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CITOCROMOS P450 BACTERIANOS: EVIDENCIA DE UNA TRANSFERENCIA HORIZONTAL
“RESUMEN ™

Los fénémenos de Transferencia Genética Horizontal (TGH} pueden permitir
que proteinas pertenecientes a un grupo bacteriano sean compartidas
con otros grupos bacterianos, los cuales anteriormente no las poseian. Las
bacterias C. jejuni y H. pylori pertenecen ambas al grupo delta-epsilon de
las proteobacterias y guardan una cercana relacién fiiogenética, mas del
50% de sus genes son ortdlogos, los cuales se encuentran distribuidos a lo
largo del genoma. A pesar de eso C. jejuni tiene una regién de aprox.
40Kb en la cual sélo es posible encontrar genes ortélogos con H.fp")'{lori, y

troves de BLAST o debido a lc:s

reconsfrucuones fllogenehcas

resultodo de una TGH Io 'cual ocurno posferlormente a que C. jejuni y H.

pylorl dlvergleron
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Existe una asociacion clara y reconocida de Ila bacteria
Helicobacter pylori con el cdncer gdstrico. Helicobacter pylori es la
principal causa de gastritis tipo B, Ulcera gdstrica y dlcera duodenal, y es
factor de riesgo tipo | para cancer gdastrico {13, 42}. La infeccién por H.
pylori podria estar favoreciendo una reaccion carcinogénica a través de
diversos mecanismos, entre ellos la accidon metabdlica de ios propios
citocromos P450 del Helicobacter pylori. Dado que la infeccién por H.

y]ori es una infeccidn crénica, que puede durar desde la nifez hasta la

veJez yque la mayoria de los carcinégenos y pro-carcindgenos que entran

en: el cuerpo humano lo hocen por. medlo del sistema digestivo, se

presenfcnd, un escenono idéneo en el que 'eIHCI'rocromo P450 de H. pylori

pudimos saber. con - certezc que klene nmgun cn‘ocromo P450, sin

emborg C. eju'nl'que es und bcc’reno"cercanc si liene un citocromo
P450.}, |
un cifd
comun ccrecm de este gene y C. jejuni lo adquirié por THG, utilizando

snble conocer si el cncesi comun de ambas bacterias poseia

) y H. pylori perdié este gene, o si por el contrario el ancestro

herramlem‘cs flogenéticas y andiisis del entorno gendémico.
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LAS BACTERIAS Campylobacter jejuni y.HélZéébdc’fer'pylori

C. jéjuhi y H. pylori estan cerconomenfe relacionados filogenéticamente
en base a su rRNA 165 (32), comparten muchas propiedades bioldgicas y
fueron originalmente clasificadas dentro del género Campylobacter.
Bccfenos con forma de espiral fueron encontrodos por vez primera en la
mucoso gastrica desde hace casi cien anos por Pel, en el ano de 1899; sin
embargo estas bacterias fueron aisladas por primera vez en 1982 en
cultivos de biopsias de pacientes que sufrian de gastritis y Ulcera péptica
(22,51). En 1989 Goodwin propuso un nuevo género, Helicobacter, y las
bacterias conocidas como Campylobacter pylori fueron rebautizadas
como Helicobacter pylori (9).

Campylobacter jejyni es causa importante de la patologia diarreica

bacteriana en fodo‘ el mundo debido a la ingesta de dalimentos

con’romlnodos, y e ’receden're mas frecuente de una forma de
cida’ como sindrome de Guillian-Barré. Tanto
“‘Ii’c'dbacfer pilory pertenecen al grupo delta-

Ambos son bacterias bacilares, Gram-

re"r'n‘e' curvas vy flageladas; son estas

caracteristica ompcr’ren la razén por la cual se clasificaron como

pertenecnentes o ;mlsmo genero cuando H. pylon fue nmcnolmem‘e descrita.

A pesar de Io cerccnc: relacién fllogenehco de:C erI‘)I y H. pylori (32), las

similitudes . mds - lmpor’rontes estcm ‘confinadas a funciones de

montemmlem‘o (housekeeplng) sélo 55, Ios“fgénes de C. jejuni tienen

on‘ologos en H pylorl En: Io moyono funciones de sobrevivencia,

es'ros anismos “tienen poco en comun. Lo

\‘rcnsmlsxon y ipc’fogenesns,

cmfenor : ndlca ‘que pre5|ones eIeCC|on han generado profundos

comblos evoluhvos poro creor dos gamsmos patdégenos distintos, que se
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han desarréll'ddo."."éspecificomenfe en distintos nichos a partir de un
oncestro comun relcmvomem‘e cercano.

Los genomos de Campylobacter jejuni y Helicobacter pylori estan
secuenciados: en su totalidad (32). Esto permite redlizar andlisis vy
busquedas por genes conocidos en el genoma. En el genoma de
Compylobacfer jejuni se encontré un gene putativo localizado en la
posicion 1342550 — 1343911 que codifica para un citocromo P450, y en H.
pylori no es posible encontrar ningln gene que corresponda con este tipo
de citocromo. En el gene puede reconocerse la firma especifica de unién
al grupo hemo (PS00086} propia de los citocromos P450, y empalma con el
dominio PF00067 (Pfam) de citocromos P450.

El genoma de C. jejuni se éompone de un cromosoma circular de
1,641,481 pares de bases: (C : Jejum NCTCI1 168) con un 30.6% de G+C,

predicho a confene»lr_‘_l,é :4 " ofelnos y 54 especues de RNA estables. En
estas 1654 s en

de los ge es

h’res predichas (CDS§), la Iongn‘ud promedio

de bcses, y el 9,4.3% del genoma codifica

o: el genoma bacteriano mds denso

secuenCIodo ‘En general el 61.1% de las secuencias

la fecha (32).

codlflccntes son frcmscnfos en la misma direccién que la replicacion y el
ongen de replncccnon esfca cerca del inicio del gene dnaA. Se identificd un

probcble smo de termmouon de la replicacidn en la posicidon

81431}9;’.814» : en eI cuol se forma una horquilla de 15 pares de bases. Se
I ndes regxones de bajo contenido de G+C, que
|os codificantes Cj1135 — Cj1148 (25.4%) y Cj1421 -
"fCDS corresponden a genes de los grupos de

mvolucr
Cjl442 (26 5%)
blosnm‘esus poro llpo Ilgosocclndos (LOS) y polisacdridos extracelulares (EP)
respechvcmen’re Bl citocromo P450 corresponde a la secuencia
codificante Cj141 I, la cual se encuentra cercana a la segunda regidén con

un bajo contenido de G+C.
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Se puedé deducir informacién- funcional (homologia con genes de
funcion conocida o perfiles de hidrofobicidad) para 77.8% de los 1654
CDSs ‘r’niemrcrs que el 13.5% tienen homologia con genes de funcién
descohocidd en la base de datos y 8.7% no tienen secuencias similares en
la base de datos o cualquier otra informacién funcional {32}.

=+ Otra caracteristica interesante del genoma de C. jejuni es que

' cdrévci_é'casi completamente de secuencias repetitivas de DNA; hay nueve

siecuen»c‘ics repetidas en el genoma entero. Exceptuando a Cj0742, que es

s_irh'ilc'zr‘;q una parte de 1S605 tnpB de H. pylori, no existe evidencia para

ninguh‘d secuencia de elementos de insercidn (iS) funcionales,
fronsposones retfrones o profdgos en todo el genoma.

' Debldo a su cercania flogenética y a la relacién que guardan los
genomos deH. pylori vy C. jejuni, habria la posibilidad de que H. pylori
tuviera un gene or’rologo ycl menos dlstonfemenfe relacionado con el gene
para cn‘ocromo P450 deC 'éjunl o con el dominio Pfam 00086 comun a

s dlshnfos escenarios podrian explicar la

o;hene ningun gene relacionado con
“S,v‘de pérdida de genes por procesos
r:q'}'_r‘\ormcl en los genomas bacterianos,
1 baja seleccion (4), si el ancestro comon
cromo P450 la pérdida estocdstica del
'”nciicu del citocromo P450 en H. pylori.
tstro comun de H. pyloriy C. jejuni careciera
mb'cs bacterias después que divergieron
'sfo carecian de él, sin embargo en algun
,C‘ jejunl pudo haber adquirido un citocromo P450

de otro bccfeno c troves de un fendmeno de transferencia horizontal.
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LA TRANSFERENCIA GENOMICA HORIZONTAL

(gjdnismos se deriva de una transmisién vertical, la
romospincs de una generacién a la siguiente. Sin

embairy nstancias, los genomas pueden ser también

volucro a organismos de distintas espec:ies A pesar

debldo a que lo composmon de bases y el uso de codones del DNA

trcmsfendo eventualmente se homogeneizardn con el del organismo
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receptor.: Bl momentode la transferencia podria ser estimado por el grado
qquu%;l"glg con]posnc:on del DNA de la TGH se ha confundido con el
genomodel ret:épfor. Las comparaciones de genomas bacterianos que
poh sido secuenciados en su totalidad han revelado que estos genomas
son en realidad mosaicos de transferencias ancestrales (20). La proporcion
del genoma que puede deberse a TGH varia ademds de acuerdo
aproximadamente al tamano del genoma; en E. coli el 12.8% del genoma
se debe a TGH (el mayor nivel encontrado), mientras que en Mycoplasma
genitalium, cuyo genoma es de menos de un cuarto del tamarno del de E.
coli, parece ser de 0%. Mycoplasma perdid® muchos de sus genes

necescmos para ser un organismo de vida libre y depende de los nutrientes

celula huésped; esta clase de organismo no puede

con’rené »fend: genehco exircx O que no es indispensable. La TGH
'pcrhcupc \‘cmble de manera lmpon‘onfe en la patogenicidad de muchas

bocienas,v e; ente cuenta con secuencias repetidas en

caracteristicas de.los’ elementos transponibles.

los extremos;

LA TRANSFERENCIA'GEN ONTAL: DIRIGE LA FORMACION DE OPERONES

mefobollco por'nculor se:: COdIfICCln por genes qgue se encuenfran

frecuentemente f15|comenfe cercanos. AUn mas sorprendente es el

hallazgo de que genes pertenecientes a una misma via bioquimica
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tienden f'dﬁeStdﬂObiéddbs ~en el mismo orden de sus reacciones
mefcbohcos El orden de los 10 genes dem‘ro de los operones de la
blosmfesw de hls’ndma en E, COII vy S. typhimurium es casi idéntico al orden
de sus reacciones quimicas {19). Hay cuairo modelos propuestos para
explicar el agrupamiento que puede verse en los procariontes: el modelo
Natal, el modelo de Fisher, el de Co-regu!ocién_y el del Operén “Egoista.

El modelo Natal postula que los genes estan agrupados porque
“nacieron” de esa manera. Horowitz propusé en 1945 que las vias de
sintesis pudieron haberse formado de manera escalonada, el gene para
una nueva proteina surgia cuando un nutriente se volvia escaso en el
medlo omblente ‘cada- nueva enzima permitia el uso de otro compuesto

rq “smiehzor el nuitriente. Dado que estas enzimas

el.acomodo de genes se veia como

ewiS propuso que la duplicaciéon y

diferenciacic estos loci unidos con funciones

similar ' ndo pudieron conocerse las
secuencias. . ds iNOACi racticamente  todos los operones

no muestran homologia o

a ‘seleccién de ciertos genotipos y la

contryyd_se}l, d combinantes. Esta idea fue extendida mas tarde
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recombinacién que pudieran - romper el loci coadaptado. En
bacteriéfagos los genes que codifican para proteinas que funcionan unas
con 6tros en grupos {en la cabeza o en la cola) se encuentran agrupados.
De acuerdo al modelo de Fisher, estos arreglos permitirian recombinacién
entre bacteriéfagos para generar nuevas combinaciones de grupos pero
no romperian los agrupamientos de genes CUYyOs productos deben trabajar
con mucha cercania. Es dificil vislumbrar cémo el modelo de Fisher
pudiera dirigir el agrupamiento de genes para los procesos metabdlicos
bacterianos. Las diferentes enzimas en una via metabdlica, en el caso de
que interaccionaran fisicamente, lo hacen en un grado mucho menor que
las proteinas estructurales. Es poco probable que los alelos de genes
metabdlicos estén coadaptados para trabajar con alelos particulares de
otros genes en la misma via metabdlica.

