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RESUMEN. La gendmica funcional esta cambiando nuestra com-
prension de la biologia y cambiando nuestra manera de realizar la
investigacion en microbiologia. Esta nueva drea de la investigacion
concertd el uso de herramientas de genética de alta capacidad de
procesamiento con el analisis de trascripcién de RNAm, proteinas, y
metabolitos para contestar a la tltima pregunta que se obtiene de
todos los proyectos de secuenciacion del genoma y que es: ;cudl es
la funcién biolégica de cada gene? La gendmica funcional esta pro-
duciendo un cambio en el paradigma de la investigaciéon mas alla
del andlisis de solo los genes, proteinas, o metabolitos hacia el ana-
lisis de cada uno de estos pardmetros en una escala global. Identifi-
cando y midiendo varios, sino el grupo completo, de los actores
moleculares que participan en un proceso biolégico dado, la gené-
mica funcional ofrece un panorama completo para obtener una re-
presentacion verdaderamente aproximada de la vida. Los métodos
de la gendmica funcional no son necesariamente hipétesis-dependien-
te, sin embargo, ofrecen informacion acerca de expresion de RNAm,
regulacion genética, expresion de proteinas, localizacion de la protei-
na, e interacciones proteicas. En su principio, la biologia inicio al ob-
servar a la naturaleza y al experimentar con sus piezas aisladas. La in-
vestigacion en Gendmica ahora genera nuevos tipos de observacién
compleja de la naturaleza. Este capitulo describe herramientas como
(protedmica, transcriptomica), gendmica comparativa y bioinformati-
ca, que estdn actualmente siendo utilizadas en el trabajo de genémica
estructural y gendémica funcional y considera ademads el impacto de
esta nueva disciplina en la investigacién en microbiologia.

Palabras clave: Gendmica estructural, gendmica funcional.

INTRODUCCION

Si la genémica estructural es la rama de la genémica
orientada a la caracterizacién y localizacién de las se-
cuencias que conforman el ADN de los genes, la genémi-
ca funcional consiste en la recoleccién sistematica de in-
formacién sobre la funcién de los genes, mediante la
aplicacién de aproximaciones experimentales globales
que evaliden la funcién de los genes haciendo uso de la
informacidén y elementos de la gendémica estructural. Se
caracteriza por la combinacién de metodologias experi-
mentales a gran escala con estudios computacionales de
los resultados y también de la informacién obtenida me-
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Genomica y genomica funcional en microbiologia

ABSTRACT. Functional genomics is changing our understanding
of biology and changing our approach to biological research. It
brings about concerted, high-throughput genetics with analyses of
gene transcripts, proteins, and metabolites to answer the ultimate
question posed by all genome-sequencing projects: what is the bio-
logical function of each and every gene? Functional genomics is
stimulating a change in the research paradigm away from the analy-
sis of single genes, proteins, or metabolites towards the analysis of
each of these parameters on a global scale. By identifying and mea-
suring several, if not the entire, molecular group of actors that take
part in a given biological process, functional genomics offers the
panorama of obtaining a truly holistic representation of life. Func-
tional genomics methods are defined by high-throughput methods
which are, not necessarily hypothesis—dependent. They offer in-
sights into mRNA expression, protein expression, protein localiza-
tion, and protein interactions and may cast light on the flow of in-
formation within signaling pathways. At its beginning, biology
involved observing nature and experimenting on its isolated parts.
Genomic research now generates new types of complex observa-
tional data derived from nature. This review describes the tools that
are currently being used for functional genomics work and consid-
ers the impact that this new discipline on microbiology research.

Key words: Structural genomics, functional genomics.

diante la secuenciacién de genomas (gendémica compara-
tiva y bioinformatica).

Con la genémica funcional el objetivo es llenar el hue-
co existente entre el conocimiento de las secuencias de un
gen y su funcidn, para de esta manera desvelar el compor-
tamiento de los sistemas bioldgicos. Se trata de expandir
el alcance de la investigacion bioldgica desde el estudio
de genes individuales al estudio de todos los genes de una
célula al mismo tiempo, en un momento determinado.

Genomica funcional, el papel de los estudios de la
expresion génica

Estamos siendo testigos de un cambio notable en la esca-
la de la investigacién en microbiolégica molecular y esta-
mos entrando en la era de la gran ciencia. En la dltima déca-
da nos hemos movido del tiempo cuando los articulos de
investigacion eran basados totalmente en el andlisis de un
solo gene y su producto u operon para cambiar a articulos
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que describen la secuencia de todo un genoma. La secuen-
ciacién de genomas microbianos avanza rapidamente, sobre
todo si consideramos que varios cientos de ellos estdn en
vias de secuenciacion (HTTP://www.tigr.org/tdb/mdb/
mdbcomplete. HTML). La disponibilidad de este nivel de
informacién genética ha creado los términos gendmica fun-
cional, genémica comparativa, transcriptomica, proteémi-
ca, asi como los que describen la aplicacion de la mutagé-
nesis masiva o en gran escala, el andlisis de regulacion
mediante bioinformética etc. Sin embargo, esto también ha
producido una preocupacién de que este tipo de acerca-
mientos al entendimiento de la funcién o regulacién de los
productos del genoma se mueven hacia andlisis no condu-
cidos por una hipétesis o lo que ha sido llamado peyorati-
vamente ciencia conducida o dirigida por los datos o resul-
tados. Es claro que la inferencia cientifica utiliza una
combinacién de razonamiento deductivo e inductivo. La
gendémica funcional nos permite hacer ahora nuevos e ines-
perados acoplamientos entre la funcién de genes sin rela-
cién y genes hasta ahora no caracterizados, y sugerir hip6te-
sis las cuales pueden ser probadas posteriormente por
métodos tradicionales de genética molecular y bioquimica
(Hughes 2000). La investigacion en gendmica funcional
puede ser llamada ciencia libre de hipétesis, pero también
debe ser vista positivamente ya que revelara la funcion de
muchos genes que no han podido ser definidos por andli-
sis convencionales. La necesidad de este tipo de aproxi-
maciones es justificable ya que por ejemplo la secuencia
del genoma de E. coli, contiene atin 1632 (38%) genes de
funcién desconocida los cuales permanecen en espera de
ser funcionalmente caracterizados (Hinton 1997). La fun-
cién de estos genes podria no ser definida sin el uso de
aplicaciones de la tecnologia de gendémica funcional com-
binada con experimentos creativos.

