
eeee eeee eeeee eeeee?h?h hhhhhhhhhhhhh eeeee
3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290
GTAWTRADFRTKVLQQASTDGNDIIDGEFNVADTIRGGKGNDSLNGQGNNDTYIYARSDGNDLITEWDSAG
hhhhhhhhhhhh ee ee eeeee eeeee
3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
DDDRLVFSDINASDVTLVRSGIDLKLMVADVGDGGSILLKNMLDEYYARGVDKVVFADGTILTRADFRTT
eeceee eeceee ?eeeeee eehhhhhhhhhh eeceee eeee ee
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430
VLQQASTDGNDIIDGENVADTIRGGKGNDSLNGQGNNDTYIYARSDGNDLITEWDSAGDDDRLVESDINA
eeee ee ee eeeee eeeee eeeee
3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500
SDVTLVRSGIDLKLMVADVGDGGSILLKNMLDEYYARGVDKVVFADGTILTRADFRTTVLQQAVTDGNDT
eeeee ?eeeeee eehhhhhhhhhh eeeee eeee ?hhhhhhhh
3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570
IDGEFNVADTIRGGRGDDSLNGQGNNDSYLYARGDGNDAITEYENAGDDDRLVENNINASDVTLVRTGIDL
ee eeceee eee? eeee eeceee h
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Figura 4.25: Estructura secundaria consenso del ORFS. Hh: Hélice a, Ee: lamina f,

3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
KLAVAESAAGVGDAGSIVLKNMLDDYYARGVDKVVFADGTIWTRATIRTKLLAQAATDGNNT IDGENVAD
hhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhh eeeee ee?hhhhhhhhhhhhh eee

3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710
TIHGGKGDDSLNGQGNNDTYVYTRGDGNDVITEYENAGGSDRLVFADANAADVTLVRNGNDVTVLVAESA
ee eeeee eeeee eeeee eeeee ceeeeee?e

3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780
VGAGNAGSITLKASLODYYGRGVDAIVFADGTTWSRADMIAHIAYVGGAAGNETISGSSDTDQIRAGAGN

eeehhhhhhh eeeeee hhhhhhhhh?h ee eeeh

3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850
DTLVGGAGNDTYFYSAGDGNDILDEQTSGTDVDVLRLHDLLKSEVRFERSASAPNDVMIRVLATGEAITL

eee eeeee ee hhhhhhhhhhhhhhhh ?eeeee? heee

3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920
KNQFNLAGGVESIVFKDGEVLGGAAGALDTALRSLVAIYGTAGNDTLVGTVDNDTFIGGSGDDRYNSGTG
hh?h eeeee e hhhhhhhhhhheeee eeceeee eee

3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990
SDIYLYAKGGGSDYIDDQSSSTVDVDVLREFSDLDAGDVTFSRSGVHTLITVNETGAVITLDEQLSSTTAN

eeeeee ee ceeeeeee eee eeeeee eeeeec?

4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060
WGLERIEFADGTVWNRAQISSASWIRGTAGNDTLTGTTGNDTLYGGAGNDTLNGGDGSDIHFGGDGDDLL

?eeee ?ech?e eeee ee ee ? eee ee

4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130
IGNVGADSFDGGNGVDTLDFTYYTGASHVIDLSAGVVTEFTDNSTTEQILNIENVIGGSGVNDIRGSSADN
ee eeceeeee eeeee eeee h???eceeceece

4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
RLDGGAGNDGISGNDGNDILIGGDGDDTLRGGSGNDTLIGGTGFDSFDGGDGFDTGDFSYSTAAWTLDLQ

eeeee ? eee? hhhhhhhh

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270
QGKALSSGTTETMVSIEALIGGAGNDILIGNAEANRLEGRLGNDTLTGGAGDDAFVFKAGEFGRDTLTDET
? hhhhehhhhh eeee hhhhh ?eeee

4280 4290 4300 4310 4320 4330
AGAASVDVLDISTDLFSDFASVMAAANQVGADTVITHGANTSITLKNVALTSLHQDDFRFTTAA

eeeeee hhhhhhhhhhhhhhh eeee eee?heeehh eeee

(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

: random coil

Segun el programa SOSUI la proteina ORFS5 es una proteina de membrana que

posee 2 hélices transmembrana (Figura 4.24), y segun SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 no

tiene péptido sefial. Segin PSORTD se trata de una proteina extracelular que podria

tener varias localizaciones. No se han encontrado estructuras coiled-coil, HTH, ni

cremalleras de leucinas. En este caso los motivos repetidos se han buscado con la ayuda

del programa fuzzpro de EMBOSS (Figura 4.24).