El modelo de corregulacién §upone que cuando los genes se
encuentran jun’ros pueden ser inducidcﬁjs o reprimidos simultdneamente con

n solo smo Ilomodo operodor Este control ofreceria un

el control e

m‘erm‘edlos pIousanes de la evolucton de los grupos de genes. Si el valor
selechvo del agrupamiento de genes fuera sdlo el operdn, el proceso de
formOCI‘on del operdn tendria que ocurrir en un solo paso, hay una
pqr_cdoj'o en este modelo debido a que un promotor bien regulado

responsable por el agrupamiento de genes no puede proveer del
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beneficio méximo - hasta que todos los genes de un via metabdlica

estuviesen agrupados.  El beneficio de la contranscripcién de producir

cantidade:

quimOlcres de las proteinas no se emplea, debido a las
'dlshn’rc ’fiCEehcics metabdlicas de las diferentes enzimas, no es probable

que can idades equimolares producidas por un solo transcrito sean

: beneflcos - En realidad se ha observado gue genes de un mismo operén

nfemente muestran diferentes eficiencias de traduccién y diferentes
VIdos'f'Arnedlos de sus RNAs mensajeros, lo que contribuye a niveles no
unlformes de las proteinas codificadas en el mismo operdn (21).

EI modelo del operdén "“Egoista” explica la formaciéon de grupos de

genes a fravés de fenémenos de TGH em‘re los organismos. Las

tronsferencncs horizontales entre” qrontes son mediadas por
procesos- comunes '(46). que' i
plasmidos conjugohvos o i

medio (21). Los genomos bacterianos COdlflCOl’ffClm‘O funciones criticas

como funCuones, mer

olo gene de la via, ya que una sola mutacién
puede- permmr a acumulacion de productos metabdlicos intermedios
téxicos (27.36).
extincioén, ’mo‘villizcmdo estos genes al organismo receptor antes de que

La TGH le permite a genes para FSD, escapar de la

desaparezcan del organismo donador por procesos estocdasticos.
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Generolm'eh'fe:’se necesita mds de un gene de FSD para que el organismo

'Vrecep’ror tengc complefo la FSD. La transferencia horizontal de un solo

gene: pcrd una FSD no supondria ninguna ventqgja selectiva para el
ret:eptor, y-los genes adquiridos que no confieren un beneficio selectivo no
pueden elevar su frecuencia en la poblacidn, lo que llevaria de nuevo a su
pérdida “por delecion o acumulacién de mutaciones. Para que el
organismo receptor obtenga una ventaja selectiva por una nueva via
metabdlica es necesario que todos los genes para una FSD se transfieran
simultdneamente.

El agrupamiento es una propiedad "egoista” de los genes que lo
forman. Si los genes necesarios para una FSD estdn regados por el
cromosoma, lo unlco forma en que pueden propagarse es por
' Sm embargo, si estos mismos genes se encuentran

transferencia / rhcol

orreglados en:u mssmo grupo pueden propagarse tanto vertical como

egurondo asi escapar de la exfincién (21) “La

fisica. provee de una fuerte ventaja a los genes mlsmos en la

ntra genes dispersos en el cromosoma. La TGH q elera la

stosV grupos puesto que la ef|c1encno de ;1ronsferencno
honzontc oumenfc proporcionalmente con la prox:mldod de los genes.
Ademosilo TGH puede contribuir a la formacién de operones compactos
hocnendo ol DNA espaciador entre dos genes no. esencial; cuando una
célula recpbe material genético, éste serd exiraho y todo aquel material

que no,“se_q esencial para el crecimiento de la célula se perderd (21,27).

ANALISIS FILOGENETICOS

Para hacer bosible la deteccidn de TGHs es necesario poder
distinguir apropiadamente una especie bacteriana de otra y cdmo se

relacionan evolutivamente entre ellas. Las bacterias parecen tener pocas
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co‘roc‘ferisﬂcds que puedan ulilizarse como base para establecer
relaciones filogenéticas que sirvan para su clasificacion.  Tradicionalmente
los b"dc':’reriélogos han confiado en las caracteristicas morfolégicas y
‘algunas propiedades metabdlicas para poder establecer una clasificacion
taxondémica y diferenciar distintos aislados bacterianos en especies, pero es
dificil saber hasta qué grado esta clcsificqcién refleja realmente las
relaciones evolutivas que hay entre los diferentes tipos de bacterias (29); se
ha presentado el caso de bacterias que ahora se sabe que pertenecen a
distintas especies, y que cuando fueron descritas por primera vez fueron

confundidas como una misma, por ejemplo cuando Helicobacter pylori fue

corocfenzodo por pnmerc vez (51) se pensé que pertenecia al género

' orecndo morfologlco con las bacterias de

secuencias de

ha logrado disipar

per’ren”aenfes a distintas bacterias refleja qué tan cercanas estdn en
hempo evolutivo de un ancestro comun.
Todas las formas de vida extantes en la tierra comparten un origen

comun Y sus ancestros pueden ser rastreados a uno o algunos organismos.

THT CON
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Orgonisfnoﬁ relccmnodos ‘cercanamente descienden de ancestros

es ‘que aquellos relacionados lejanamente. Los

obJe’nvos de los andlisis fllogene’ncos son: reconstruir la genealogia correcta

: em‘re los org n| mos y-estimar el tiempo de divergencia entre ellos. Un

crbol fllogenehco es un grafico compuesto de nodos y ramas, en el cual
uno sola rama conecta con dos nodos adyacentes. Los nodos
represenfcn las unidades taxondémicas, las cucles pueden ser especies,

poblacuones mdlwduos o genes; y las ramas definen las relaciones entre

.",

ellos EI P :’r de las ramas de un drbol filogenético es su topologia. Los

’nod_os lnfernos' de un drbol representan las unidades taxondmicas

ancestrale odos externos representan las unidades taxonémicas que

se ‘estdn .comparando y se refieren como Unidades Taxonémicas

Operacional 1(OTU)(15). Ademds de establecer relaciones evolutivas

grupo étodo de reconsirucaon frlogenehcc se llama drbol

inferido un

rbol,»gnvfendo" puede o no ser idéntico al arbol real.
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LA APROXIMACION FILOGENETICA

Lo comporacnon de secuencuos, como cambios en la estructura
e ‘RNA DNAf,protelnos, puede proveer de la informaciéon

cuanﬂflccr las relaciones evolutivas entre genomas

pnmcrlo

necescnc

bocfencnos La- mformccuon genotipica tiene varias ventajas en relacién a
la fenohplcd pcrc "establecer relaciones fllogenehcos (29,30} : 1) los
cambios en lcs secuencias suelen ser discretos e identificables; 2) cada
secuencia cbnﬁene cientos o miles de caracteres que pueden proveer de
informacion potencialmente Giil; 3) las secuencias acumulan cambios
consiste’nteménfé aun cuondo el fenotipo no cambie; y 4) las
mamfestccnones feno’npsccls son generolmem‘e multifactoriales, lo cudl

puede Ilevqr o i ‘1er ore |on" s\mcorrecios haciéndolas inadecuadas pcro

las mferencnos fllogenehcos . o
uenfo que los onol:s:swmvoleculores no pueden}

‘Lo moleculos de DNA llevan sélo cuatro

a) Selecmonor la molécula a andlizar. Dado que los genomas contienen

elemenios que evolucionan a diferentes velocidades, el alcance de la
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investigaciéon determina la molécula de eleccion. Los rRNA

evolucionan lentamente 'y pueden ser utilizados para de’rerm ncr Iov :

relacion entre especies (taxa) distantes; pero estas moleculcsk son
ineficaces para establecer relaciones entre especies cerconos Los‘
secuencias codificadoras comprenden dos clases de mutaciones
(sinénimas y no=sinénimas) que acumulan cambios a distintas
velocidades y que por ello son Utiles para establecer relaciones
cercanas entre especies. Las sustituciones sindnimas no alteran la
composicion de aminodcidos de la proteina y se considera que la
presién de seleccién es mlnlma y se supone que se acumulan Ics

sustituciones a una veIocndod cerccmc: al de la tasa de: mutocvon

neutral.

-----

Yc que eI

pors:monlo, que

mos frecuentemenfe usados mcluyen

exommo ccrocfenshcos Unicas que son comp rtidas por las especies y
frecuentemenfe usado cuando las  diferencias  son pocas vy
generalmente, irreversibles; parsimonia evolutiva, que se basa en el

andlisis de mutaciones transversas para discriminar entre tres posibles
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relocnones porc: cuotro especies y se usa frecuentemente para

eluéiddr elcaones entre especies muy distantes; métodos de

T ar obustez de Ias relaciones inferidas. B} método mdas usado para

. revusor'?l‘d lm‘egndcd de un drbol filogenético es el de "boofstrop" el

fcuol smfemchccmenfe infiere nuevas relaciones revolvnendo el grupo
de dotos y comporondolos con Io vfllogenlc mfendo del grupo de
ootstrcp proporcuonc un resultado para

do’ros orlglncl 1=} onchsns

ccdcx uno de ; .los vclores de confiabilidad dei

c’:s cercano sea el resultado del
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HIPOTESIS:

ylorl y C jejum no ’ruvo un cnfocromo P450

EI oncesfro comun de
pero C. /e]unl reC|b|o ‘un fragmento con un c:’rocromo P450 al ’rroves de unc

Tronsferencno Genehcc Horlzom‘cl
OBJETVOS = -
OBJETIVO GENERAL

lnve'sfi:gci;rk,-;.‘éi?lC‘..\.::jejghi;p‘udo hober adquirido por una TGH una regién

conteniendo.a un citocromo P450.
;c‘:r:omo 'P450 de C.

d de una TGH en C.

jejuniy e los citocromos P450 bacterianos estén involucrados

.iABU‘Cl(;);I”t:; dege”eSdeC jejqni que tengan

|on de ollgonucleohdos en el genomo de C.

jejuni, buscan 15 a *omolos en eI genomo

AﬂOlIZOI’ Ic orgonlzomonx ‘e;' genes en el genoma de C. jejuni buscando

grupos de genes en “fondem" ;
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Evaluar si es. p05|ble deflmr la exfensuon de la. TGH dado que ‘encontremos

evndencno de clgunc

Buscar algun posible donador del gene del citocromo P450 de C. jejuni.
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MATERIAL Y METODOS

ANALISlS’TEéklcos

 DEFINICIONES M
VL<735~ pcrametros necesarios para el uso de programas de

compchCIon de SeCUGnCIOS son los sngwenfes

MATRICES DE PUNTUACION‘ O.DE SUBSTITUCION (SCORING MATRICES)

;los dlferencms em‘re aminodcidos haciendo

« Las matrices BLOSUM y de Gonnet han mostrado empiricamente ser
~lds~;mej'§rjésrporo Qe’rechr similaridades débiles entre proteinas

PENALIDADES DE APERTURAS POR CORTES Y DE LA EXTENSION DE LOS CORTES
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Un con‘e (gop) es: mfrodumdo en un alineamiento para compenscr'

perdldas entre una secuencias y otra. Para prevenir

por !qs insercione:
> se acumule hqs,cor’res en un dlineamiento, la introduccién de un
p'dhfuccién del dlineamiento se reduzca en una
conﬁdc:d fija ,Lale'ikiiénsién del corte para que se puedan considerar
'nucleohdos o “ aminodcidos  adicionales tambien  se pendliza en la
pun’ruocuon del alineamiento

- BLAST 2.0 por defecto permite el usoc de cortes en los alineamientos.