¢ Cudl es la importancia de la bioinformdtica en la
genomica funcional y la genomica comparativa?

Integracion es la palabra clave para entender la importancia
de la bioinformatica, ya que a través de herramientas y utili-
zando la informacién ya depositada en bases de datos alrede-
dor del mundo estamos comenzando a descubrir relaciones no
triviales escondidas en el cdigo de la vida.

La bioinformatica ha empezado a ocupar un papel cen-
tral como punto de unién que une a diversas dreas de la
ciencia. Actualmente, se necesitan herramientas para ges-
tionar informacién genética en paralelo. Para ello se em-
plean nuevas tecnologias para extraccién de conocimien-
to, mineria de datos y visualizacién. Se aplican técnicas
de descubrimiento de conocimiento a problemas biol6gi-
cos como andlisis de datos del genoma, proteoma o trans-
criptoma. La bioinformatica, en este sentido, ofrece la ca-
pacidad de comparar y relacionar y ain mdas generar
informacién genética con una finalidad deductiva, siendo
capaz de ofrecer respuestas que no parecen obvias a la vis-
ta de los resultados de los experimentos. Todas estas tec-
nologias de genémica funcional vienen justificadas por la
necesidad de tratar informacion masiva, no individual,
sino desde enfoques celulares integrados (gendémica fun-
cional, proteémica, expresiéon multigénica).
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INTRODUCCION

Las bacterias capaces de establecer simbiosis fijado-
ras de nitrégeno con leguminosas pertenecen en su

mayoria a las a-proteobacterias, y a algunas especies de
las B-proteobacterias (Moulin et al., 2001). Recientemen-
te nuestro grupo publicé la secuencia completa de Rhi-
zobium etli CFN42, una bacteria simbidtica fijadora de
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nitrégeno asociada con el frijol (Gonzalez et al., 2006).
El genoma completo de otros microorganismos simbioti-
cos fijadores de nitrégeno como Mesorhizobium loti, Si-
norhizobium meliloti, Bradyrhizobium japonicum y Rhizo-
bium leguminosarum también ha sido determinado
(Galibert et al., 2001; Goodner et al., 2001; Kaneko et
al., 2000; Kaneko et al., 2002; Wood et al., 2001; Young
etal., 2006). En esta comunicacion revisamos las princi-
pales caracteristicas del genoma de R. etli y presentamos
resultados preeliminares de la comparacién del genoma
de R. etli CFN42 con secuencias genémicas parciales de
6 cepas de R. etli “bonafide” y la estimacién de la varia-
cién genomica entre ellas.

EL GENOMA DE R. etli CFN42

El genoma de R. etli CFN42 consiste de un cromosoma
circular y seis plasmidos (Tabla 1). El cromosoma contie-
ne la mayoria de los genes esenciales para la vida celular,
mientras que los plasmidos codifican funciones auxiliares
en muchos casos desconocidas. El plasmido simbi6tico o
p42d contiene los genes mds importantes para realizar la
simbiosis. Hay un pldsmido conjugativo (p42a) que con-
tiene todos los genes vir, necesarios para transferir el T-
DNA comtnmente encontrados en los pldsmidos tumuro-
génicos de Agrobacterium, pero carece de T-DNA. Por lo
tanto no es infectivo. En el resto de los pldsmidos, excepto
en el plasmido p42e que tiene los genes minCDE necesa-
rios para la divisién celular, no hay genes absolutamente
indispensables. Estos plasmidos codifican para diversas
funciones como para la sintesis de tiamina y cobalamina,
utilizacién de nitrito, degradacién de catecol y protocate-
cuato, entre otras.

Como en otras Rhizobiales, el genoma de R. etli tiene
un elevado nimero de transportadores de diversos meta-
bolitos y reguladores transcripcionales, asi como 23
subunidades sigma. Muchos de estos genes corresponden
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a familias de pardlogos de origen reciente o ancestral,
que suman 27% del contenido total de genes de R. etli
(6,034). Esto indica que R. etli tiene una gran redundan-
cia genética, que a la vez se traduce en plasticidad meta-
bélica. En R. etli hay una gran cantidad de genes que co-
difican isozimas, repartidos en el cromosoma y en los
plasmidos.

EVOLUCION GENOMICA

El contenido promedio de GC del genoma de R. etli
es de 61.5%, sin embargo los plasmidos p42a y p42d
tienen un GC promedio de 58%. Estos pldsmidos tam-
bién son diferentes al resto del genoma en el uso de co-
dones y en la firma de varios dinucléotidos. Ademds,
tanto el p42a como el p42d pueden ser transferidos por
conjugacién. Asi mismo, la presencia de un gran nime-
ro de secuencias de insercién en estos pldsmidos y en el
cromosoma, pero no en el resto de los plasmidos, hace
suponer que no han tenido una historia conjunta con el
resto del genoma, y que son adquisiciones recientes del
genoma.