4.2.2.6. Analisis de RzcD

El alineamiento de la proteina RzcD (ORF6) se puede ver en la Figura 4.26.
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Resultados

* 580
Z25 : SUTTARPPKSAP---------- P 571
AAD34890 : SIHTTARPPKSAP----------— P 571
BAB48495 : R----PGG---—------- P 581
AAL44196 : S RVPQAQAAKGFAASAQTVS|3LRVVANVQPKPALVDDVQDEESQEGDADAKH : 615
BAC53179 : AQVLQPRVTPPA-----------|3 : 582
k

Figura 4.26: Alineamiento del ORF6 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. Z25: RzcD de Rhizobium leguminosarum 725, AAD34890: RspD de Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii, BAB48495: RspD de Mesorhizobium loti MAFF303099, AAL44196: PrsD
de Agrobacterium tumefaciens C58, BAC53179: transportador ABC de Bradyrhizobium japonicum
USDA 110. Sombreado: [@ residuo 100% conservado, (€ residuo 80% conservado, C residuo 60%
conservado.

Al emplear el programa RPS-BLAST se obtuvieron alineamientos con varios
dominios conservados. En la Tabla 4.17 se indican los dominios de cada familia que
dieron alineamientos con valores mas bajos de E. El dominio ¢d00267 corresponde al
dominio de unién a nucledtidos de los transportadores ABC. Este dominio muestra la
mayor similitud entre los miembros de esta familia. Todas las proteinas con dominios
de unidon a nucleodtidos poseen los motivos Walker A/P-loop y Walker B, y los
transportadores ABC ademas tienen un motivo C distintivo (signature), un motivo Q-
loop, y un motivo H-loop/switch region. El dominio pfam00005 corresponde al dominio
de unién a nucledtidos de los transportadores ABC, al igual que el dominio conservado
c¢d00267. El dominio COG4618 ArpD corresponde a un sistema de transporte de
proteasas y lipasas tipo ABC, y abarca los dominios transmembrana y de uniéon a

nucleodtidos.
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Tabla 4.17: Dominios conservados encontrados en el ORF6. Se indica el nimero de aminoacidos, la
region con la que alinea, el porcentaje de alineamiento y el valor de E. A continuacion se encuentra
la secuencia del ORF6 en la que se indica en rojo la region que alinea con el dominio conservado
¢d00267. Se muestra el motivo Walker A, el motivo C distintivo (PDOC00185) y el motivo Walker
B (Dean et al., 2001) con subrayado continuo. Los fallos estin en minuscula. Asimismo se indican
con subrayado punteado las hélices transmembrana predichas con SOSUI. Las hélices primarias

son de color naranja y las secundarias de color azul.

Walker A: (AG)XXXXGK(ST)
Motivo C: LSGGQ
Walker B: DEATSALD

N° de acceso Dominio N° de aa Posicion % de alincamiento ~ Valor de E
CDD5341, ¢d00267 ABC ATPase 217 321-540 99,5% 4e-43
CDD25356, pfam00005  ABC tran 183 348-533 100,0% le-30
CDD13766, COG4618 ArpD 580 2-567 97,4%

Sec.

Sec.

Sec.

Sec.

Sec.

Sec.

230

1 MAALSSLRKAFLGVGLTSCVINILALTGSEFFMLOVYDRVIPGRSLPTLVG 50

51 LGVIAATLEVFOGILELIRSLLLVRVGTAVDERFGDRVYGSLVLLPSRMQ 100

101 MPGDGLQCVRDLDTVRGFLSGPGPTALFDMPWMPFYLFLCELEHEWIGVT 150

151 ALAGALMLIGLTVLTEVRSRQPAKEAAKLAAERINLAEATKRNSEAVLAM 200

201 GFGHFIGLRWTEINRKYLANHVAASTVTGGLATASKILRMMLOSGVLAVG 250

251 ALLVIRQEASGGIMIASSILVSRALAPVELAIGOWKGEFVAARQSWARLTK 300

301 LMTLMSSEQREVALPAPRESLTVENLQIAAPGGRRTILRGVSFKVSAGEA 350
351 VGVIGPSASGKSTLARAVTGLWLPLGGSVRLDQALLTQWDPRELGRHVGY 400
401 LPQODVSLFDGSIAQNIGRFDPDAGSEAIIAAARAAGVYEMIVQFPDGEDT 450
451 KIGEHGSALSaGQORORIALARALYGDPFLVVLDEpnSnLDADGEAALTRA 500
501 ISGVRSRGGIAIVIAHRPSALVAVDKILVMGNGOMQAFGPKDEVLSKTTA 550
551 RPPKSAPQPVRLLIGGEETGS 571

