EL sisTEMA BIOLGGICO
na agronomia menos perjudicial para los siste-
mas ecolbgicos parece ser una contradiccion
de términos ante una humanidad que necesita
mas alimentos, producidos mas rapido y a menores
costos. Es decir: en tanto que un cultivo natural aprove-
cha la diversidad propia de una especie, el cultivo artificial
—la agricultura- la elimina al emplear monocultivos (sin
diversidad). Mientras que el primero contiende con las
adversidades climaticas y bidticas, acelerando o alen-
tando sus ciclos reproductivos, nosotros eliminamos toda
competencia con herbicidas, matamos cualesquiera de
sus enemigos con plaguicidas y aceleramos su creci-
miento usando fertilizantes, con el Unico fin de incre-
mentar el rendimiento.
El problema radica en que el uso indiscriminado de
estos compuestos altera el equilibrio ecolégico nativo,
precio pagado por el medio ambiente. En tanto que el
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problema es cada vez mas evidente, hasta el momento
no ha surgido una solucion integral.

Si nos enfocamos en el uso de fertilizantes, tal vez
podriamos buscar la manera de nutrir estos cultivos con
una mayor eficacia, es decir, sin que falte ni se desperdi-
cie el fertilizante. Afortunadamente existen asociacio-
nes naturales entre algunas plantas y microorganismos
del entorno. De entre estas asociaciones, una de las
mejor estudiadas es la simbiosis que realizan las plan-
tas leguminosas con bacterias del suelo. Los micro-
simbiontes, bacterias del grupo de los rhizobiales,
interaccionan con las raices de la planta (el macrosim-
bionte) penetrdndolas y estableciéndose en una
estructura globular, elaborada por la planta, llamada n6-
dulo. En el interior de estos nédulos ocurre un intercam-
bio de nutrientes; la planta le suministra a las bacterias
compuestos hidrocarbonatos ricos en energia elabora-
dos en la fotosintesis, en tanto que las bacterias retribu-
yen este presente de carbono con nitrégeno.

Estas bacterias son capaces de captar el nitrogeno
atmosférico (N, o N»aN), que es muy abundante pero
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no asimilable por los vegetales, y reducirlo quimicamen-
te para formar amoniaco (NH,), que si es utilizado por
las plantas. El proceso, conocido como “fijacion biol6-
gica del nitrégeno (Fen), s6lo ha sido descrito en orga-
nismos procariéticos (bacterias y archaeobacterias).
Como consecuencia de esta asociacién simbiética en-
tre las plantas leguminosas y esta clase de bacterias,
suelos virgenes pobres en nitrégeno pueden ser colo-
nizados. Pero también es claro que cultivos de estas
bacterias (seleccionadas o mejoradas) pueden ser de-
sarrollados para usarse como inoculantes o fertilizan-
tes biolégicos naturales.

Las limitaciones mas importantes del sistema son
que no toda planta de interés agricola puede realizar
esta simbiosis y que la eficiencia del proceso no produ-
ce altos rendimientos. Del intento de mejorar la efi-
ciencia de la r8n del microsimbionte y de extender el
rango de plantas con las que pueda asociarse, se des-
prenden las dos lineas generales de investigacion en
el area.

EL GENOMA DE LOS PROTAGONISTAS

Toda la informacién que define a un ser vivo, estipulando
sus capacidades de desarrollo adaptacion y reproduc-
cion, esta contenida en su genoma. Cualquier especie
del planeta, pasada o presente, se caracteriza por un
genoma sui generis diferente en contenido, extension,
organizacion, historia y contexto.

El genoma es Apbn. El AbN es una cadena (polimero)
cuyos peldanos estan formados por cuatro nucleétidos
0 bases, representados por las letras A, T, Gy C. La
sucesion de estos nucleétidos es precisa para cual-
quier region del aon, determinando el codigo primario
de la cadena. Obtener el genoma de un organismo im-
plica establecer la secuencia de bases del total de su
ADN. Por tamano, el rango de los genomas varia desde
poco mas de medio millén de bases (0.5 mega bases,
Mb) para algunas bacterias parasitas, hasta muchos
miles de Mb (en algunas plantas coniferas).

El primer genoma secuenciado fue el de una bacte-
ria patégena (Haemophilus influenzae).! Desde enton-
ces, cerca de 200 secuencias gendmicas han sido
publicadas, incluyendo la del genoma humano, de méas
de tres mil Mb.2 Dada la impresionante cantidad de
informacion que se genera por la secuencia misma, su
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catalogo, caracterizacion y clasificacion son almacena-
dos en bases de datos. Asimismo, los sistemas de
andlisis globales se realizan con programas de compu-
to, generados recientemente, que son actualizados y
mejorados, lo que da lugar a una nueva disciplina de la
computacion conocida como bioinformatica genémica.

En nuestro pais, la investigacion sobre genomas se
ha concentrado principalmente en la fase de analisis
postsecuencia, en tanto que los proyectos de secuen-
ciacién gendémica son emergentes. El proyecto “El
desarrollo de las ciencias genémicas en México” pro-
puesto por ciFn y apoyado por el Conacyt y la unav es, a
mi entender, el primer proyecto nacional que pretende
cubrir todos los aspectos de las ciencias genémicas,
desde la obtencion de la secuencia hasta su analisis
funcional y evolutivo. EI modelo bioldgico selecciona-
do fue el de la bacteria Rhizobium etli. Esta bacteria
produce nédulos fijadores de nitrégeno que se asocian
especificamente con las raices del frijol (Phaseolus
vulgaris L). La planta es originaria de América, donde se
diversific6 y domestico, por lo que es de esperarse que
nuestros suelos cuenten con la poblacion de Rhizobium
etli con la mayor poza genética.