La comparacién del genoma de R. etli con otros geno-
mas de Rhizobiales disponibles, revela una gran conserva-
cién entre los cromosomas pero no con los plasmidos. Las
especies mas relacionadas con R. etli son S. meliloti y A.
tumefaciens, y en menor grado M. loti y otras bacterias no
simbidticas como Brucella. Estas comparaciones muestran
una estructura en mosaico del cromosoma de R. etli, con
regiones altamente conservadas y regiones variables. En
estas regiones variables se localizan genes de origen exter-
no como ISs, algunos genes de fagos y de plasmidos. Tam-
bién las regiones variables contienen muchos de los genes
relacionados con la sintesis de la envoltura externa de la
bacteria, como son lipopolisacdridos y exopolisacaridos.
Algunos de estos genes estdn relacionados con la nodula-
cioén (Gonzalez et al., 20006).

Tabla 1. Caracteristicas generales del genoma de Rhizobium etli CFN42. ' Nimero de secuencias de un promedio de 600 bases, empleadas para el ensam-
ble final de cada molécula. 2El tamafio es indicado en pares de bases (pb). Datos de acuerdo a Gonzélez, et. al. 2006.

Molécula Secuencias' Tamafio? Genes Relevancia

Cromosoma 117,596 4,381,611 4,067 Funciones celulares esenciales
Plasmido F (p42f) 13,476 642,519 573 Transportadores tipo IV (vir), conjugacién
Plasmido E (p42e) 8,737 505,334 459 Sintesis de tiamina y lipopolisacaridos
Plasmido D (p42d) 6,210 371,255 354 Transportadores ABC (azticares y amino&cidos)
Plasmido C (p42c) 4,759 250,948 234 Simbiosis (nodulacion y fijacion de nitrégeno)
Plasmido B (p42b) 3,215 184,338 165 Sintesis de cobalamina, division celular
Plasmido A (p42a) 4,218 194,229 182 Fijacién de nitrégeno, asimilacion de nitritos
Totales 117,596 6,530,234 6,034
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Tabla 2. Variacion nucleotidica de distintas cepas de R. etli comparadas con el genoma completo de R. etli CFN42.

Cepa Origen Secuencias Sustituciones Indeles Cambios/kb
S20 Espana 8,436 8,264 464 14.5
brasil5 Brasil 7,654 15,460 655 19.9
kimb USA 9,524 4,941 340 11.9
CIAT894 Colombia 8,436 8,575 439 14.3
GR56 Espafa 12,628 5,904 532 10.5
IE4771 México 14,613 10,239 649 20.9
DIVERSIDAD GENOMICA AGRADECIMIENTOS

Estudios pioneros mediante electroforesis de isozimas
demostraron que R. etli esta formada por una poblacién
genéticamente muy diversa (Pifiero et al., 1988). Para co-
nocer los niveles de variacién molecular en R. etli asi
como para determinar las tasas de evolucién en este lina-
je, hemos comparado la secuencia completa de R. etli
CFN42 con secuencias genémicas parciales de 6 cepas
de R. etli de diferente origen geografico (Tabla 2). Un
77% de las secuencias obtenidas resultd ser homdloga a
R. etli CFN42, mientras que el resto representa secuen-
cias huérfanas (10%) o secuencias con homédlogos en el
Genbank pero no con R. etli CFN42 (13%). Ademads, en-
contramos que la tasa de sustitucion nucleotidica varia
de 10 a 20 sustituciones por kilobase. Las sustituciones
nucleotidicas se distribuyen al azar en el genoma, pero
existen regiones altamente polimérficas que probable-
mente se originaron por recombinacion.

CONCLUSION

La gran redundancia genética y metabolica encon-
trada en R. etli correlaciona con su estilo de vida en
el suelo o como simbionte. La simbiosis, de acuerdo
a nuestros datos no es un caracter ancestral, sino ad-
quirido. La conservacion cromosomal entre especies
relacionadas con R. etli, permite suponer un cromo-
soma ancestral comun a todas ellas, pero no a los
plasmidos. Estos pudieron ser generados indepen-
dientemente a lo largo de la diferenciacién de las es-
pecies. En la evolucién de R. etli, las duplicaciones,
las perdidas y ganancias de genes han tenido un pa-
pel preponderante. El andlisis de la variacion geno-
mica indica que probablemente la recombinacion jue-
gue un papel importante en la coherencia de R. etli
como especie, contribuyendo a la vez a expandir la
diversidad genética.

Los autores agradecen la participacion técnica de José
Espiritu y Victor del Moral. Este trabajo es apoyado por
donativos del PAPPIIT IN223005-3 y CONACYT
U46333-Q.
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INTRODUCCION

Existen dos herramientas de investigacién que permi-
ten estudiar la expresion global del genoma, estas herra-
mientas son el transcriptoma y el proteoma, estas metodo-
logias estudian los productos del genoma que son primero,
los RNAs mensajeros y posteriormente las proteinas lo que
se ha llamado trascriptoma y proteoma respectivamente.

La PROTEOMICA es el estudio de los proteomas. Esta
configura una disciplina fundamental de la era post-gen6-
mica que trata de descubrir el grupo de proteinas que dan
a las células su estructura y funcién.

Distintas tecnologias permiten obtener y comparar “ins-
tantdneas” de las proteinas que se estan expresando en un
momento determinado en una célula (electroforesis 2D, es-
pectrometria de masas, chips, bioinformatica). Este andlisis
puede incluir a todas las proteinas que se expresan en una
célula en un determinado momento, ya sean las isoformas
como las proteinas modificadas e incluso las interacciones
proteicas.