En la Figura 4.27 se indica la estructura secundaria consenso de RzcD (ORF6).
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Figura 4.27: Estructura secundaria consenso del ORF6. Hh: Hélice a, Ee: lAmina B, Cc: random coil
(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

Segun el programa SOSUI la proteina ORF6 es una proteina de membrana que
posee 5 hélices transmembrana (Tabla 4.17), y segin SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 no
tiene péptido senal. Segin PSORT y PSORTb esta proteina probablemente esta
localizada en la membrana interna. No se han encontrado estructuras coiled-coil, HTH,
ni cremalleras de leucinas. Con el programa Radar se ha observado la existencia de dos

tipos de repeticiones (Tabla 4.18).

Tabla 4.18: Repeticiones encontradas con el programa Radar en el ORF6.

Posicion Repeticiones

409-434 DGsIAQNIGREDP..DAGSEAITAAARA
446-472 DG.FDTKIGEHGSALSAGQRQRIALARA
476-500 DP.FLVVLDEPNSNLDADGEA. .ALTRA
229-250 GGLATASKIL.RMMLQOSGVLAVG
261-283 GGIMIASSILvSRALAPVELAIG
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Capitulo 4.2. Analisis predictivo de la region secuenciada

4.2.2.7. Analisis de RzcE

El alineamiento de la proteina RzcE (ORF7) se puede ver en la Figura 4.28.
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Figura 4.28: Alineamiento del ORF7 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. AAK90008: RspE de Agrobacterium tumefaciens C58, CAC46615: Proteina transmembrana
de secrecion de toxina putativa de Sinorhizobium meliloti 1021, BAB48494: RspE de Mesorhizobium
loti MAFF303099, AAD34891: RspE de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 162Y10, Z25: RzcE de
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Rhizobium leguminosarum Z25. Sombreado: residuo 100% conservado, residuo 80%
conservado, C residuo 60% conservado.

Al emplear el programa RPS-BLAST se obtuvieron alineamientos con varios
dominios conservados. En la Tabla 4.19 se indican los dominios de cada familia que
dieron alineamientos con valores més bajos de E. El dominio pfam00529 corresponde a
la familia de proteinas de secrecion HlyD, y el dominio COG1566 EmrA corresponde a

una bomba de expulsion que confiere resistencia a multiples farmacos.

Tabla 4.19: Dominios conservados encontrados en el ORF7. Se indica el nimero de aminoacidos, la
region con la que alinea, el porcentaje de alineamiento y el valor de E. A continuacion se encuentra
la secuencia del ORF7 en la que se indica en rojo la region que alinea con el dominio conservado
pfam00529.

N° de acceso Dominio N° de aa Posicion % de alineamiento ~ Valor de E
CDD25537, pfam00529  HIlyD 309 56-366 99,7% 8e-21
CDD11279, COG1566 EmrA 352 52-400 75,3% le-13

1 MREKGAPSAERAIRNLTVAALGTILLLGGVMGGLAATTRLSGAVIASGTV 50
51 VVDSYVKPVQHQKGGTVGQIFVKDGDLVEAGQVLIHLDDTQTRANLAIVR 100
101 KRLDELSARTARLEAERDGAATVEFSKDFLAKANDPQVSRSIEGEKRLFA 150
151 DRRSSRTSRKAQLRERIEQLKQETEGLVAQETGKRQEIGLIEKELESLQR 200
201 LFDQGLVPANRVYALQREAANLTGELGSLLANEAQAKGRITETELQIIQI 250
251 DDDLRSEVSDQLRQAESDIGEFSERLVAAEDDLQRIDIRASQGGVVHQLA 300
301 VHAPGAVIAPGDAIMQIVPDRDALVAEVKLSPTDIDQVTIGQTVHLRESA 350
351 FTOQRNTPELNGVVAGIAADLTADQRSGLSYYVVRAEVSDGEWLRLGQVTP 400
401 LPGMPVEAFIQTGERTALAYLTKPFMDQVARAFKED 436

En la Figura 4.29 se indica la estructura secundaria consenso de RzcE (ORF7).
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RzcE
Sec.Cons.