La opcidon de cortes permite al programa BLAST detectar tanto

alineamientos locales como globales y se recomienda para casi

cualquier aplicacién.

LIMITE DEL VALOR E
' déién de un alineamiento “S", representa el

ostrmgencnc del onolms

PUNTUACION (S SCORE)

Lo punfuccnon S de un olmeomlenio es cclculc:do*sumondo la

pun’rucoon pcro ccdo alineamiento leiro con Ietrq le erCQn-espOCIO

vacio.:

TESES CON
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v Lo puntucc;lon o',:Score poro cada alineamiento se denvc de la

ion "o~-de substn‘umon, Ics mos po ulcres _son las

\U‘oc“ién es decir el scoré'S’ mejor es el
i »concno de un dlineamiento no puede ser
idn solamente. .

ve. una letra se alinea con un espacio se llama

puntuacion es negativa.

ts'(bit score) toma en cuenta el tipo de sistema
ado, por ello puede ser mas informativo. El bit

partir: del score § normalizado con las variables
na 'un S|stemc1 de puntuacién dado. Por ello

3 Ios b|f score pueden ser comporcdos entre distintos alineamientos.

MATERIAL =~
Para . los andlisis  computacionales se utilizaron las secuencias

complétos de DNA de las bacterias Helicobacter pylori 26695 / 199
(hﬁp://Www.fiqr.orq[ﬁqr-scriDTS/CMR2jGenomePc1qe3.spl?dofobose=th /

http://scriabin.astrazeneca-boston.com/hpylori/ ) v Campylobacter jejuni
NCTC 11168 (hitp://www.sanger.ac.uk/Projects/C jejuni/ ). Asi como

secuencias depositadas en la base de datos del NCBI (Nacional. Center of

Biotechnology Informcmon  hitp://www. ncb| nlm nlh qov/ ) de: o’rrqs varias

bocferlos ; B
ATX Pe}n‘_ﬁum IV® 1.8
gramas  que se detallan

dlsenodo pc:ro fomor secuenCIds protelccs o de dcidos nucleicos y
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compororlos com‘ro secuenuos en una base de datos. El algoritmo de
| olonce entre velocidad y sensibilidad

lncremem‘ado poro relocuones de secuencias distantes. En lugar de
basarse en allneamlenfos;globoles (lo cual puede verse en programas de
dlineamiento multiple ‘dé secuencias como Clustal), BLAST enfatiza
regiones de alineamiento local para detectar relociones entre secuencias
gue comparten solo reglones aisladas de snmllorldcd {1). Por lo anterior
BLAST es mds que ‘Uno herramienta para ver secuencias adlineadas o

encontrar homologlas,'este programa puede ademds localizar regiones de

5|m||c1r|dod con u C ,lSlon para comparar estructura y funcién.
En la pogma _de BLAST se pueden elegir varios programas que
redlizan tareas especificas. De esos programas fueron utilizados los

siguientes:

blastn Compara una secuencias de nucledtidos contra una base de
datos de secuencias de nucledtidos

tblastn Compara una secuencia proteica contra una base de datos de
secuencias de nucledtidos dindmicamente traducida en todos
los marcos de lectura

En la pdgina de BLAST del NCBI se encuentran varios recursos que

proveen de ayuda en el uso de los programas.

ClustalW/ClustalX 1.81 : ClustalW (47)‘?;"'5 U'r:"o:’progromo de dlineamiento

global para DNA o proteina. Usa un goritmo, de alineamiento progresivo y
un drbol guno basado en sxmllandod de secuencia para alinear las
secuencnos de DNA o© omnnoccudos El alineamiento puede hacerse
uhllzondo una: de varias matrices de substitucién distintas, el programa
utiliza de manera predeterminada las matrices de Gonnet para los
alineamientos proteicos. Este algoritmo alinea primero secuencias similares

y después las secuencias mas distantes. Este programa utiliza el algoritmo
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de Nelghbor Jomlng (NJ) (38)" drﬁcfbfqdu'c':ir los arboles filogenéticos a partir

pord el programa de alineamiento

n ambiente integrado para realizar

cnéli’él‘sv ’ulhples de. secuencncs -alineamientos de pérfiles y analizar los

resul’rcdos

Se puede obtener la Ultima version del programa ClustalX via ftp anénimo
en:
o fip.igbmcu-strasbg.ir

o fip.embl-heidelberg.de
o fip.ebi.ac.uk

O en la siguiente direccion WWW: -

Tree Ex m pcro vnsualnzar editar, imprimir y exportor orboles

gromo"‘fue obtenldo de la siguiente direccion en

.t D //evo qén b|ol mefro -y, ac. no/TE/TE man.himi!
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Puede leer entradas

y MS Wlndows

gicas escrito

Uchas caracteristicas

siguiente  direccion:
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METODOS

BUSQUEDA DE CITOCROMOS P450 ENH. PYLORI POR ANALISIS CON BLAST {""WESTERN
COMPUTACIONAL")

Se recolecfcron diversas secu nci mos P450 eucariontes

Estas ve’cuencios se utilizaron
I progromo BLAST (1,22},
NCBI

y proconé‘ntes obtenidas del smo d NCB

el

t TESIS CON
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Pcrd Uﬁlizar'-iel"*‘progrcmo : BLAST comporondo una secuencias

reestobleddos La secuencia debe suministrarse en formato

FASTA ,v U__o vez que se ha intfroducido la secuencia debe presionarse el

bofon “submlf BLAST job” en la parte mas baja de la pdagina, para que se
reohce el c:llnecmlenfo

B valor E para Ios ollnecmlentos fue reducido a1 para la mayoria de

los onollsns debld“" a secuencw a busccr era larga. Cuando se

reollzon busquedas co ecuencuos con‘os (cpencs unas decenas de

cmmoccud o umem‘or el valor, de E pora ob’fener suficientes

tener

ohneamlemos : que pudleron

Para utilizar cuolqu

las secuenczos se encuentrenialineadas;:para’lo cual se utilizd en todos los

casos el progromo CI'
Las secuencws ommooodos deben tener un formato

especial porc ser cmohzcndos ‘con el programa ClustalX. Las secuencias
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deben. serk'cvydlocodcs todas juntas en un mismo orchivo y pueden tener
alguno de Io"‘ mgwenfes formatos; FASTA (Peorson) NBRF/PIR EMBL/Swiss
LUSTAL GCG/MSF, GCG9/RSF | ccrocier '>' sefiala el
> /:""archlvo y de cada secuencia, ésta puede llevar un
|den1|flcodor despues del cardcter '>' y después del primer caracter

eniror debe estar propiamente la secuencia. El programa intenta

"odlvmor" si se frata de una secuencia de DNA o de una secuencia de
omlnocxados con los primeros caracteres de la secuencia.

Uno vez que las secuencias esten dentro del programa, pueden
ojusfcrseylo 'parcme'rros para el alineamiento y el formato del archivo de
sohdc (en este caso Clus’rc:l o Phylip, seguin se requirié).

' 0 grcmo gue realice un alineamiento compileto, tras lo

c::ucjlfhc que.esperd un cierto periodo de hempo para que el programa
este tiempo puede variar considerablemente de

de cémputo con el que se cuente. Este andlisis

cer el andlisis de Bootstrap del drbol obtenido con NJ, se
abre e cr‘chivp___c‘:‘On el alineamiento deseado después de la edicion con
BloEdlf »
opcuon “Correcf for Multiple Substitutions”, esta opcidn realiza un ajuste

CIO%}‘GI Para nuestros andiisis se utilizd siempre encendida la

(‘” N
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debldo a que Ios dls'roncms observadas suelen subestimarse por el hecho

: , o:‘ esto aumenta la eficiencia del algoritmo. Los

' :"": ,oromefros se utilizaron con sus valores preestablecidos. Para el
numero de iteraciones de la prueba de Bootstrap la opcién por defecto es
de 100, sin embargo para este trabagjo se recl!zcron 1000 iteraciones para
cada prueba de bootstrap. Una vez mds el iempo para hacer este andilisis
puede variar significativamente segin el poder de cdmputo con el que se
cuenta y el nUmero de secuencias involucradas en el andlisis. Este andlisis
produce un archivo *.phb (&rbol filogenético con valores de bootstrap).
Este tipo de archivo puede ser abierto con la opllcocnon Niplotwin95, con

la cuol podem"”s |mpnm|r el arbol o exportarlo a un OI’ChIVO de arbol (tree

file)v' hr, que podrd ser dblen‘o a su vez con el programa
TfeéE reohza el combno de formoto del archivo *.phb a
*.phr 5*‘-el TreeExplorer no podrc desplegar los valores de

opaones déscnics en la documen’rocnon del paqguete phylip. Los archivos

a uﬂxhzar con esfos progromos deben estar en el formato del phylip, los
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orchlvos henen unc exten5|on phy Para el andlisis de secuencias de

nucleohdo ‘se utiliza el progromo dncpors y para secuencias de proteinas

el perb’cj ) on un computador personal tipo IMB/PC es

e-salida se configure de acuerdo a ello.

rbOli_en formato phylip/newick standard. Estos
‘porque el algoritmo de MP no calcula

ab, con la cual se
romosoma distintos tripletes,

ise no un programa que posee

un com‘cdor que oumento en*uno codo vez que es localizado el tiplete,
tetraplete o pentoplefe pcrhculcr en el genoma; después anota a cada

evento su localizacidn en el genoma. Esta paqueteria colecciona todos

[ TRSIS COU
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los datos y- pUéde*rﬁos’rrc:rlos en una grdfica, la cual es posible exportar

como un c:rchwo”grcflco poro sU uhlnzacton posterior en otras aplicaciones.