Hace algunos afios el protocolo basico para la electro-
foresis en geles de doble dimensién (2-DE) fue descrito
(O’Farrel, 1975). Este protocolo es aun valido actualmen-
te. Nosotros usamos una combinacién de 2-DE con espec-
trometria de masas (MS) para revelar los patrones de sinte-
sis proteica perteneciente a estimulotes o regulones en R.
etli (Encarnacion et al, 2002; 2003).

Los estimulones son estudiados comparando el perfil
de expresion en una condicién control contra una condi-
cién problema, mientras que los regulones son usualmente
identificados usando cepas en las cuales el gene que codi-
fica para la proteina regulatoria esta mutado y es examina-
da en condiciones especificas, comparando el perfil de ex-
presién proteica con el de la cepa silvestre (Encarnacién
et al., 2005).

El protocolo utilizado para 2-DE, y la metodologia de
MS, asi como las estrategias relacionadas con la prepara-
cién de la muestra, electroforesis y visualizacién proteica
(aparatos y reactivos), identificacién mediante espectro-
metria de masas (procedimiento de digestién en gel) y su
posterior identificacién mediante MALDI-TOF-MS y/o

LC-ESI-MS/MS, son mostrados en las Figuras 1 y 2 y dis-
cutidos ampliamente en Encarnacién ef al., 2005.

Identificacion de proteinas

Las proteinas seleccionadas fueron sujetas a diges-
tién enzimdtica (Encarnacién et al., 2005) y los frag-
mentos péptidos resultantes fueron analizados usando
los métodos complementarios de espectrometria de
masas MALDI-TOF-MS y LC-ESI-MS/MS. Cada uno
de estos métodos pueden ser usados independiente-
mente para el andlisis de proteinas, pero cuando un
método masivo de andlisis como el MALDI-TOF-MS
es utilizado en combinacién con LC-ESI-MS/MS se fa-
cilita enormemente la identificacién de proteinas in-
cluso las no reportadas en las bases de datos. (Encar-
nacién et al., 2005).

El primer paso para la identificacién proteica es utili-
zando MALDI-TOF-MS, un espectro representativo del
tipo de resultados que se pueden obtener, es mostrado en
la Figura 3. La lista de masas generadas en el MALDI-
TOF-MS (Autoflex, Bruker Daltonics, Billerica MA) fue-
ron usadas para identificar las proteinas en las bases de da-
tos existentes. En este ejemplo la proteina fue identificada
exitosamente como GroEL.

Cuando la informacién obtenida mediante MALDI-
TOF-MS es insuficiente para la identificacién de la protei-
na, la obtencién de la secuencia de un péptido de esta se
vuelve necesario (Encarnacién et al., 2005). Este es el
caso del ejemplo de la proteina 2, la cual demostré un
buen espectro de masas mediante MALDI-TOF-MS (Fig.
4). Sin embargo la proteina no pudo ser identificada y el
LC-ESI-MS/MS fue utilizado. En este proceso dos pépti-
dos fueron seleccionados mediante cromatografia liquida
(Fig. 5A) y posteriormente éstos fueron fragmentados en
una cdmara de colision mediante disociacién activa. En-
tonces las proteinas pueden ser identificadas ya que la se-
cuencia de un péptido desconocido puede ser determinada
de los resultados obtenidos de los patrones de fragmenta-
cion. Un ejemplo representativo es el presente en las Figu-
ras 5B y 5C en las cuales se muestran los datos obtenidos
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Figura 1. Estrategia protedmica sugerida en este capitulo para identificar proteinas. Se cultivan las cepas bacterianas a ser comparadas (A), después de
colectar las células se extraen las proteinas (B). El extracto de proteinas es aplicado a la primera dimension en un gel en tubo que separa las proteinas
con base a su punto isoeléctrico (C). Después de este paso, el gel es aplicado a un gel plano para la segunda dimension donde las proteinas son desnatu-
ralizadas y separadas con base a su tamafio (D). Los geles son fijados y tefiidos con azul de coomassie o tincion con plata (E). El mapa de proteinas re-
sultante es adquirido y cuantificado (F). Las proteinas de interés son cortadas del gel (G) y sujetas a identificacion mediante espectrometria de masas.

mediante el andlisis utilizado LC-ESI-MS/MS, en donde
se observan las secuencias logradas con los patrones de
fragmentacion usados para identificar esta proteina exito-
samente.

Por estas razones la espectrometria de masas ha sido
ampliamente reconocida como la piedra angular de la
investigacion en proteémica. Ya que es altamente sen-
sible (a nivel fentomolar) y puede ser utilizada para ha-
cer un andlisis masivo de muestras. Otro aspecto clave
es la compatibilidad que existe entra la separacién pro-
teica utilizado electroforesis en geles de doble dimen-
sion y estas técnicas, adicionalmente, la espectrometria
de masas puede ser usada en estudios que analizan com-
plejos proteicos y modificaciones postraduccionales.
(Porubleva et al., 2001).

Resultados obtenidos mediante proteomica

En este proyecto hemos podido identificar proteinas
(“spots”) detectables en geles de doble dimensién (2-D) en
condiciones de metabolismo aerébico fermentativo y sim-
biosis entre los rangos de pH 3—10. Con esta estrategia he-
mos logrado identificar mas de 1,000 proteinas llegando a
conclusiones importantes acerca de estos metabolismos en
R. etliy S. meliloti.