RzcE

Sec.Cons. h

Figura 4.29: Estructura secundaria consenso del ORF7. Hh: Hélice a, Ee: lamina f,

FTORNTPELNGVVAGIAADLTADQRSGLSYYVVRAEVSDGEWLRLGQVTPLPGMPVEAFIQTGERTALAY

?hhhhhhhhhhh ?eeeeeee 2227 eeee hhhhhh
430

LTKPFMDQVARAFKED
?hhhhhhhhhh

(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

Segun el programa SOSUI la proteina ORF7 es una proteina soluble. Segiin
SOSUI (Signal) no tiene péptido senal, aunque SignalP 3.0 afirma lo contrario. El
programa PSORT considera que probablemente la proteina ORF7 es de localizacion
periplasmica, pero segin PSORTD esta proteina se encuentra en la membrana interna
aunque podria tener varias localizaciones. No se han encontrado estructuras HTH, ni
cremalleras de leucinas. Sin embargo, si se han encontrado cuatro posibles segmentos

con estructura coiled-coil. Con el programa Radar se ha observado la existencia de dos

tipos de repeticiones (Tabla 4.20).

Tabla 4.20: Repeticiones encontradas en el ORF7 con el programa Radar.

Posicion Repeticiones

146-189  ........ KRLFaDRRSS........ RTSRKAQLRERTEQLKQETEGLVAQETGKRQETIG
191-240 TEKELES1QRLF.DQGLV. .. ..... PANRVYALQREAANLTGELGSLLANEAQAKGRT .
241-287 TETELQ. .« vovenn... i1giddd1RSEVSDQLRQAESDIGEFSERLVAAE . DDLORID
28-87 GGVMGGLAat TRLSGAVIASGTVVVDsyVKPvghQKGGTVGQIFVK. . DGDLVEAGQV1THL
293-346 GGVVHQLA. . VHAPGAVIAPGDATIMQ. . IVP. . . DRDALVAEVKLSpt DIDQVTIGQT . VHL
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4.2.2.8. Analisis de RzcF

El alineamiento de la proteina RzcF (ORFS) se puede ver en la Figura 4.30.
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BAC47422 : FEHLKG : 405

AAK23309 : T----- : 337
AAD34892 : PLN--- : 388
z25 : PLN--- : 388
AAQO77474 : LTKK-- : 382

Figura 4.30: Alineamiento del ORF8 con secuencias de proteinas conocidas depositadas en bases de
datos. BAC47422: BIr2157 de Bradyrhizobium japonicum USDA 110, AAK23309: Aciltransferasa
putativa de Caulobacter crescentus CB15, AAD34892: RspF de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii 162Y10, Z25: RzcF de Rhizobium leguminosarum 725, AAQ77474: Aciltransferasa de
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482. Sombreado: (@ residuo 100% conservado, (¢ residuo 80%
conservado, C residuo 60% conservado.

Al emplear el programa RPS-BLAST se obtuvieron alineamientos con dos
dominios conservados (Tabla 4.21). El dominio pfam01757 corresponde a una familia
de aciltranferasas. Este dominio se ha encontrado en muchas proteinas sin caracterizar
de Caenorhabditis elegans y tiene una longitud de unos 300 aminoacidos. El dominio

COG1835 corresponde a aciltransferasas predichas.

Tabla 4.21: Dominios conservados encontrados en el ORF8. Se indica el nimero de aminoacidos, la
region con la que alinea, el porcentaje de alineamiento y el valor de E. A continuacion se encuentra
la secuencia del ORFS8 en la que se indica en rojo la region que alinea con el dominio conservado
pfam01757. Asimismo se muestran con subrayado punteado las hélices transmembrana predichas
con SOSUI Las hélices primarias estin subrayadas en color naranja y las secundarias en color
azul.