En las grofl a n te enc1os a lo largo de toda la grdfica que se

' ‘_u/ql podia identificarse por cambios en Ia
pendiente de la'gréfica. :

DISTRIBUCION DE ORFS EN EL GENOMA DE CAMPYLOBACTER JEJUNI

roélogos en H. pylori (32).
arios recursos disponibles

para frobcuor cdn el genoma de C ‘/ejun lﬁlizj'vc:jrﬁosflo lista de genes

orfologos de Sanger Center para hccer un anclms de la frecuencia de

genes on‘ologos en ventanas de diversos fomonos del genoma de C. jejuni.
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Se. dwldlo el genomo enfero en frogmenfos de 10kb, 20Kb y 40Kb vy se hizo
un com‘eo ‘en*cc:do ven’ronq del numero de ORFs que tienen ortélogos en

H. plefI

POSIBLE DONADOR o

: grcmo '«‘TBLASTX se buscaron ddbles mejores
‘ef cada uno de ORFs desde Cj1410 hasta

ejor alineamiento implica que cuando se

cuencia gue da mejor resultado de un
':figinal del primer alineamiento debe ser a su
.Lrédlizc la primera busqueda con el ORF de C.
frega una serie de secuencias, se toma la que tiene
con 'e,lldf se realiza otra busqueda. ~ Los resultados de
,comQqun; si el mejor result‘otd’b’ de la segunda

primera:secuencia de la que partimos, se considera eso
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RESULTADOS

CITOCROMOS P450 EN H. PYLORI Y EN C. JEJUNI

‘cnocrom P450 Io cual apoya la idea de que H. pylori pudiera haber
'renldo un gene para P450 debido a que ambas bacterias comparten un

oncesfro comun. A pesor de lo anterior, H. pylori no posee un citocromo
P450 ‘esta evndenmo nos -permmo hacer nuestra pregunta experimental: el
fenos poseia un citocromo P450 o no, luego

ancestro comun‘d
v i > P450 o si C. jejuni lo adquirid.

ene con la firma PS0086 propia de los
que el gene para el citocromo
tas mutaciones que no fuera
ias. depositadas en el NCBI que-
ar qlgon gene o gene putctiVo,dé,
m‘c.:iusive una muy débil, cb’n:On
S uédo con el gene del citocromo
, BLASTN todos los resultados que se
de:n mcs;der 10e-18 fueron introducidos como
a con TBLASTN. Para estas busquedas
se uhllzcron Ios secuencn‘,: protelcos poro minimizar las diferencias entre las
secuencms debldcs a los COmblOS en un solo nucledtido y que sin embargo
no codifican pcro otro ammoomdo y no se traducen en un cambio en la
proteina. Estos buUsquedas no nos llevaron a encontrar ninguna proteina

per’ren’ecien’re a Helicobacter pylori.
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ANAusns,FlLOGENénC' DEH. ylé'ri'y c. jejuni

- H pylon y",C /ejum proceden de un ancestro cercano comuin, por

ello que secm cércancxs fllogenehcomem‘e Realizamos una reconstruccién
fllogenehco fomondo como base los RNAs 1465 de varias especies
bocfenanqs, evscogldos de entre los distintos grupos bacterianos, de
mdnerd de representar con el uso de tres algoritmos de construccion
filogenética distintos, la relaciéon de C jejuni con H. pylori y probar si nos era

posible obfener construcciones cerccnos a'la aceptada.

Segun se propuso en ld se ,Lq Aproxnmocuon Filogenética” la

pnmerd'tcrec a resolve ‘p n:_.qhdlisis flogenético es elegir la

molecula mos cdecuod par ”bleh'id'pdrﬁculcr El RNA ribosomal
(RNAr) es la molecula q lzodo pcro esfoblecer relaciones

filogéneticas d}ebldo‘q arias razones: )?Es Uno moleculc cuyo secuencia

_'e as secuenctos : Poro que sea posible obtener un andlisis

confiable. es ‘necesario ufilizar vorios secuencias ademds de las dos de

interés, ya que esto provee del marco de comparacion entre las

secuencias. El alineamiento de secuencias (Apéndice 1) se realizé como

TERIS CON
FALLA DE ORIGEN




36

se describe en Métodos. Para el andlisis se utilizaron las siguientes

rsecuejrncriqs de RNA ribosomal 16s:

>Actinobacillus_sp
>Amycolatopsis_mediterranei
>Bacillus_halodurans
>Bacillus_megaterium_lAM13418
>Bacilius_subtilis :
>Bradyrhizobium_japonicum_PRYé5 ) .
>Buchnera_sp

>Campylobacter_jejuni
>Cavulobacter_crescentus_CB2A
>Chlamydia_muridarum
>Chlamydophila_pneumoniae_AR39
>Deinococcus_radiodurans_R1
>Escherichia_coli_K12
>Escherichia_coli_O157
>Helicobacter_pylori
>Mesorhizobium_loti_LMG6123
>Moritellaya_yanosii
>Mycobacterium_leprae_TN
>Mycobacterium_smegmatis_ATCC19420
>Mycobaceterium_tuberculosis_H37Rv
>Mycobacterium_tuberculosis_CDC1551
>Mycoplasma_pneumoniae
>Myxococcus_xanthus_MD207
>Neisseria_meningitidis_MC58
>Pasteurella_multocida_PM70
>Pseudomonas_aeruginosa_PAO]
>Rhodococcus_sp_X309
>Rickettsia_prowazekii_Brien!
>Saccharopolyspora_erythraea
>Saimonella_typhimurium_LT2
>Staphylococcus_aureus_N315
>Streptococcus_pyogenes
>Sireptomyces_avermitilis
>Streptomyces_clavuligerus_JCM4710
>Streptomyces_coelicolor_cosmid_D72AA3
>Streptomyces_griseus_subsp_griseus_IFO 13550
>Streptomyces_lavendulae_IFO13710
>Streptomyces_venezuelae_JCM4526
>Synechocystis_PCC6803
>Thermotoga_maritima
>Treponema_palliidum
>Ureaplasma_urealyticum
>Vibrio_cholerae

>Xylella_fastidiosa

>Mus musculus *

* La secuencia de ratdn se agrego con el fin de poder agregar la raiz del arbol.
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Bl tercer. b\dSo; tal como se describié anteriormente, es la aplicacién

de un olgommo motemchco que nos permita hacer inferencias evolutivas.

Se‘uhhzoron tres algoritmos distintos para este andlisis: Neighbor
(Clust ) Maximum parsimony and Maximum likelihood (Phylip}, y se
combérdfoh los @rboles resultantes (Apéndice 2).

E“I‘"iyyméfédo de neighbor joining (NJ) entrega un solo arbol el cual

representa un Unico darbol que resulta de medir las distancias entre ias

secuencios segun el nUmero de diferencias o similitudes que tienen,
formando grupos que mds tarde se colocon en las ramas del arbol. El
método de*-moxnmo porSImomc (MP) opera. seleccionando oquellos

onfianza estadistica. Para: ello se- utilizé el método de

boofsffcup‘ o‘mo se describe en Mefodos; cléres resultantes del

boofstrcp estd‘n representados en cada nodo d rbbl construido con el

metodo de NJ El método de bootstrap sélo se ophco con el algoritmo de
NJ debldo a que el programa misma ejecuta el andlisis; con el paquete
phylip no ‘nos fue posibie realizar el andilisis de bootstrap.

l.ds arboles inferidos con los tres distintos métodos son bastante

consistentes entre si, con sélo pequefas diferencias. Los tres modelos
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fueron -consistentes con los datos utilizados para reconstruir la taxonomia

de las bacterias utilizadas para este andiisis.

lugcr donde se sufuo ‘el nodo de Staphylococcus, en un caso comparte la

' f Sfrepfococcus y B. megaterium y en el otro comparte la rama
con B holodurcns y B. subtilis; de acuerdo a la taxonomia publicada en
NCBI; el modelo mds preciso seria el segundo caso. Con el método de ML
encorﬁ‘rdmos un Ohico arbol con una mdxima probabilidad. El drbol que
obfuvnmos uscndo NJ tiene valores aitos de boo’rsfrcp {1000 iteraciones)

para Io mayono de‘ Ios nodos, lo cuol nos brlndo confianza estadistica.

Sin embargo, no se han

ancestra todos " los seres vivos.

encontrado.gen

logos para citocromo en todos los genomas

bocfenonos secuencmdos hcsto el momento. Se pueden observar familias

boctenoncs en lcs cuales es posible encontrar citocromos P450 en todas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




39

las eébéCies""'dholiiddos' (Tabla 3), aun cuando sus genomas no estén

tofolmem‘e secuencmdos, sin embargo hay familias donde han sido
os ‘genomas de varios miembros y en las cuales no se
encuem‘ro inguna especie que tenga algun gene relacionado con los

cnfocromos P450. Lo qgue resulta aun mds interesante, es que hay grupos

bacfe”cnos en donde hay tanto especies que tienen citocromos P450

_como especues que carecen de ellos. En bacterias cuyo genoma no ha
sido secuenciado por completo, es posible que la regidn que contiene el
citocromo P450 no haya sido secuenciada a la fecha, y que por ello no se

ha identificado.

Genoma | Presencia
Completo | de P450

Proteobacteria [purple bacteriq)
alpha subdivision

Caulobacter crescentus +
Agrobacterium tumefaciens plasmado Ti +
Rhizobium sp. NGR234 Plasmido +
PNGR234a, section 19 of 46, section 20 of :
46

Bradyrhizobium japonicum
Mesorhizobium loti

Rickettsia prowazekii

beta subdivision
Hydrogenophaga intermedia
Neisseria meningitidis 7249 |
Neisseria meningitidis MC58
delta subdivision

Sorangium cellulosum {Polyangium
cellulosum)

Myxococcus xanthus

epsilon subdivision
Campylobacter jejuni
Helicobacter pylori 26695
Helicobacter pylori J99
gamma subdivision
Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O157:H7 EDL?33
Buchnera

Pasteurella multocida
Haemophilus influenzae Rd
Pseudomonas aeruginosa

+|+
+

+

e+ |+ ]+ + ]+
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Pseudomonas incognita +
Pseudomonas putida +
Pseudomonas sp. +

Vibrio cholerae

Xylella fastidiosa

Borrelia burgdorferi
Treponema pailidum
Thermotogales
Thermotoga maritima
Deinococcus radiodurans

+ {4+ ]+

+[

Tabla 3. Resumen de las bacterias cuyo genoma ha sudo secuencmdo ‘en sU totalidad y/o
que ha sido encontrado algin citocromo P450. S

La distribucion dispersa de los cﬁocromos P450 ‘en los’dlshn’ras familias de
Eubacterias no es consistente . con unc pre que. establezca a los

citocromos P450 como: unc;profelno que evolucnono desde un ancestro

CITOCROMOS P450' EN MYCQBACTERIU TUBERCULOS!,
os P450 estdn

bastante distribuidos en e Mycobacterium

El resultado

tr 'los orboles en el apéndice 2).
nos suguere que los cnocromos P450 pudieran estar involucrados en muchos
eventos de THG enfre los procariontes, y que debido a las caracteristicas

metobélicas propias de estos citocromos se estabilizan en las poblaciones
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bacfenoncs, hocuendo p05|ble su deteccnon, tal podria ser el caso del

C|focromo¢P450 de

s .ambos arboles (arbol 6 y 7, Apéndice 2)
.{gyru,pf)bs que arbitrariamente formamos con los

erculosis, se disgregaron en el arbol que

6 de ofras especies. Esto sugiere que los

ue vemos en M. tuberculosis pueden haber
sido seo muy rectem‘emen’re O proveen a la
bacte jue. se hon perpetucdo enla poblacuon
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ARBOLES FILOGENETICOS DE CITOCROMOS P450 Y PROTEINAS CONSERVADAS

EI genomc de una bacteria acumula mutaciones a lo largo del
tiempo; con lo que va adquiriendo paulatinamente ciertas caracteristicas
porticulok a esa especie. La tasa de mutacion y el/los lugares donde se
~acumulan denfro de una proteina nos permiten inferir las relaciones
fiiogenéﬁccs. Cuando se comparan las relaciones filogenéticas inferidas
en drboles hechos con proteinas muy conservadas, éstas se asemejan
mucho a aquellas obtenidas utilizando RNAr 16S. Al parecer los citocromos
P450 estan involucrados en eventos de TGH que les permiten perpetuarse
en distintas especies. Un darbol hecho con citocromos P450 podria
osemej:or las relaciones filogenéticas v15fos con proteinas conservadas, de

o confrcmo seria una evidencia indirecta. de TGHs {(35}).