Usando la combinacién mencionada, de electroforesis
en geles de doble dimensidn, espectrometria de masas y
bioinformatica, nuestra meta fue identificar:

(i) proteinas especificas, expresadas durante el metabo-
lismo aerdbico, fermentativo y en la simbiosis R. etli-
Phaseolus vulgaris (frijol).
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Figura 5. (A) Espectro completo de la proteina no. 2, mostrando los iones precursores analizados mediante LC-ESI-MS/MS. Dos picos fueron selecciona-
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cion resulta en la identificacion de la secuencia de los péptidos LGLVLSEIGEK y SIMADLVNEIVR como una proteina ‘“trigger factor’.

(i1) las rutas metabdlicas activas durante las diferentes
condiciones estudiadas.

Usando estas definiciones, 45 rutas metabdlicas involu-
cradas en procesos celulares anabdlicos y catabdlicos del
metabolismo de pequefias moléculas podrian estar conside-
radas a estar activas en ambas bacterias bajo las condicio-
nes examinadas. Estas proteinas estdn presentes en:

(i) biosintesis (de aminodcidos, cofactores, dcidos gra-
sos, nucledtidos); (ii) funciones globales (ATP-sintesis) e
intermediarios del metabolismo central (gluconeogenesis,
via de las pentosas, fijacién de nitrégeno); (iii) transferen-
cia de energia; (iv) transporte de electrones; (v) metabolismo
energético; (vi) metabolismo de carbono (fermentacion, res-
piracién aerdbica, ciclo de ATC, glicélisis) y degradacién
(aminodcidos, compuestos de carbono).

Muchas vias esenciales fueron encontradas activas, in-
cluyendo vias de sintesis de dcidos nucleicos, biosinte-
sis y catabolismo de aminodcidos, de sintesis de varias
vitaminas (tiamina, riboflavina, B6, pantotenato, biotina,
folato, y B12), de macromoléculas como peptidogluca-
nos, lipopolisacaridos, RNA, DNA, aminoacil-tRNAs, y
proteinas ribosomales.

Siete enzimas del Ciclo de ATC fueron identificadas en
vida libre y simbiosis. No es posible determinar si el ciclo
estd funcionando completamente, sin embargo la presen-
cia de estas enzimas sugiere que ese es el caso.

Asi mismo, la bacteria también expresa proteinas invo-
lucradas en la detoxificacién de especies reactivas al oxi-
geno tales como SodB (superéxido dismutasa) y hp0014
(peroxiredoxina). Dado que la nitrogenasa es extremada-
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mente sensible, la inactivacién de especies reactivas del
oxigeno es fundamental en la simbiosis.

Isoformas, modificaciones post-traduccionales

Aproximadamente el 28% de las proteinas presentes en
2D-geles fueron localizadas en al menos dos distintas posi-
ciones en el gel, indicando variacién en carga y en algunos
casos en tamafo. Es comin que muchas de estas proteinas
sean modificadas por fosforilacion lo que obliga al estudio
del fosfoproteoma en estas bacterias. (ej: de proteinas con
mads de una posicion electroforética fueron; aconitasa, cade-
nas alfa y beta de ATP sintasa, cisteina sintasa, DnaK, factor
de elongacion P, Ts y Tu, enolasas, GroEL2 GroEL1 y Gro-
ELS, proteina de enlace a GTP (TypA), isocitrato deshidro-
genasa, lipoamido deshidrogenasa, proteina ribosomal S1,
cadena alfa de la succinil-CoA sintetasa.

Proteinas regulatorias

Contrariamente a la idea de que la electroforesis en ge-
les de doble dimensién (2-DE) es una herramienta insufi-
ciente para detectar proteinas de baja abundancia, en nues-
tras condiciones fue posible identificar como reguladores
transcripcionales a 52 proteinas.

CONSTRUCCION DEL MICROARREGLO DE ADN DEL
GENOMA TOTAL DE RHIZOBIUM ETLI'Y SU USO EN
ESTUDIOS DE EXPRESION GLOBAL EN VIDA LIBRE Y
DURANTE LA SIMBIOSIS CON PHASEOLUS VULGARIS

A partir de la secuencia completa de R. etli (Gonzalez
et al., 2006) trabajamos en el disefio de secuencias de oli-
gonucleodtidos de 70 bases que cubrieran los 6,034 marcos
abiertos de lectura (ORF’s) que contiene el genoma de R.
etli, asi como de sus respectivos controles. Las caracteristi-
cas requeridas de cada oligonucleétido fueron: tamafio (70
bases), temperatura de fusién (TM = 80° C + 5°C), hibrida-
cién cruzada (homologia < 70%), sobrelape de bases con-
tinuas entre los diferentes oligos (bases < 20), sobrelape
de bases entre el mismo oligonucledtido (“loops” < 7),
distancia después del 5’ y antes del 3 (>50 bases). Para
este “oligo set” disefiamos los controles negativos a partir
de genomas de organismos no relacionados filogenética-
mente como Drosophila sp, como positivos a genes que
codifican para proteinas ribosomales y que se expresan
“constitutivamente”. Como niimeros totales tenemos que
de los 6,034 olidonucledtidos disefiados, 5,776 (95.73%)
cumplen con todos los criterios solicitados, nimeros simi-
lares son los que presenta el “oligo set” de S. meliloti, bac-
teria relacionada filogenéticamente a R. etli. Cada uno de
los 6,034 oligonucledtidos ademads de los controles se en-
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viaron a sintetizar a la compaiifa MWG Biotech finalmen-
te cada oligonucledtido fue impreso en un portaobjetos
(“slide”). Con esta herramienta nos planteamos realizar un
andlisis de expresion global del genoma de R. etli utili-
zando la metodologia del transcriptoma en diferentes con-
diciones de cultivo.