N° de acceso Dominio N°de  Posicion % de Valor

aa alineamiento de E

CDD25815, pfam01757  Acyl transf 3 327  50-348 90,8% 2e-17
CDD11545, COG1835 Predicted acyltransferases 386  80- 387 82,9% 3e-10

1 MQHFDERSGEERLQTTSDSVARSTFPAAAYPGPSDAQDLGHGAGQAKRPFE 50
51 IFLDELRGLAALSVVLLHASQOIFSFRLNSHSYLAVDFFFCLSGEVLANGY 100

101 DOTLKSGALGSKAFFLKRVVRLYPMIVVGVGLGVIASQVALTPRIALADV 150

151 SILAVGALILLPLGLLVGQEAFAINNPLWSICFEMVASVAYGCIARRREFH 200

201 FWYEIAAIALLAAALFQVVMLEGGIGPVGFASWRAFLEGEIRVGFSFLAG 250

251 VLIFRWRIYQRVGAAPPOIPLEVLIAVLIPPESVPNDIYDEICIAVIIPI 300

301 VVALAAAVPOGAERPFAAYLGQLSYPLYAVHLPVIQFGDHEQONLTDGEIP 350

351 LPVTVGGTLLVAVGVAHFLHGCFDAPLRAYLGRKFPLN 388
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En la Figura 4.31 se indica la estructura secundaria consenso de RzcF (ORFS).

Sec.Cons.

Sec.Cons.

Sec.Cons.

Sec.Cons.

Sec.Cons.

F

Sec.Cons.

Figura 4.31: Estructura secundaria consenso del ORF8. Hh: Hélice a, Ee: lamina f,
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(bucle al azar), ?: estados ambiguos.

: random coil

Seglin el programa SOSUI la proteina ORF8 es una proteina de membrana que

posee 10 hélices transmembrana (Tabla 4.21), y segtin SOSUI (Signal) y SignalP 3.0 no

tiene péptido sefial. Segin PSORT y PSORTDb esta proteina probablemente esta

localizada en la membrana interna. No se han encontrado estructuras coiled-coil, HTH,

ni cremalleras de leucinas. Con el programa Radar se ha observado la existencia de tres

tipos de repeticiones (Tabla 4.22).

Tabla 4.22: Repeticiones encontradas en el ORFS8 con el programa Radar.

Posicion Repeticiones

99-154 G..YDOTLKSGAL.GSKAF. . ... FLKR.VVRLYPMIVVGVGL. .GVIASQVALTPRIALADVSILA
161-212  ....... LPLGLLVGQEAF. . . .. ATINNpLWSICFEMVASVAY. .GCIARR.RFHFWYETAATALLA
213-265 RalFQVVMLEGGI .GPVGFaswraFLEG.FIR...... VGFSF1aGVLIFRWRIYQRVGAA. .. ...
300-327 TVVALARA. .VPQGAERPFAAYLGQISYPL

359-387 LLVAVGVAhfLHGCFDAPLRAYLGR.KFPL

266-280 PPQIPLFVLIAVLIP

285-299 PNDIYDFICIAVIIP
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4.3. ANALISIS DE LA REGION PROMOTORA DE LOS GENES
rzecCY rzeA

Una vez secuenciados y caracterizados los genes de la region responsable de la
expresion de la bacteriocina, se procedio a la identificacion del inicio de transcripcion

de los genes rzcC'y rzcA mediante la reaccion de extension de cebador.

4.3.1. Identificacion del inicio de transcripcion del gen rzcC

Para identificar el inicio de transcripcion del gen rzcC, se aislo ARN total de la cepa
725 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, cultivada durante 24 horas en medio TY
con agitacion (150 r.p.m.). La reaccidon de extension se realizd mediante el empleo de
un oligonucleétido denominado PEC, que hibrida entre las posiciones 5925-5943 de la
secuencia nucleotidica de la regiéon de la bacteriocina. Se detectd un transcrito cuyo
inicio corresponde a un nucledtido de T situado en la posicion 5847 de la secuencia de
la region de la bacteriocina, a 73 nucleodtidos en direccion 3°-5" del posible inicio de
traduccion de rzcC. Asimismo se encontraron dos posibles cajas -10 y -35, que

coinciden con la secuencia consenso de las cajas de Sigma-70 (Figura 4.32).
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Capitulo 4.3. Andlisis de la region promotora de los genes rzcC y rzcA

A| CATCGCGATGCAATTTCACET GCAATTGTAAATTCAATTTgTAATCTCCA
-35 -10
TCCAGCAATCCGAGTTGGGACGATTGCAACTATATCGGGCTATTTTGCCG

+1
GTAACCCATGGGGCTGGGGATACATGAATAACATTGCGACGGAAGTGTCG

rbs 3" -ATTGTAACGCTGCCTTCAC-5"PEC

Consenso Sigma-70: [TTGaca]-N,;_;,-[TAtaaT]