Se realizaron olmecmlentos ‘utomc’ncos vtilizando el Ciustal vy

después fueron revisados y__edf"" s_; flncmenfe con el programa
BioEdit (los alineamientos pueden revisarse en el apéndice 1). Tomando
como base el arbol con: t:iidc"’r’o P450 se construyd un drbol con un

citocromo P450 de cada espeCIe fomcndo al azar sélo un cn‘ocromo P450

de aquellas especnes que henen varios. Se hicieron también arboles
filogenéticos utilizando Ios protemos dnaA, polA, recA y rpoA de las mismas
especnes En estos cnolms se utilizaron algoritmos de NJ y MP como se
describe en me’rodos en todos los casos el algoritmo de MP encontré sélo

un drbol con moxnm |mon|o

LQS Vér;b"o‘ ob’remdos con MP muestran bifurcaciones sucesivas en

rboles esto podria deberse a las limitaciones del
_Aquer con esta longitud y nimero de secuencias, no

hoyc: SIdo,de ’rodo consnsfente Sin embargo, la mayoria de las relaciones

pueden verse representodos tanto en los arboles con MP como con NJ. En

el arbol constrwdo con los citocromos P450 las relaciones entre las especies
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utilizadas 'son totalmente diferentes. a las que vemos con proteinas
conservadas, brindédndonos una evidencia de que estos citocromos han
sufido eventos de TGH; el citocromo de C. jejuni se relaciona

cercanamente con especies las cuales son lejanas vistas con RNAr 168,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




44

FRECUENCIA DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE NUCLEOTIDOS EN EL CROMOSOMA

Lc: secuencnc de las bases a lo largo de todo el genoma estd

defermmodo pnncnpolmente por la codificacién de proteinas. Esto es

por’rlculormenfe cierto para el genoma de C. jejuni, que es uno de los

en. procdnonfes (20 28,4¢6), y estas caracteristicas se perpefucn_’

verhcolmenfe en lospoblamones bacterianas. Su resultado sobre el DNAf

dis’rin’rdsv"‘:a‘isfnbuuones de dinucledtidos que pudieran revelar un posible
origen extermno de la regidn que nos interesa. Este andlisis se hizo segin se
describe en Métodos. El dinucledtido de citosinas mostré un patrén de
distribucién ligeramente distinto de los demads dinucledtidos probados, en

la regién de interés, por lo que se decidid buscar secuencias mds largas de
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C con el f|n de hocer mos clora Ic diferencia de esa regién. Conforme

n tud del ollgonucleoildo de citosinas se hace mas clara

extrencvlﬁiemos
3 diferer ’ dtron de distribucién en la regién con el citocromo
'cfd alresto del genoma. El resultado éptimo de este andlisis
u'nhzando una secuencia de 5 citosinas como se muestra en la
flguro 9 Co‘n el pentaplete de citosina se observo claramente un cambio
en lc pendlem‘e de la grdfica en la regidn que corresponde del pentaplete
155,hcsfq el pentaplete 200 en el genoma. Hasta antes del pentaplete
hL’Jmeifé 154, la pendiente no tiene cambios importantes, los cambios en la
pendlente sblo perduran en pequefas extensiones del genoma. Entre el
pem‘oplefe 155 y el 200 hay un cambio dramdtico en la pendiente,

: ‘uvno meseto, esfc represento una acumulacién rapida de

dlChO pem‘cplefe en esc reglon lc cuol contiene casila cuarta parte de

CON
RIGEN
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Figura 9. Frecuencia del pentaplete de citosina a lo largo del genoma de C. jejuni. En A se
muestra la gréfica de todo el cromosoma con la zona propuesta como TGH senalada. En
B se muestra un acercamienio de la zona senalada en A, la regidn propuesta como TGH
queda localizada entre los eventos 154 y 201, abarcando toda ia meseta.

todos los pentapletes encontrados en el genoma en una region de apenas

40 Kpb, que representa el 2.44% del cromosoma completo. La regiéon que

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




47

forma la meseta corresponde al fragmento que proponemos como TGH el
cuol vd desde la posicion 1342197 hasta 1388235, quedando localizada
entre los pentcpletes 154 y 201 El citocromo P450 va desde la posicion
1,342, 550 hasta la posicién 1 ,343,911, ubicado entre los pentapletes 154 y
155.

La “frecuencia de acumulacion de distintos dinucledtidos, tripletes,
1ev1rdplefes y pentapletes se conserva a lo largo de todo el genoma de C.
jejqni, con excepcion del fragmento propuesto como TGH en el caso
p:_s‘orfi'cUlor del pentaplete de citosinas. Como se dijo al principio de este
-capitulo, los genomas tienden a conservar las mismas caracteristicas
éstrUc’rurcrles en todo el cromosoma el cual transfieren verticalmente a su
descendencio El proceso de amelorizaciéon, tal como describen Ochman
y Lawrence (29), a lo largo de millones de anos ejerce una presuon en el
‘DNA para que aquellos fragmentos extranos, que ahorc formcn parte del
genoma, cdqu:eron las caracteristicas del DNA cnrcundcmfe y finalmente

sean ton pcrecudosncl DNA del huesped que es imposible saber si ese DNA

deC . jejuni.
DISTRIBUCION DE ORFS EN !‘-fL‘GENOMA be Campylobacter jejuni

- El:genomdde C. jejuni es el mds compacto de los secuenciados a la

fecha, éomo ya se menciond el 94.3% del genoma codifica para proteinas.
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De todas estas CDS el 61.1% se franscriben en la direccién de la

rephcomon '

Lo’vtgenes que se Iocahzcn en una o en otra cadena de DNA estdan

solfecdos ofldgo del genoma, en algunas ocasiones se encuentran en

grupos de vonos de ellos seguidos. Se realizé un andlisis para observar la

frecuencrc' Idconhdcd de estas secuencias codificantes (ORFs, putativos
y dé:fu'ﬂr'{é‘io 'dem‘lflccdo) que se encuentran en la misma cadena y que

se loccllzcm un’ros - §i fuera posible observar una distribucién de grupos de

bUSqu-ben ellas caracteristicas distintas al genoma
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Frecuencia de ORFs contiguos en el mismo sentido
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N°¢ de ORFs en la misma direccion

Figura 2. Frecuencia con la que es posible encontrar en el genoma de C. jejuni un solo
ORF seguido por otro con su orientacion contraria, dos ORFs con la misma orientacion y
seguidos por ofro en direccion contraria, y asi sucesivamente. En el recuadro se muestra
una representacion del cromosoma de C. jejuni, estan sefialadas ias dos regiones con mas
ORFs contiguos en la misma orientacion.

La base de datos con esfos cnélisis se encuenira en el apéndice

localizado en la pdgina electromco del lcborotorlo de la Dra. Juheto Rublo,

en el sitio del Inshtufo de Invesﬂgocnones Blomedlcas

AI hocer lc cucnhf

nbas en direccién 5 ' a
3)
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Se observc que lo moyon ' dé’;los ORFs se encuentran muy dispersos,

formond ’grupos ) ‘de ellos alineados o inclusive solos.

Cuonto r menta el numero'de ORFs orientados, hay menos casos a lo

Iorgo‘” elige oma, ‘descnblendo una gréfica negativa binomial. Liama la
ofencnonvque hoy realmeme pocos grupos de ORFs orientados en la misma
direccién en ndmeros moyores de 21. En el extremo de la grdfica se
pueden ver dos grupos que se alejan bastante del comun, el grupo mas
alejado, de 39 genes seguidos abarca las posiciones 1342134..1388184
(46050 pb), va del ORF Cj1410 al Cj 1449, el citocromo P450 es el ORF
Cj1411. Laotra regién con un nL'Jmero alto de genes juntos es la regidn que
Je la'k ) ' 125478 (29404) involucrando desde

glones que contienen

{ corresponderse si

cromosoma, se

da por los ORFs
responde con el
1 orientacion, que

uente en el genoma

supuesto eanfen reglones donde los ORFs ortélogos se

encuem‘ron mas cercanos los unos de los ofros y que contienen por ello un

moyor numero de ORFs ortdlogos en secciones cortas del genoma, pero
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este sesgo puede disminuirse considerando ventanas grandes para contar

. Se liz6 la frecuencia o densidad de ORFs de C. jejuni que poseen
ORFs orfologos'én el genoma de H. pylori. Para determinar si un ORF es
orfologo a ofro se utilizan parametros de olipeocién de secuencias, asi
'éo'rhdv’iondlisis flogenéticos. Para el presente trabajo se utilizaron las
deﬁhiciones de ortologia para C. jejuni reportadas por el Sanger Center

(htip://www.sanger.ac.uk/).

Se realizd la cuenta de ORFs ortélogos con H. pylori en el genoma de
C. jejunl, en ven’rcmas de 10, 20 y 40 Kb y en ventanas de 10, 20 y 40 ORFs.

El- genomc se lelle : por completo en ventanas de los tamaios
: s dec desplozomlem‘o de cada ventana con respecto
nfe del tomcno de la ventana misma (10, 20 o
ordor que el fragmento que se propone como
xhende sobre aproximadamente 40 kbp. Se
OR_Fs que una ventana contenia contra el

ontenian ese mismo nUmero de ORFs, como se
| graficar los datos obtenidos con las ventanas de
bservaron distribuciones homogéneas, similares a una

ormal, para el nimero de ORFs ortélogos contenidos en las

o) cfncﬁOS' lo mismo ocurridé cuando se tomaron ventanas

f“gura 10). Cuando se utilizaron ventanas tanto de 40 kbp
buede n " arse ‘claramente una distribucién que se aleja
i“ro el resto del genoma. La region
lamente 3 ORFs para los cuales se ha
_ylbri, y queda afuera de campana de

Ve,no"‘fnd (figura 10, 11).
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No. de ORFs que tienen ortologia con H. pylori alo largo del genoma

de C. jejuni
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Figura 10. A} Numero de ventanas de 10, 20 y 40 kbp en C. jejuni, y su correspondiente
numero de ORFs ortdlogos con H. pylori. B) NUmero de ventanas de 10, 20 y 40 ORFs
consecutivos en C. jejuni, y su correspondiente nuUmero de ORFs ortélogos con H. pylori.
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Por si:sola ke‘stde's"iuy‘rid fuerte evidencia, para apoyar la hipotesis de
que. eI frcgmento conienldo entre Cj1410 y Cj1449 es una transferencia

,}perlmen'{os se deduce que el genoma de C. jejuni,

‘Esta organizacién es debida en parte a la presiéon

y regiones del genoma que conservan

de manera que las presiones

hornzontol sec ‘relohvomem‘e kreaem‘e,

No de ORFs que henen orfologlo conH. pylon a Io largo del genoma
de C.jejuni.'en ventcnos de 40 Kbp

NUmero de ventanas
en el genoma

T : ‘: i : i
g i B X | |
30 32 34

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
No. De ORFs ortélogos con H. pylori

Figura 11. Numero de ventanas de 40 kbp en C. jejuni, y su comespondiente nUmero de
ORFs ortdlogos con H. pylori. Esta senalado el fragmento propuesto como TGH, el cual
contiene solamente 3 ORFs ortdlogos.
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Los genes que “flanquean al fragmento propuesto como TGH en C.
d‘ e 'del gene Cj1410 y 10 genes arriba del gene Cj1439

/e]unl, 10 gen

os’ con ‘>genes de H. pylori, para ubicar su posicién en este
' 'odos ellos se encuentran distribuidos en todo el genoma de H.

ylon, no:se encuenircm agrupados. Si estos genes estuvieran cercanos en
el genoma de H. pylori esto nos podria ayudar a identificar un sitio donde
podria haberse perdido todo el fragmento propuesto como TGH en el
genoma de H. pylori. Debido a que no pudimos encontrar a los genes
orntélogos de aquellos genes flanqueantes del fragmento de TGH
agrupados en H. pylori no tenemos evidencia para soportar la idea de que
H. pylori hubiera pérdido los genes ortdlogos de los genes que forman

parte del fragmento de TGH.