La expresion del genoma de R. etli en 2 condiciones muy
contrastantes (simbiosis y vida libre) mostr6é que 1,857 genes
fueron expresados exclusivamente en medio rico durante la
fase exponencial y 1255 genes fueron expresados solo duran-
te la simbiosis entre R. etli-P. vulgaris a los 11 dias posterio-
res a la inoculacién (ddi) (manuscrito en preparacion).

Adicionalmente, nuestro interés radico en conocer de
manera global el papel de algunos reguladores transcrip-
cionales de R. etli, para cumplir este objetivo utilizamos
la secuencia del genoma completo de R. etli, en el cual
mediante un andlisis in silico buscamos las regiones tedri-
cas consenso, de pegado para NifA y RpoN. Correlacio-
nando estos datos obtenidos utilizando el microarreglo de
R. etli. Hibridamos el cDNA sintetizado de la mutante
NifA- alos 11 ddi y el cDNA proveniente de la cepa sil-
vestre de R. etli a los 11 ddi. De este andlisis logramos ge-
nerar el regulén de RpoN-NifA el cual esta constituido por
66 genes de los cuales 54 pertenecen al plasmido simbi6-
tico y 12 estdn repartidos en el resto del genoma (el deta-
lle de los resultados de este andlisis se encuentran en un
manuscrito en preparacion).

Proteoma y transcriptoma metodologias no excluyentes y
si complementarias

Podemos afirmar que si bien hay un grupo de proteinas
presentes cuya sefial de mensajero no fue detectada, tene-
mos correlacion de otro grupo cuyo transcrito (RNA men-
sajero) y su producto (proteina) fueron detectados en la
misma condicién, por ejemplo en simbiosis los transcritos
de los genes cpxP2, nifD, nifK, fixA, entre otros, presenta-
ron expresion en esta condicién y su producto (proteina)
también fue detectado sélo durante la simbiosis. Esta mis-
ma correlacion la encontramos en algunos genes que de-
tectamos su expresion en medio rico durante la fase expo-
nencial a nivel de RNA mensajero y proteina.

Con los resultados obtenidos mediante de trancriptoma
o proteoma podemos establecer diferencias o similitudes
metabdlicas presentadas por R.etli y S. meliloti en los dife-
rentes metabolismos estudiados, asi como en la simbiosis
R. etli- P. vulgaris.
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El principal reto al que se enfrenta la genémica micro-
biana como ciencia emergente es demostrar su valia en
cuanto a la generacién de informacién funcional biol6gi-
camente relevante. Dicho reto se pone de manifiesto en
dos observaciones recurrentes; por un lado, hasta un 50%
de los genes identificados por los proyectos de secuencia-
cién gendmica, y analizados con las técnicas bioinforma-
ticas convencionales, carecen de una asignacién de fun-
cién; por el otro lado, el contenido genémico (genotipo)
de un cierto microorganismo, y las funciones biol6gicas
(fenotipo) esperadas en el mismo (muchas de estas funcio-
nes previamente descritas experimentalmente) no con-
cuerdan, o bien, la relacién gene-funcién no resulta obvia.
El metabolismo bacteriano, incluidas las rutas metabdlicas
centrales “universales”, no se escapa de estas discrepan-
cias genémicas. Afortunadamente, los primeros éxitos del
establecimiento inequivoco de la relacidén gene-funcion
en discrepancias metabdlicas de este tipo han comenzado
a aparecer en la literatura (Osterman & Overbeek, 2003).
Mais atin, se propone que estos reportes sugieren la exis-
tencia de una relacién intima entre ambos tipos de discre-
pancias: es comun encontrar situaciones en las que faltan
genes metabdlicos, los cuales se explican a través de la
asignacién de la actividad metabdlica correspondiente, a
genes con funcién desconocida (Morett et al., 2003).

A estas alturas de la era gendmica, cuando la informa-
cién generada sobrepasa nuestra capacidad de analisis, re-
sulta imperativo el tomar en cuenta la informacién tradi-
cional disponible sobre fisiologia y ecologia microbiana,
dentro de un contexto filogenéticamente delimitado, con
la finalidad de optimizar el proceso de andlisis. Este ejer-
cicio se ve representado por la genémica comparativa, la

cual promete, como disciplina emergente, identificar ras-
gos genéticos que ayuden a entender las caracteristicas
morfolégicas y fisiolégicas de cierto organismo (o grupo
de organismos), asi como su evolucién y ecologia. Dado
que la cobertura taxonémica por los genomas secuencia-
dos cada vez es mayor, representando no tan sélo microor-
ganismos patégenos, sino también microorganismos aisla-
dos del medio ambiente, las conclusiones que se derivan
de dichas comparaciones genémicas resultan cada vez me-
nos segadas y mas atinadas. Un grupo de microorganismos
que ejemplifican esta situacion son las bacterias Gram-po-
sitivas con alto contenido de (G + C), también conocidas
como actinobacterias o actinomicetos, dentro de las cuales
se sitda el patégeno Mycobacterium tuberculosis, asi
como especies productoras de antibiéticos y de otros far-
macos del género Streptomyces. Por ejemplo, a pesar de
que un 25% de los cuarenta genomas actinobacterianos se-
cuenciados a la fecha, o en vias de secuenciacion, pertene-
cen a especies del género Mycobacterium, la diversidad de
estos genomas incluye 21 géneros distintos, asi como bac-
terias patégenas, comensales y de vida libre; meséfilos y
termo6filos; organismos acudticos y terrestres; y con rele-
vancia médica, agricola e industrial.