C
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Figura 4.32: Analisis de la region promotora del gen rzcC mediante reaccion de extension de
cebador. A: Secuencia de ADN de la region promotora del gen rzcC de Rhizobium leguminosarum
bv. viciae cepa Z25. El gen rzcC se ha indicado en color naranja y el inicio de traducciéon (ATG) con
subrayado. También se ha sefialado el posible lugar de unién al ribosoma (rbs) con subrayado, el
cebador PEC en color verde y el inicio de transcripcion (T) en negrita con un +1 debajo y con una
flecha que indica la direccion de transcripcion. Las posibles cajas -10 y -35 (Lacour y Landini,
2004) se han indicado en color azul y en negrita, y los fallos con respecto a la secuencia consenso
estin en mindscula. B: A la izquierda se encuentra el producto de extension y a la derecha la
reaccion de secuenciacion. La flecha azul indica la localizacion del transcrito detectado. La
secuencia mostrada es la complementaria a la hebra secuenciada.
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4.3.2. Identificacion del inicio de transcripcion del gen rzcA4

Para identificar el inicio de transcripcion del gen rzcA se aislo ARN total de la cepa Z25
de Rhizobium leguminosarum bv. viciae cultivada en medio TY durante 24 horas con
agitacion (150 r.p.m.). La reaccion de extension se realizd6 mediante el empleo de un
oligonucle6tido denominado PEA, que hibrida entre las posiciones 7023-7040 de la
secuencia nucleotidica de la region de la bacteriocina. Se detectaron dos transcritos, 1y
2, que daban una sefial débil. El transcrito 1 se inicia en un nucleoétido de T situado en la
posicion 6978 de la secuencia de la region de la bacteriocina, a 12 nucleotidos en
direccion 3°-5" del posible inicio de traduccion de rzcA. El transcrito 2 se inicia en un
nucledtido de C situado en la posicion 6977 de la secuencia de la region de la
bacteriocina, a 13 nucledtidos en direccion 3°-5" del posible inicio de traduccion de
rzcA. Asimismo se encontraron dos posibles cajas -10 superpuestas, que contienen cinco
nucledtidos idénticos a los de la secuencia consenso de la caja -10 de Sigma-70
(TAtaaT), aunque una de ellas podria tratarse de una caja -10 extendida ya que contiene

ocho nucledtidos de la secuencia consenso 5'-TGNTATAAT-3" (Figura 4.33).

241



Capitulo 4.3. Andlisis de la region promotora de los genes rzcC y rzcA

A GAAATTACATAAACGATGCGTACAAAGGAAAATCTCCTGTGTATTTGTCG
-10
CGCCTATATATGGGAATACATGATATTATTATTTCATCTGAGGCGTAGAG

. -10 rbs
-10 extendida 1

+
+1
ATGACCGATTATATCGTTGATACAGCTAATTTTTATACGCTCGTTCGCAT

PEA 3'-ATATGCGAGCAAGCGTA-5"

Consenso Sigma-70:[TTGaca]-N,;_,,- [TAtaaT]
Consenso -10 extendida:TGNTATAAT

S->-H>0-

Cajas —10
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L

PO>0-HQ->0-H-AHA> 4>

*
%
*
%

Figura 4.33: Anadlisis de la regién promotora del gen rzc4 mediante reacciéon de extension de
cebador. A: Secuencia de ADN de la region promotora del gen rzcA de Rhizobium leguminosarum
bv. viciae cepa Z25. El gen rzcA se ha indicado en color rojo y el inicio de traduccion (ATG) con
subrayado. También se ha sefialado el posible lugar de unién al ribosoma (rbs) con subrayado, el
cebador PEA en color verde y los inicios de transcripcion (C y T) en negrita con un +1 debajo y con
una flecha que indica la direccion de transcripcion. Las posibles cajas -10 y -10 extendida (Mitchell
et al.,, 2003) se han indicado en color azul y en negrita. B: A la izquierda se encuentran los
productos de extension y a la derecha la reaccion de secuenciacion. Las flechas rojas indican la
localizacion de los dos transcritos detectados. La secuencia mostrada es la complementaria a la
hebra secuenciada.
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Resultados

4.4. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE ACIL HOMOSERINA
LACTONAS POR Rhizobium leguminosarum bv. viciae CEPA 725

Antes de proceder al estudio de la posible implicacion del mecanismo de percepcion de
quorum en la regulacion de la produccion de bacteriocina por la cepa Z25 de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae, se analizo la produccion de AHLs por la cepa Z25 mediante
ensayos en placa con Chromobacterium violaceum cepa CV026 y Agrobacterium
tumefaciens NTL4 pZLR4. Como cepa control se empled la cepa A34 de Rhizobium

leguminosarum bv. viciae (Downie et al., 1985).