POSIBLE DONADOR

jgrcmos obfener resuHados conclusivos. Para la

moyorlofde,los ORFs no esrp05|ble obtener un “dual best hit", en la siguiente

tabla p_resenfamos cuales de los ORFs pertenecientes al fragmento

obevieFen un “dual best hit" y con qué especie:

ORF Especie

Cjl414 Pasteurella multocida

Cjl415 Pseudomonas fluorescens

Cjl416 Pseudomonas fluorescens

Cjl417 Pseudomonas fluorescens

Cil418 Pseudomonas fluorescens

Cjl4d19 Pseudomonas fluorescens
_Cjl420 Pseudomonas fluorescens

Cj1423 Aneurinibacillus thermoaerophilus
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Cjl424 Aneurinibacillus thermoaerophilus
Cjl427 Synechocystis sp.

Cij1432 Salmonella typhi strain CT18
Cil1433 Desulfitobacterium hafniense
Cjl1436 Microbulbifer degradans

Cj1445 Escherichia coli

-En la regidn que va desde Cjl414 hasta Cjl1420 obtuvimos un fuerte
indicativo de una posible ortologia con Pseudomonas fluorescens, en
ninguna otra parte de la region de TGH obtuvimos un resultado tan claro.
No fue posible identificar cudles son los productos de las secuencias de
Pseudomonas fluorescens debido posiblemente a que los productos no

estén caracterizados o simplemente a la manera en que estdn indexados

olgunos en’ndodes dentro vde la p&agina del NCBI.
! N Ioglc con los demdés ORFs no obtuvimos ningun

‘»cosos los resultados tienen

muy bcuos Es comUn observar

en poco' vempo debldo_o, que la base de datos del NCBI se actualiza

consfonfemem‘e y conhnuomem‘e se reportan nuevas secuencias.
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DIsSCUSION

Las dificultades poraclosnflcoro las bacterias baséndose Gnicamente
en diferencias mobrfoliég'iédsv[hdn' llevado al desarrollo de herramientas
flogenéticas disefiadas para evidenciar las diferencias entre los genomas
bacterianos (29). Estas herramientas se basan en la idea de que los
genomas son relativamente estables en su estructura y secuencia, que sus
cambios “lentos, acumulados en el tiempo nos permiten distinguir una
especié' de ofra. Los mds recientes frabajos de secuenciacidn de
genomcs completos han aportado evidencio de que las transferencias
horizontales pueden ser fenédmenos mds © menos frecuentes entre los
procariontes, lo que pudiera Ilevarfd‘ibensor que las diferencias em‘re las
especies se hcn ido perd:endo a Io largo del tiempo borrondo la. llneo
divisoria entre si (3) Sin embargo Ic estabilidad en generol de Ios genomos

bc:cfencnos eslo. que nos permn‘e detecfcr las TGHs (27) ‘

ymente cercanas, aun ‘cuando sea

tre especies distantes, no es una

( debldo a lc esporcdaco representacion de los genomas
omplefo en. Ios bcses de datos, llevando a interpretaciones erréneas (20,
27 37 44) Lc oprox1mocnon fllogenehco ha probado ser bastante Util en la

resolucnon de filogenias, sin embargo, por si sola puede llevar a errores
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debldo a su sensubmdod relahvo qlo canhdod de especies involucradas en

el cmolms, se reqmer rar p"de, computacional para realizar dichos

cno||5|s Dependen por. completo de los algoritmos matemdticos en los

cudles estdn bcsod‘ :_olgorlfmos tienen limitaciones inherentes
asociadas a la recjons’rrUCCIo'n de los posibles caminos evolutivos que
reflejen de mejor mcnero ‘los dcfos dlsponlbles._

Se utilizaron herramientas flogenéticas y diversas estrategias de
andlisis de contexto gendmico {20) con el objetivo de demostrar que la
regidon del cromosoma de C. jejuni que va desde el gen putativo Cjl410
hasta el CJI449 es producto . de una TGH; y que la presencia de un

cutocromo P450 en C. ]ejun/ proboblemem‘e se debo a este fenomeno Yy no

resuvl’r' C convencnoncl El arbol resultante (apéndice)

se osemejo a’la 'roxonomlc pubhcado en el NCBI, lo cual nos habla de la

constsfencnqde nu(_ 1rc metodolognc (7). Ademds de esto, resuita claro

que C. jejunl y H. pylon son cercanas filogenéticamente entre si, ain a
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pesar de que es 1mposuble" en 4esfe momento establecer distancias de

uestroﬂ darbol debido a las dificultades

ara establecer relojes moleculares (44). Con el

(49). " Se hicieron drboles filogenéticos con varias proteinas que se
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consideran' conservadas con el objetivo de contar con una reconstruccion
fllogenehcc mas completa de las especies consideradas para el andlisis de
cufocromos P450; los alineamientos se encuentran en el apéndice 1 vy los
orboles en el apéndice 2.

‘La parsimonia ignora la informacién de la longitud de las ramas,
mientras que ML (maxima vérosimilifud) considera que los cambios tienen
‘mayor probabilidad de ocurrir en las ramas mas largas. Esta diferencia
explica la mayor consistencia de ML en casos donde MP es inconsistente
(14). Los métodos de distancias (como NJ) pueden tener ser muy Utiles en
estos casos también, aunque son menos eficientes que ML (14).

Proboblemente el método mc’:s confiable y consistente sea ML, sin

embcrgo no com‘omos con n progrcmc que nos permita ullitizar este

: Los topologlo de:los orboles son. muy consistentes entre si, entre los

'on;MP. Los drboles que obtuvimos
nte rﬁ‘éis)frondo una topologia poco
> 1B bo de secuencias, la longitud
de Ios mlsmcs 0. sU [} ‘c(aido dentro de una zona de
inconsistencia para es’re olgorl’rmo n"géhercl las relaciones filogenéticas
se conservan hasta c1erfo<grodo Ics éspecies que aparecen cercanas con
NJ, lo estan fomblen con MP Los orboles de citocromos P450 (con NJ o

MP) muestran distintas relccnones entre las especies consideradas, o que

supone que estas pro’relnos és?onmvolucrodos en TGHs y da soporte a la

idea de una TGH en C jejunl

Los orboles de cﬁocromos P450 y de proteinas conservadas se

constru \ eron ui Ilzand »

‘secuencms de aminodcidos ya que de esta

monero es: pos‘lble reducnr Ios diferencias provocadas por las mutaciones

puntuol que’ en muchcs ocasiones son mutaciones silenciosas. Esto

¢

permite concenfror el cnolms s6lo en cambios de aminodcidos los cuales
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cfld"'brbfefnc“ “Las variaciones en el arbol

conﬁeren es’rructuro y funC|on5

los

influencia de

la

ormocnon ”concernlen’re o

- Los analisis de contexto gendmico que se hicieron posteriormente se
bquér"or'n“ en el estudio de la estructura peculior del fragmento que
bryopoh‘e‘mos como TGH comparada con el resto del cromosoma de C.
jejuni.

Se reaqlizé una buUsqueda de oligonuciedtidos en el genoma de C.
jejuni con la esperanza de hallar algin patrén distintivo en la distribucién
de alguno de ellos (13). La frecuencia ccumulcdo de 'rodos los tripletes

excepto CCC s he mogénea a lo lorgo deft”d ; Y osomo con el

triplete.. de citocinas udlmos observor una acumulacion: mc:s rapida del
NO ¢ ‘correspondier o produc’ro de

dec;linocién de la

enfc:plefe en esa regién del

del genomo, lo cuol es interesante ademads porque esta region contiene

..!&.l.\) C )»I

FALLA DI ORIGEN |




61

un frogmenfo de’ 28351 bases de longitud con un contenido bajo de G+C
(26 5‘7) (46): Desce onocemos cual pueda ser el significado biolégico de

esfo ol’rc recuencia de pentopletes de citosina, pero es una caracteristica

|srhc dlrecc10n contiguos.

Encontromos un' segundo grupo con un Ifo‘ numero de ORFs contiguos

orlem‘odos en la misma dweccnon el cuol va desde el ORF Cj0087 hasta el
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CJO] 22 el sxgnlfcad," 'blologlco de este segundo grupo con un alto nUmero

de. ORFs conhguos orlenfctdos en la misma direccién, que se encuentra

locchzddo ! “una- dm‘oncuo relativamente similar del punto ori, es
desconomdo, los ORFs locdlizados en este grupo no guardan ninguna
relaciéon con aquelios pertenecientes a la regién propuesta como TGH.

Se andlizé también la frecuencia de ORFs en el cromosoma de C.
jejuni que tienen un ortélogo en H. pylori. Dado que un 55.4% del genoma
de C. jejuni tiene ortologia con H. pylori, podriaomos esperar que de cada
dos ORFs, uno tuviera ortologia con H. pylori en una distribuciéon normal.
Nuestro andlisis mostré una 'distribucic}n cercana a una distribucidn de

Poisson lndependleniemenfe ‘del e nﬁoﬁo ‘de ventana que se utilizd,

algunos datos. que no ojus'rcn perfectomenfe “con Ic distribucién de Poisson
podrian deberse meromente n: sesgo debudo al corrimiento de la
ventana, y segurcme ol o ' : un poco el marco de

los ventancs Uno ; como TGH se sale por

f,to casual como podria ser la

ousencno'en Ios boses de do ,ORF .en otra especie con mayor

5|m|l|1ud (27) y no al ongen :herednono:‘desvde un ancestro comun con H.

pylon
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Probable Transferencia Horizontal

s=uaies2 Oriologo en H. pylori

hp_match="HP080g;, 39.3%" . » .
hp_match="HP0B08; 51.3%" hp_malch="HP0045, 29.6%

hp_match="HP1414; 51.4%"

c:@"
g
s
IT%T.]
dyo??
- X P . kégfon con bajo contenido de G+C (26.5%)
hp_match="HP1275,44.7% R 7 1364133, 1382483 N
< /
hp_match="HP0174; 29.7%"
hp_match="HP0171; 67.9%"

SAT —
& & J’cf"

hp match="HP0734, 52.1%"

Region con bajo contenido de G+C (26. 5%) ) i
/_ 1354133 1382483 .

4 7
hp_malch="HP1428 3BT o ipo728: 40, 7%

hp_match="HP0102, 27.7%

Figura 12. Esquema de la regidn producto de una TGH. Los bloques representan ORFs, se
muestran los ORFs transferidos horizontalmente dentro del recuadro azul. Los rectangulos
rosas de algunos ORFs indican ortologia con H. pyilori, y para estos casos estd sefalado el
ORF ortdlogo en H. pylori y su porcentaje de similitud. También estd indicada la posicion
del citocromo P450 y de la reg:on de bo;o contenido de G+C dentro de la TGH.