De hecho, la genémica comparativa de actinomicetos
ha dado buenos resultados en cuanto a la reconstruccién
de rutas metabdlicas en este grupo de bacterias. Un ejem-
plo en cuestién es la biosintesis del amino 4cido esencial
L-triptofano, cuya biologia molecular ha sido extensiva-
mente estudiada en los organismos modelo Escherichia
coli y Bacillus subtilis por més de cincuenta afios (Yanofs-
ky, 2001). Sorprendentemente, y a pesar de este gran cuer-
po de informacioén, la secuenciacién de genomas actino-
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Figura 2. Los sustratos antranilato N -5 -fosforribosil (AFR) y el ribonu-
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bacterianos fracasé sistemdticamente en cuanto a la identi-
ficacidn del gene biosintético trpF, esto a pesar de que la
evidencia experimental daba cuenta de esta actividad en-
zimadtica en extractos celulares. Cabe mencionarse que una
excepcion a la falta del gen #7pF en actinomicetos se pre-
senta en los genomas de algunas especies del género Cory-

no.

nebacterium, aunque en estos casos existe evidencia de
que la presencia de este gen es el resultado de un evento
de transferencia horizontal genética (Xie et al., 2003). En
el resto de los casos, haciendo uso de comparaciones ge-
némicas, se noté que los genes biosintéticos his, involu-
crados en la biosintesis del amino 4acido L-histidina, se
agrupaban con la mayoria de los genes biosintéticos trp,
formando lo que se denominé el cluster his/trp (Fig. 1). La
relevancia de esta observacion radica en la premisa de que
la conservacién gendmica, o sintenia, sugiere una asocia-
cién funcional de los genes en cuestion.

Esta informacién genémica, en combinacién con un en-
tendimiento del mecanismo de accién de la enzima codifi-
cada por el gen trpF, es decir, la antranilato N’-5’-fosforri-
bosil (AFR) isomerasa (TrpF, EC 5.3.1.24), y de la estructura
tridimensional de esta enzima de otras bacterias, dio lugar a
la hipétesis correcta de que el producto del gen biosintético
hisA, anotado originalmente como la enzima N *-[5 -fosfori-
bosil formimino]-5-imidazolamina-4-carboxiamino (For-
FIC) isomerasa (HisA, EC 5.3.1.16), participaba tanto en la
biosintesis de la histidina como en la del triptofano, esto a
través de una especificidad de sustrato relejada que le per-
mite al producto de este gen aceptar como sustrato a los in-
termediarios AFR y ForFIC (Fig. 2). Con base en estos resul-
tados, se propuso renombrar a los homdlogos de hisA de
origen actinobacteriano, y con especificidad de sustrato
dual, como priA (del inglés phosphoribosyl isomerase A)
con la finalidad de reflejar la actividad enzimadtica de esta
isomerasa sobre diversos sustratos fosforribosilados (Baro-
na-Gémez & Hodgson, 2003). Este ejemplo demuestra el



Encarnacién-Guevara et al

potencial de la gendémica comparativa para la reconstruc-
cién de rutas metabdlicas en actinomicetos, en aquellos ca-
sos en los que hagan falta genes.
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Los seres vivos se caracterizan, entre otras cosas, por
su capacidad de responder a estimulos de su exterior.
Desde el organismo unicelular més primitivo, hasta el
mas complejo de los animales, son capaces de percibir
cambios en su medio y reaccionar de una manera apro-
piada. Muchas de estas respuestas, en un momento dado,
requerirdn de cambios en el estado de expresion del ge-
noma: genes que estaban prendidos necesitardn ser apa-
gados y genes latentes necesitardn ser activados. En or-
ganismos bacterianos, dicha regulacién de la expresion
genética se lleva primordialmente al inicio de la trans-
cripcion y estd mediada cominmente por proteinas regu-
ladoras, ya sea para inhibirla o favorecerla, de acuerdo a
las necesidades metabdlicas de la célula. Sin embargo,
estudios recientes de gendmica comparativa han revela-
do la existencia de un novedoso sistema de regulacion
mediante elementos llamados riboswitches [Winkler. et
al., 2002]. Los riboswitches se encuentran en la regién 5’
no traducida de los mRNA, y pueden plegarse en el espa-
cio formando complejas estructuras tridimensionales de
RNA capaces de reconocer, con alta afinidad y especifi-
cidad, a pequefios metabolitos como vitaminas o nucle6-
tidos, en total ausencia de proteinas [Batey, et al., 2004].
El mecanismo por el cual la expresion genética es regu-
lada involucra la formacién de estructuras alternativas
(dependiendo de la presencia o ausencia del metabolito)
que causan la terminacién prematura de la transcripcion
o el bloqueo del inicio de la traduccién. Los riboswit-
ches se han encontrado casi exclusivamente en organis-
mos bacterianos y regulan muchos procesos incluyendo
la biosintesis de vitaminas como la riboflavina, tiamina y

cobalamina, asi como el metabolismo de la metionina, li-
sina, glicina y purinas. La diversidad taxonémica de ge-
nomas que contienen riboswitches en adicién al hecho
de que la interaccién directa de los riboswitches con sus
ligandos no requiere de factores adicionales, sugiere que
los riboswitches representan uno de los sistemas regula-
dores mds antiguos. Al inicio de nuestra investigacion
siete familias de riboswitches habian sido identificadas
mediante un proceso arduo de experimentacién y bus-
queda de motivos conservados en las regiones de regula-
cién de los genes conocidos de las vias metabdlicas de
estudio. En nuestro grupo nos hemos dado a la tarea de
desarrollar un método computacional capaz de identifi-
car nuevos tipos de riboswitches de manera automatica
[Abreu-Goodger et al., 2004] explotando la actual dispo-
nibilidad de cientos de secuencias de genomas totalmen-
te secuenciados, con la ventaja adicional de prescindir
de la informacién bioquimica o genética de las diferentes
vias metabdlicas.