4.4.1. Ensayo en placa con Chromobacterium violaceum cepa CV026

Se realizé un ensayo en placa para la deteccion de las AHLs producidas por las cepas
725 y A34 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae utilizando Chromobacterium
violaceum CV026 como cepa indicadora. Alrededor de la cepa A34 se observé un halo
de color violeta, lo que no ocurrié con la cepa Z25 (Figura 4.34). La cepa CV026
produce el pigmento violaceina como respuesta a AHLs de cadena corta y mediana (4-8
carbonos), por lo que la incapacidad de la cepa Z25 de activar la produccion de
violaceina por la cepa CV026 indica que la cepa Z25 no produce este tipo de AHLs, al

menos a un nivel detectable por la cepa indicadora en las condiciones del ensayo.

Figura 4.34: Ensayo de deteccion de AHLs en placa con Chromobacterium violaceum cepa CV026.
A34: cepa A34 de R. leguminosarum bv. viciae, Z25: cepa Z25 de R. leguminosarum bv. viciae.
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Capitulo 4.4. Estudio de la produccion de AHLs por la cepa Z25 y la mutante Z25-cinl’

4.4.2. Ensayo en placa con Agrobacterium tumefaciens NTL4 pZ1L.R4

Se llevo a cabo un ensayo en placa para la deteccion de la produccion de AHLs por las
cepas Z25 y A34 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae utilizando Agrobacterium
tumefaciens NTL4 pZLR4 como cepa indicadora. Alrededor de la cepa A34 se observo
un halo de color azul con un didmetro de aproximadamente el doble del tamafio del halo

que origind la cepa Z25 (Figura 4.35).

Figura 4.35: Ensayo en placa para la deteccion de AHLs con Agrobacterium tumefaciens NTL4
PZLR4 como cepa indicadora. A34: cepa A34 de R. leguminosarum bv. viciae, Z25: cepa Z25 de R.
leguminosarum bv. viciae.

Una vez comprobado que la cepa Z25 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae
producia AHLs, se procedio a la busqueda de los genes cinRI en dicha cepa. En la cepa
A34, los genes cinRI se encuentran en la cima de una cascada que controla la expresion
de al menos otras tres AHL sintasas (Rodelas et al., 1999; Lithgow et al., 2000;
Wisniewski-Dye et al., 2002).
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Resultados

4.5. CLONACION Y SECUENCIACION DE LOS GENES cinRI, Y
CONSTRUCCION DE UNA MUTANTE DE LA CEPA Z25 EN EL

GEN cinl

4.5.1. Amplificacion de los genes cinRI

Para amplificar los genes cinRI de la cepa Z25 se llevd a cabo una PCR con unos

cebadores disefiados a partir de la secuencia consenso obtenida del alineamiento de las

secuencias de los genes cinRI de Rhizobium leguminosarum cepa 8401 (N° de acceso

AF210630) y Rhizobium etli cepa CNPAF512 (N° de acceso AF393621). Para facilitar

la clonacion de los genes cinRI se incluyeron los sitios de restriccion Notl y Xbal en los

cebadores CIN1BNot y CIN2BXba. La secuencia de los cebadores, los parametros de la

reaccion de PCR y los componentes de dicha reaccion se muestran a continuacion.

Cebadores:

CIN1BNot: cttgcggccgcGCCATGTCCTGCCAGCT
CIN2BXba: ggtctagaTCGGCATCATCATCACCTC

Programa:

-95°C 2’

-4x 95°C 1’
60°C 1’

72°C 2,5’

-28x 95°C 17
69°C 1’

72°C 2,5

- 72°C 107

Componentes (ulL):

ANTPS.c.eeeieeeeeeeeeeee e 1
Pfu Turbo ADN polimerasa.............. 1
Agua bidestilada..........cccceeveeneenne 42
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Capitulo 4.5. Clonacion y secuenciacion de los genes cinRl, y construccion de una mutante en cinl