La busqueda de un posible donador para el fragmento que contiene

al CItocromo P450 de C. jernI no nos bnndo ninguna evidencia clara su

origen. Obfuvnmos Un fuerte lnducodor en Io reglon desde el ORF 1414 hasta

In'emborgo, alo largo de todo el

fumefosc:ens Escherichia coli,

Mycobacfenum, ub’erculos:s Bacillus subhhs, Bacillus halodurans, Neisseria
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menlngmd/s ] Posteurella mulfoc:do y Pseudomonas fluorescens La bacteria

Pseudomonos fluorescens porece ser un condldcto para 'donodora

omosomc de C. je/un/ La base de

pollnuc eod ldOS y e
la 1ronsferenc:o es reciente elvDNA exfrono no hobrc ’remdohempo para
n a la del DNA

1g ifica GJUS'(OF suU comp05|C|

sufrir omelonzoc;on st

huésped (23} 29). Cuondo se trata de una 'rronsferencno muy antigua es
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posible queno pueda ser detectada o que sea muy dificil lograrlo, debido

a la ‘hér;nég‘enizocién de la secuencia transferida con el DNA del

Es’ra es una de las razones por las cuales es conveniente

|mplementor varias técnicas de deteccién de TGH cuando se analiza un
posible evento de esta naturaleza (43), de manera que pueda minimizarse
el riego de emor de una falsa deteccion, debida a una evolucién
convergente y no a un evento de TGH.

Nuestros resultados muestran que la regidon que analizamos cuenta
con caracteristicas que corresponden con la estructura de un ope'rérn

candidato para una TGH: a) los genes estan agrupados muy

cerccncmenfe:‘~(2]) b) deb|do a las propiedades ccfalmcos de los

oveer una venfouc adcp’rcn‘lvo a C jerI’lI

dlvergleron de suU cnces’rro comun
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CONCLUSIONES

‘En el presente trabajo logramos llegar a las siguientes conclusiones:

1. La regién del cromosoma de C. jejuni que involucra desde el ORF
er]4]0 hasta el Cj1449 es resultado de un fendmeno de transferencia
- genémica horizontal.
2. ‘Este fendmeno de transferencia horizontal debié presentarse en
' clgoh m‘omen'ro de la evolucién de la bacteria C. jejuni posterior a
: que ello y H. pylori divergieron de su ancestro comun.
3. Lo presencm de un gene que codifica para un citocromo P450 en el
| )genomo de C. jejuni es resultado de un fendmeno de transferencia
honzom‘ol
4 EI cmollsns del contexto gendmico de un fragmento de un

: cromosoma bocfenono puede brindarnos mayor -evidencia en la

busqu “dd de ’rransferencucs horlzontoles, aunodo alos cmohsus de

homologlc y fxlogenlo
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Alineamégggglgg ]rRNA 168

10
R el R ) DY FERTY DRI e
Actinobaci —---me———m—mee—ee e IGARCGCTGGCGGQ
Amycolatop GARCGCTEIGCGGQ
Bhaloduran GARCGCTGGCGGQ
Bmegateriu -—------smosmom—mm— e [GARCGCTGGCGGQ
Bsubtilis [GAACGCTGGCGGQ

Bjaponicum —-----—-mos—essssoo——mooo— o

Buchneragp —~—r~-—==oesmomeee o —m e AACGCTGGCGG(

C_jejuni
Caulobacte
Chlamydia
Cpneumonia
Deinococcu
Ecoli_K12
Ecoli_0157
H_pylori
M loti
Moritellay
M leprae
M_smegmati
M tuber_ H3
M tuber_CD
Mycoplasma
Myxococcus
Neisseria_
Pasteurell
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Rhodococcu
Rickettsia
Styphimuri
Staphyloco
Streptococ
Savermitil
Sclavulige
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Sgriseus s
Slavendula
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M loti

[GAACGCTGGCGG
GAACGCTGGCGGA
GAACGCTGGCGGY

ACGGGTA
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 16S
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Slavendula
Svenezuela
Synechocys
Thermotoga
Treponama_
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 165
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Alineamiento de rRNA 16S

Vibrio_ cho
Xylella_ fa
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 16S

Streptococ
Savermitil
Sclavulige
Scoelicolo
Sgriseus s
Slavendula
Svenezuela
Synechocys
Thermotoga
Treponema_
Ur@aplasma
Vibrio_cho
Xylella_ fa
Mus_muscul

Actinobaci
Amycolatop
Bhaloduran
Bmegateriu
Bsubtilis
Bjaponicum
Buchnerasp
C_jejuni
Caulobacte
Chlamydia
Cpneumonia
Deinococcu
Ecoli_K12
Ecoli_0157
H _pylori
M loti
Moritellay
M leprae
M smegmati
M_tuber H3
M_tuber_ CD
Mycoplasma
Myxococcus
Neisseria_
Pasteurell
Pseudomona
Rhodococcu
Rickettsia
Styphimuri
Staphyloco
Straptococ
Savermitil
Sclavulige
Scoalicolo
Sgriseus s
Slavendula
Svenezuela
Synachocys
Thermotoga
Traeponeama__
Ureaplasma
Vibrio_cho
Xylella_fa
Mus_muscul

Actinobaci

670 680

F O e I I I T T I B R IR I
e B AR AR ENEEm | RR A

AEAENENENENEARNNANANENENEARNSENENEARNNEAENTEAENENRN OJ%‘%‘%'*LOIO'GJQ'”IHlﬁ'ﬂihlniﬂlﬂ
é? ¢; - é? 000

L) -

SEZHDTE
wibot_oLot-k

Elt-moc

ISETH>

R

efel

v

CETR

=

690 700

RoR- Ko isia

74




Alineamiento de rRNA 16S

Amycolatop
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Alineamiento de rRNA 168

M_tuber_ H3
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 168
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Alineamiento de rRNA 16S
Rhodococcu [RCECAN]
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Alineamiento de rRNA 168
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 16S

Scoalicolo
Sgriseus_s
Slavendula
Svenezueala
Synachocys
Thermotoga
Treponema_
Ureaplasma
Vibrio_cho
Xylella_fa
Mus_muscul

Actinobaci
Amycolatop
Bhaloduran
Bmegateriu
Bsubtilis
Bjaponicum
Buchnerasp
C_jejuni
Caulobacte
Chlamydia
Cpneumonia
Dainococcu
Ecoli K12

Moritellay
M leprae

M smegmati
M_tuber H3
M _tuber_ CD
Mycoplasma
Myxococcus
Neisseria_
Pasteurell
Pseudomona
Rhodococcu
Rickettsia
Styphimuri
Staphyloco
Streptococ
Savermitil
Sclavulige
Scoelicolo
Sgriseus_s
Slavendula
Svenezuela
Synechocys
Thermotoga
Treponema_
Ureaplasma
Vibrio_cho
Xylaella fa
Mus_muscul

!

!

Actinobaci
Amycolatop
Bhaloduran
Bmegateriu

E
@

N (INENENEANNENI Y

R INEAEAENESEARIENEARAENRANAEAENEARKNENENEANNENEN)

B8

E=EEE =232
.. m R
3.3 s beHe e By
E Pl B N Y

QAN QQ

B IAEAEANATARARAEAANAESENEARNANEARAEARANARARNARAAAENEAENENRARNEINATEN

! S
O EIOOOInOOOn O 00 MOEan Oooomn O O

&-;ALL!:; ]

82

ORIG




Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de rRNA 16S
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Alineamiento de citocromos P450
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Alineamiento de citocromos P450
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Alineamiento de dnaA
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Alineamiento de
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Alineamiento de polA
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Alineamiento de polA
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Alineamiento de polA
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Alineamiento de polA
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Alineamiento de recA
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Alineamiento de recA
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Alineamiento de rpoA
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Alineamiento de rpoA
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APENDICE 2
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Arbol 1) Utilizando RNAr 165 con el método de neighbor joining. Los valores numéricos se
refieren a los valores de bootstrap con 1000 iteraciones, los valores son directamente
proporcionales al grado de confianza para ese nodo. El alineamiento, el arbol y el
bootstrap fueron redlizados con ClustalX 1.81. La escala representa el porcentaje de

divergencia entre los OTUs.
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Arbol 2) Topolognc del arbol de RNAr 16s con el método de neighbor joining. Los valores
numéricos se refieren a los valores de bootstrap con 1000 iteraciones. los valores son
directamente proporcionales al grado de confianza para ese nodo. El alineamiento, el
arbol y el bootsirap fueron realizados con ClustalX 1.81.
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Arbol 3) Utilizando RNAr 165 con el método de madxima parsimonia. El alineamiento se
realizé con ClustalX 1.81, el algoritmo se aplicé con el programa dnapars del paquete
Phylip.
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Arbaol 5) Topologia del arbol de RNAr 16s con el método de maxima verosimilitud. E!
alineamiento se realizé con ClustalX 1.81, el algoritmo se aplicé con el programa DnaML
del paquete Phylip.
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Arbol 6) Cilocromos P450 contenidos en el genoma de Mycobacterium tuberculosis. Los
numeros en los nodos representan los valores de Bootstrap (confianza estadistica) para
cada uno. El drbol fue realizado como se describe en Métodos para el método de NJ. La
escala representa el porcentaje de divergencia entre los elementos. Este arbol no tiene
raiz.
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Arbol 7. Topologia del drbol filogenético construido a partir de citocromos P450 de C.
jejuni, R. meliloti, B. subtilis, B halodurans, M. xanthus, P. putida, X. fastidiosa, A. tumefaciens,
P. ceruginosa, Anabaena sp., Y los genes de M. tuberculosis identificados con el nombre
del ORF,'que corresponden a los nombres usados en el arbol 6. El drbol y el andlisis de
bootstrap se realizd como se describe en Métodos para NJ. Este arbol no tiene raiz.
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Arboles 8, 9, 10, 11 y 12) Topologia de los drboles contruidos a partir de genes conservados
{dnaA, polA, recA y rpoA) y del darbol construido con un citocromo P450 de dichas
especies. Los valores numéricos se refieren a los valores de bootstrap con 1000
iteraciones, los valores son directamente proporcionales al grado de confianza para ese
nodo. El alineamiento, el arbol y el bootstrap fueron realizados con ClustalX 1.81, inferidos

con el algoritmo de NJ. Estos arboles no tienen ralz. '
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Arboles 13, 14, 15,

16 y 17) Topologia de los drboles contruidos a partir de genes

conservados (dnaA, polA, recA y ipoA) y del arbol construido con un citocromo P450 de

dichas especies.

iinferidos con el algoritmo de MP como se describe en métodos.

rafz.