EL GENOMA DEL MICROSIMBIONTE

Rhizobium etli es una bacteria gram-negativa del suelo,
movil con forma de bacilo; sin embargo, lo que permite
distinguirla del resto de las bacterias del entorno es su
capacidad de invadir las raices del frijol para formar
nddulos fijadores de nitrégeno.

El genoma de Rhizobium etli esta constituido por
varias moléculas de abn circular (replicones) que se
duplican (replican) dentro de la célula de manera inde-
pendiente. En general el replicon de mayor tamano es
el cromosoma, definido por contener la informacion de
los genes necesarios para el mantenimiento celular. Los
replicones restantes, denominados plasmidos, varian
en numero, contenido y tamano.

Rhizobium etli crn42 es la cepa tipo de la especie;
tiene un cromosoma de alrededor 4.3 Mb y seis
plasmidos nombrados de p42a a p42f, con tamanos
que varian entre 180y 600 kilobases (kb). El plasmido
p42d de 371 kb contiene la mayor parte de la informa-
cion indispensable para nodular y fijar nitrégeno en fri-
jol (genes nod, nif y fix) por lo que se conoce como
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plasmido simbiético o pSim. El p42d ha sido estudiado

en nuestro laboratorio desde principios de los noventa;
Wil de €l determinamos su estructura, mapa fisico, carac-
' litAN ik terizado sus genes simbidticos y determinado su plas-
ticidad.® En 1996 iniciamos el proyecto para la obtencién
,,"]m]mn de la secuencia completa de su abn, que fue hecha
I Wi publica en el 2002.4
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Rhizobium etli cend2 por secuenciacion de fragmentos al
azar. Organizamos nuestro laboratorio para preparar las

Il ”}mw m ”m””“ mas de 50 mil muestras de secuencia necesarias para
” n;j]]”]} (I N lograr una cobertura de ocho veces. Se elaboraron dos
| “HM ] mmm " tipos distintos de librerias genémicas: la primera, donde

se clonan fragmentos muy grandes de Aon (ente cien 'y
I i il Wi 200 kb) utilizando un vehiculo especial llamado sac (por
il ““m“ S I | ’ sus siglas en ingles: Bacterial Artificial Chromosomes),

T que nos permite mantener y propagar las clonas inde-
pendientes de la libreria en células de E. coli, y la segun-
da, también con fragmentados al azar de segmentos mas
pequefos, con un tamano promedio de 3.5 kb. La pri-
(I mera libreria nos sirve en la elaboracion de mapas ge-
nerales tanto del cromosoma como de los dos plasmidos

de mayor tamafio (p42e y p42f); con tal propésito se
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M secuencian las regiones de los extremos del inserto de
(I il cada sac. La segunda libreria se us6 para el proyecto
(i ”" ml M — de secuencia propiamente dicho.
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M' o un segundo secuenciador de alto rendimiento a princi-
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U rante el proyecto del plasmido simbidtico— para el

ensamble en regiones contiguas (conTics) de las clonas
secuenciadas, nos permitié terminar la secuencia de
i los cinco plasmidos restantes en junio y alcanzar las

Wiy ocho veces de cobertura requerida para el resto del
W Illhlllm genoma en el mes de agosto. El 12 de septiembre
‘N:“!l‘* i 1 111 del presente afio concluimos el ensamble final del
W“im ”mm | cromosoma de esta bacteria. Este es, a mi entender,
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PERSPECTIVAS GENOMICAS POSTSECUENCIA

Una vez conseguido un ensamble final, es decir, un conTia
cerrado para cada uno de los siete replicones del
genoma de la cepa crn42, se da inicio a las fases de
refinamiento y analisis de la secuencia obtenida.

El refinamiento es el proceso que nos permite ele-
var la calidad y confiabilidad de la secuencia obtenida.
A este respecto, los estandares internacionalmente
aceptados demandan que no exista mas de un error
por cada diez mil bases de secuencia reportada, para
asi lograr resultados més precisos de los programas
de busqueda de regiones codificantes (orf’s), o de los
utilizados para comparar nuestras secuencias. La asig-
nacion de genes y funciones para cada orr da inicio al
proceso de anotacién del genoma con el que se pre-
tende elaborar un listado de todo gen, real o putativo,
de su tamano, composicion y funcion, y de todo sito
regulatorio relevante (promotores, terminadores, ope-
radores, etcétera). Para cada elemento del listado se
estipula una localizacién precisa de las coordenadas
de la primera y dltima base del elemento. Por su mis-
ma naturaleza, el proceso de anotacion tiene un princi-
pio pero no un fin, ya que es frecuente su actualizacion
y correccion.

Un genoma anotado nos permite hacer un andlisis
de la expresion de la totalidad de sus genes, es decir,
cuales, cuantosy a qué nivel son copiados (transcritos)
en moléculas de ARN mensajero; la metodologia se co-
noce con el nombre de transcriptoma.

De igual forma, si lo que necesitamos es determi-
nar la expresion global de las proteinas de un organis-
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trico). Con estos datos establecemos qué gen codifica 2 E.S. Lander et al., “Initial sequencing and analysis of the
" T . . - human genome”, Nature, nim. 15, 2001, pags. 860-921; J. C.
ara qué polipéptido
P q p pep y a’SIgr_]arle una pOSIb!e funcion. Vender et al., “The sequence of the human genome”, Science,
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P ) plasmid of Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli”, J. Bacteriol,
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