4.5.2. Clonacion y secuenciacion de los genes cinRI

El producto de la anterior PCR, cuyo tamaio coincidi6 con el tamafio esperado de 2,2
kb, se dializé y a continuacion se realizé una digestion con las enzimas Notl/Xbal. Se
llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa, y tras la tincién con bromuro de etidio
se escindiod la banda y se extrajo el ADN. El fragmento de ADN se ligd con el pladsmido
pBluescript II KS (-) y la ligacion se transformoé en células competentes de la cepa
DH5a de E. coli. Los clones se seleccionaron en placas de LB Ap con X-Gal e IPTG. A
los clones resultantes se les extrajo el ADN plasmidico por lisis alcalina y se
comprobaron por digestion con enzimas de restriccion y electroforesis en gel de agarosa
para determinar el tamafio. El clon correcto recibié el nombre de pMAGR39 y se

secuencio con los cebadores universal y reverso, asi como con cebadores de disefio.

4.5.3. Estudio predictivo de los genes cinRI

La secuencia del fragmento amplificado por PCR tuvo una longitud total de 2,187 kb
(Figura 4.36) con un porcentaje de G+C de 60,22%. Al analizarla se observo la
existencia de dos posibles marcos abiertos de lectura ORF1 y ORF2 (Tabla 4.23), que

se transcriben en la misma direccion.

Tabla 4.23: Posibles ORFs encontrados. Se indica la posicion en la secuencia, el tamaifio en pares de
bases, el porcentaje de G+C y la hebra en la que se encuentra cada uno (+ directa, -
complementaria).

ORF Posicion Tamaiio (pb) G+C (%) Hebra
ORF1 205-930 726 60,74 +
ORF2 1073-1738 666 60,36 +
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Resultados

Figura 4.36: Secuencia de nucledtidos de los genes cinRI amplificados por PCR en Rhizobium
leguminosarum bv. viciae cepa Z25. Se han indicado los siguientes genes: cinR en color azul y cinl
en color rojo. Los codones de inicio de traduccion se muestran en subrayado continuo, los codones

posible sitio de inicio de transcripcion (+1) de cinR segin el programa BDGP Neural Network
Promoter Prediction se ha indicado en negrita y con sombreado gris.
GCCATGTCCTGCCAAGCTGGATTTCAGGCCCTTGGCGGCCTGTTGGCATTCGGCAATCTCGAATGGTCTCTTGCTGTECA 80
TATGAGGTCTCCTCATGACAGGCGCTAGCAGATGGGGCCCGGATTGTCATTCCCCGCATATGTGGGGATGCCTTGTATTT 160

cinR ->
ATGACAGCGCTCGCGGTAGGATTGAGGGGATTGGGGCAGTGGAAATGATTGAGAATAACTACAGCGAAAAGTTCGAGTCC 240

GCTTTCGAACAGATCAAGGCTGCGGCCAATGTGGATGCCGCCATCCGCATTCTCCAGGCGGAATATGGCCTCGATTTCGT 320
CACCTACCATCTCGCCCAGACGATCGCGGCCAAGATCGATTCGCCCTTCGTGCGCACCACCTATCCGGATGCCTGGGTCT 400
CCCGCTACCTCCTGAACAGCTATGTAAAGGTCGATCCGATCGTCAAGCAGGGCTTCGAGCGGCAGCTGCCCTTCGACTGG 480
AGCGAGGTCGAGCCGACGCCGGAGGCCTATGCCATGCTGGTCGACGCCCAGAAGCACGGTATCGGCGGCAACGGCTACTC 560
CATTCCCGTCGCCGACAAGGCGCAGCGCCGCGCGCTCTTGTCGCTGAATGCCCGCATACCGGCGGAAGAATGGGCCGAAC 640
TCGTCCGCCGCTGCCGTAACGAATGGATCGAGATCGCCCATCTCATCCACCGCAAGGCCGTCTACGAGCTGCACGGCGAG 720
AACGATCCGGTGCCGGCATTGTCGCCGCGCGAGATCGAATGTCTGCATTGGACGGCGCTGGGCAAGGATTACAAGGATAT 800
TTCGGTGATCCTCGGCATATCGGAGCACACCACGCGCGATTATCTGAAGACCGCCCGCTTCAAACTCGGCTGCGCCACGA 880
TCTCGGCCGCCGCTTCGCGGGCCEGTGCAATTGCGCATCATTAATCCCTAGCGCATGGCGTTGTCGCAAAACCGCTGCACA 960
CTTTCGCGCGATATGCGCCCCCCTCATCTGAGGGGGCCCATCTGAGGG