El método desarrollado estd basada en la hipdtesis de
que algunos genes ortélogos (genes homdlogos funcio-
nalmente equivalentes) a pesar de encontrarse en geno-
mas filogenéticamente distantes, pueden compartir un
mismo sistema de regulacion. En general, la anterior
premisa no es cierta cuando la regulacién de los siste-
mas se da por proteinas que se unen al DNA, sin embar-
go, para los riboswitches conocidos esta hipdtesis pare-
ce cumplirse.

Como grupos iniciales de genes ortélogos se tomo la
base de datos COG (Clusters de Grupos de genes Ortdlo-
gos, por sus siglas en inglés) [Tatusov et al., 1997], misma
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Figura 1. Resumen del método. a) Se
foman todas las regiones intergénicas
de las proteinas de un mismo COG (fle-

Bacterias que tienen la a . IMUR de todos b c cha roja) y con MEME se encuentran

proteina mm) los genomas ‘ genss motivos sobre-representados. b) Cada

g{? (AST) ' regulados motivo es refinado al ciclar entre buscar-

@ i __;i_:: e . por motivo lo con MAST en todas las regiones inter-

—_— = : = génicas de genomas completamente se-

==l") \ = cuenciados y redefinir el motivo con

=) g = MEME a partir de las nuevas secuen-

l ol 1::}"":5_;’/- : cias gncontradas. ¢) Al final, se obtieng

refinade =) =4 una lista de genes regulados por el moti-

ki B A — vo refinado que incluye miembros de

regiones c- _@ A _/ '\ iMUR con :ﬁ otros COGs ademds del inicial. Se pre-

lntergenlcas MEME motivo " sume que todos éstos pertenecen a un
mismo regulon.

que fue actualizada para incluir a 164 genomas bacteria-
nos secuenciados en su totalidad al momento del analisis.
Los operones de cada genoma fueron predichas de acuer-
do a sus distancias intergénicas [Moreno-Hagelsieb. and
Collado-Vides, 2002] y agrupadas en base a la relacién de
ortologia de los genes de sus correspondientes unidades
transcripcionales. Con el objeto de eliminar la sobre-repre-
sentacion de secuencias similares de organismos filogené-
ticamente cercanos, se tomé un solo representante de cada
grupo de genomas redundantes. Al final, se obtuvieron
cerca de 4,000 grupos de regiones de regulacién ortélo-
gas, cada una perteneciente a un COG diferente. En cada
uno de estos grupos se buscaron motivos de secuencias
cuya frecuencia de aparicion fuera significativamente ma-
yor a la esperada al azar, utilizando el programa MEME
[Bailey and Elkan, 1994]. Los motivos asi encontrados,
fueron utilizados por el programa MAST [Bailey and
Elkan, 1994] como “semilla” para identificar a nuevos
miembros del regulén que compartieran la misma sefial re-
guladora. Como resultado de este proceso, nuevos miem-
bros fueron agregados a cada grupo, mientras que otros
fueron eliminados. A partir de estos nuevos conjuntos de
secuencias, nuevos y mas representativos motivos fueron
obtenidos, utilizando MEME, seguido por una nueva bus-
queda con MAST. Este proceso fue repetido iterativamen-
te hasta que ningin nuevo elemento fuera agregado o ex-
cluido del regulén putativo (ver Fig. 1 para un esquema
del método).

El método de busqueda desarrollado identificé todos
y cada uno de los riboswitches previamente reportados
en adicidén a un conjunto significativo de mdas de cien
motivos altamente conservados en diferentes organis-
mos. Con el objetivo de evaluar el significado bioldgi-
co de las nuevas firmas encontradas, se analizé el con-
texto gendmico de los genes que potencialmente

tuvieran elementos de regulacién en comun, encontran-
dose que en la mayoria de los casos, dichos genes perte-
necian a vias metabdlicas en comin o bien estaban in-
volucrados en procesos celulares similares. Una lista
completa de los motivos conservados y genes poten-
cialmente regulados por los mismos, puede encontrarse
la pagina de Internet http://www.ibt.unam.mx/biocom-
puto/ribex.html. Este servidor ademds permite buscar
sobre cualquier secuencia todos los motivos que han
sido predichos. Es importante sefialar que debido a que
el método estd basado exclusivamente en la conserva-
cién de secuencia en las regiones de regulacién, no es
posible diferenciar cudles de los motivos encontrados
corresponden a nuevos riboswitches y cudles otros a se-
cuencias de unién a proteinas reguladoras altamente
conservadas.

Consideramos que nuestras predicciones computacio-
nales de riboswitches y elementos de regulacién conserva-
das es de gran valor para dirigir trabajos experimentales
que caractericen los diferentes mecanismos de regulacién.
Interesantemente, este fue el caso de nuestra identificacion
in silico del riboswitch de glicina, cuya existencia fue pa-
ralelamente comprobada experimentalmente [Barrick, et
al., 2004]. Sin duda alguna, el potencial de metodologias
computacionales para la identificacién de elementos de
regulacién, interacciones proteina-proteina, redes meta-
bélicas y muchos otros componentes de los sistemas ce-
lulares, serdn grandemente favorecidos con los proyectos
de secuenciacién de miles de genomas que actualmente
estdn en curso. Una nueva era en la genémica comparati-
va estd por nacer.

Este trabajo estuvo parcialmente apoyado Consejo Na-
cional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT 44213-Q) y el
Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Inno-
vacién Tecnolégica (PAPIIT-UNAM IN203705).
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