El alineamiento fue realizado con ClustalX 1.81,

los arboles fueron
Estos arboles no tienen
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APENDICE 3

Ccji410
Numero de acceso Organismo 8 valor E
gi123130735|ref INZ_AAAX(01000001.1¢ Prochlorococcus marinus 39 0,0821
gi{229870371refiNZ AARC01000276.1] Burkholderia fungorum 31 0.302
qil23137660 | ref |NZ AABEC1000066.11 Cytophaga hutchinsonii 35 1.01
gil37215501dbjiAB010958.1) Clostridium thermocellum 35 1.01
gi|23008679 | ref INZ AAAP01002286.1] Magnetospirillum magnetotacticum 34 2,01
gi|20516987gbiAE013149.11 Thermoanaerobacter tengcongensis 34 2.71
git23027361iref N2 _AAAT01000005.1] Microbulbifer degradans 33 5.11
gi|4980788|)gb!AE001711.1|AE001711 Thermotoga maritima 33 5.11
gil227756781dbj |AP004593.1] Oceanobacillus iheyensis 32 7.01
gil10567794 | 4yblAF297457.1|AF297457 Pseudomonas fluorescens 29 7.12

Cjl411
gil23128923)ref !NZ2 AABC01000189.1| Nostoc punctiforme 128 2e-443
git1515665619blAEQOB080.1AEQ0B080 Agrobacterium tumefaciens 111 2e-352
gil101731761dbj1AaP001509.1] Bacillus halodurans 106 6e-352
qi (22960729 ref N2 AAAF01000001.1] Rhodopseudomonas palustres 73 9e-323
gi|245750761gb|AY048670.11 Streptomyces globisporus 89 le-303
gi{15072928|emb|ALSS1782.1|SMES91782 Sinorhizobium meliloti 65 B8e-284
gil140247561dbj |AP003005.2] Mesorhizobium loti 66 Be-263
gi{13424631|gb|AE005963.11 Caulobacter crescentus 84 le-242
gil230098011refiNZ AAAPO1002719.1] Magnetospirillum magnetotacticum 74 2e-232
gi{1934604(gbiU93874.1|BSU93874 Bacillus subtilis 72 6e~-233

Cjl412
9i1234643381gb|AE014590.11 Brucilla suis 42 Be-082
gii23009495irefINZ AAAP01002606.11 Magnetospirillum magnetotacticum 40 4e-073
gi1179844791gbjAR009671.11AE009671 Brucilla melitensis 39 Te-072
gi{15979410|emb|AJ414148.11 Yersinia pestis CO92 32 0.0632
qi123020176)ref INZ AAAJO1000003.11 Clostridium thermocellum 36 2.01
gil10863206|gbIAF260873.1|AF260873 Enterococcus faecalis 28 4.02
gi|2166629]1|gblAF389515.11 Streptococcus intermedius 25 4.83
gi|22533669)1gb{AE014221.1] Streptococcus agalactiae 34 7.01
gi1231293931refNZ AABCO100U195.11 Nost.oc punctiforme 34 9.61

Cjl413
gij48870891gbtAF127177.11AF127177 Escherichia coli 136 6e-717
gi) 7378778 1emblAL162752.2NMA122491 Neisseria meningitidis 85 Te-657
gil22979688 ref N2 AAAIQ1000356.11 Ralstonia metallidurans 125 2e-625
gi}64249841gblAF170495.1|AF170495 Pasteurella haemolytica 75 le-586
gi}76824471gyblAF169324,.1|AF169324 Pasteurella multocida 93 3e-566
i 205027021 gblAF375657.11 Aeromonas hydrophila 122 8e-483
1123132699 ref [INZ AABDD1000001. 11 Synechococcus sp. 139 S5e-452
gi]127509661gbiAF228583.11AF228583 Burkholderia pseudomallei 94 2e~383
gi)134466791gblAF285636.11 Burkholderia mallei a3 2e-373
gi)1235585lemb|X64131.1 | RMFIX23 Sinorhizobium melilotl B85 6e-232
gi123011016)ref |INZ AAAPOL1003137.11 Magnetospirillum magnetotacticum 80 le-193

Cjl414
gi|74134191gbiAE002367.21AE002367 Neisseria meningitidis 171 e-1256
qi} 7682447 1gb|AF169324.11AF169324 Pasteurella multocida 191 e-1146
gi) 397404 )emb]X74567 .11 ECKPSCLST Escherichia coli 166 e-1097
gi)64249841gb|AF170495.11AF170495 Pasteurella haemolytica 173 e-1016
gi 22979688 | ref INZ AAATO1000356.11 Ralstonia metallidurans 120 4e-987
yi|20502702)1gb)AF375657.11 Aeromonas hydrophilaKpsM 135 4e-846
9i115140405]emb]AL603644.11RME603644 Rhizobium meliloti 146 2e-744
gi]112750966]gbIAF228583.1|AF228583 Burkholderia pseudomallei 106 2e-625
§i199313341gb|AF212041.1}AF212041 Zymomonas mobilis 190 3e-553

Magnetospirillum magnetotacticum 143 2e-362

41123008444 | ref{NZ AAAP01002190.1)

Cjl1415

gi}23058186|ref (N2 AABA01000065.1

Pseudomonas fluorescens

gil19714856)gblAE010629.11

Fusobacterium nucleatum

gi|45264|emb]X55652. 1| PARACCS

Pseudomonas aeruginosa
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41123132699 ref|NZ AABDO1000001.1] Synechococcus sp. 60 le-154
gil216997701ablAF4C2777.2] Streptococcus pneumoniae 82 4e-141
gi|23130735(ref [N AAAX01000001.11 Prochlorococcus marinus 56 le-133
gil64604681gblAE001862.1)AE001862 Deinococcus radiodurans 58 3e-132
gi|15022925)gblAE007523.1|AE007523 Clostridium acetobutylicum 62 Te-132
gil14026998|dbj|AP003012.2] Mesorhizobium loti 54 8e-133
gi 23000130 )ref N2 AAANO1000184.1] Magnetococcus sp. 51 9e-132
Cji416
gi)23058186iref|NZ AABA01000065.11 Pseudomonas fluorescens 78 8e-385
gi[197148561gb|AB010629.11 Fusobacterium nucleatum 90 S5e-171
qi|154587691gb|AE00B487.1|AE008487 Streptococcus pneumoniae 82 2e-~141
gi118146725)dbj|AP003187.2] Clostridium perfringens 73 6e-121
gi29833011gb]AE000704.1|AE000704 Aquifex aeolicus 70 8e-111
qi123103862 | refINZ AAADO1000082.1| Azotobacter vinelandii 69 le-101
gi|134224621gb|AE0057983.11 Caulobacter crescentus CB1S 69 le-101
gi 230208951 ref|NZ AAAJ01000016.11 Clostridium thermocellum 69 le-101
gil15026105{gb|AE007802.1{AE007802 Clostridium acetobutylicum 68 2e-101
gi{3322366igb|AED001195.11AEQ001195 Treponema pallidum [: 2e-101
gi| 15072928 | emb|AL591782.1|SMES591782 Sinorhizobium meliloti 63 6e-091
Cj1417
gi{230581861ref N2 AABA01000065.11 Pseudomonas fluorescens 49 8e-123
gi|127250951gb|AE006435.1[AE006435 Lactococcus lactis 49 2e-112
gi|150247281gbiAE007685.11AEQ07685 Clostridium acetobutylicum 45 4e-082
gi|23024872 | refIN2 AAA001000048.11 Leuconostoc mesenteroides 47 le-072
gil19713988)1gb]lAE010562.1] Fusobacterium nucleatum 40 2e-073
gi}230031351ref|NZ AAABO100CO11 .1 Lactobacillus gasseri 41 4e-062
gi)3868717|emb|AJ235271.1)RPXX02 Rickettsia prowazekii 14 2e-042
gil1156196301gb|AEV0B617.1({AE008617 Rickettsia conorii 40 3e-042
41120517707 1gb|AE013209.11 Thermoanaerobacter tengconyensis 36 0.0032
gi1244190071emb|ALS39109.115C0939109 Streptomyces coelicolor 42 0.0141
Cjl4is
gi]23058186lref N2 ARBAD1D0006S.1 Pseudomonas fluorescens 330 e-1708
gil23472805iref N2 AABHO1000015.1} Pseudomonas _syringae 47 0.0021
gi}t23104119irefiNz AAADO10000B4 .11 Azotobacter vinelandii 47 0.0021
gi)22958146lrefIN2 AAAE01000120.1! Rhodobacter sphaeroides 47 0.0021
gil9949712|gblAE004777.1] Pseudomonas aeruginosa 46 0.0041
g1123335573iref|N2 AABF01000005.1]1 Bifidobacterium longum 46 0.0061
gi|140237091dbj{AP003002.21 Mesorhizobium loti 46 0.0061
qi)17429824 emb|AL6I6072.1 Ralstonia solanacearum 45 0.0081
gi]29843421gblAE0OU775.11AEQ00775 Aquifex aeolicus 44 0.0201
gi1243470321gb|AE01S5577.11 Shewanella oneidensis 44 0.0201
cj1419
yi]123058186lref N2 AABAO1000065.11 Pseudomonas fluorescens 117 de-423
9119946421 |gblAEQ04492.1] Pseudomonas aeruginosa 43 Te-082
yij211080031gbiAE011813.1) Xanthomonas axonopodis 50 5e-062
g11211128741gblAE0I2280.1} Xanthomonas campestris 48 le~-052
qi 122978195 ref N2 AAAIU1000311.1] Ralstonia metallidurans 52 2e-051
41164588091 gblAEOU1858.1|AEOU]1958 Deinococcus radiodurans 51 3e-051
gi}145231471gblAE0C7203.1|AE007203 Sinorhizobium meliloti 42 le-042
311231134981 refN2 AABBU1000293.1] Desul fitobacterium hafniense 40 2e-042
gil3261517|emb|ALOZ21841.1|MTV016 Mycobacterium tuberculosis 43 3e-042
g1]24413781 |emb|AL939116.115C0939116 Streptomyces coelicolor 40 4e-042
C3j1420
agi]230581861ref N2 AABAOLIOD0065. 1| Pseudomonas fluorescens 87 7e-161
0113261517 jemb|ALO218491,1{MTVO16 Mycobacterium tuberculosis 59 3e-103
gi|21112874|gbjAR012280.1] xanthomonas campestris 62 9e-103
41124413781 1emb)AL939116.11SC0939116 Streptomyces coelicolor 53 2e-093
yil6458805|gblAEC01958.11AE001958 Deinococcus radiodurans 52 3e-082
g1]211080031gbjAE011813.1] Xanthomonas axonopodis 58 5e-082
1122979688l ref N2 ARAIO1000356.11 Ralstonia metallidurans 45 2e-062
gi 19946421 19gblAE004492.1] Pseudomonas aeruginosa 47 2e-062
gi{23128557 1 ref N2 AABC01000184.1] Nostoc punctiforme 55 2e-061
43 1234933101dbj {AP005219,1] Corynebacterium efficiens 47 4e-062
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[9i1145231471gb|AE007203.11AE007203 Sinorhizobium meliloti 1 40 [2e-052 }
Cjl1421
gi}1575761419gblU34622.11CJU34622 Campylobacter jejuni 00 Te-344
gi|21326777|dbj|AB079602.1| Egcherichia coli 5 0.412
gi}18143657|dbjAP003185.1] Clostridium perfringens 9 0.511
gi)2688731)gblAE001178.1|AE001178 Borrelia burgdorferi 38 0.701
gi)132743541gb{AF302465.1|AF302465 Pasteurella multocida 37 1.81
gil24197103}gbJAEO11482.11 Leptospira interrogans 35 6.41
gi}49818101gyblAE001781.1)AE001781 Thermotoga maritima 35 8.81
Cj1422
qil57576141gblU34622.11CJu34622 Campylobacter jejuni 78 4e-233
9i122990303 ) ref INZ AAAK01000010.1! Enterococcus faecium 40 0.201
gil21326777idbj|AB079602.1| Escherichia coli 35 0.422
gi|2688731{gbjAEQ011768.1(AE001178 Borrelia burgdorferi 38 0.981
gif13274354|gb|AF302465.1|AF302465 Pasteurella multocida 37 1.81
4i1197129321gblAE010475.11 Fusobacterium nucleatum 36 2.51
gi116413128 | emb{AL596166.1] Listeria innocua 36 2.51
qil2906701gblL13457.1| ERWAEPA Erwinia carotovora 36 3.51
91115981524 lemb{AJ424158.11 Yersinia pestis 30 3.52
gi}51991061gblAF048749.1|AF048749 Bacteroides fragilis 35 6.61
Cj1423
9i)163574581gbIAF324836.2] Aneurinibacillus thermoaerophilus 146 le-535
gil15026105|gblAE007802.1|AEQ07802 Clostridium acetobutylicum 98 2e-424
gil23321111|gb|AF461769.11 Yersinia pseudotuberculosis 83 6e-385
91113446673 )gb|AF285636.1) Burkholderia mallei 121 5e-293
gil20517022|gb|AEO13152.11 Thermoanaerobacter tengcongensis 69 20~223
gi123020895tref|N2 AAAJO1000016.1] Clostridium thermocellum 75 S5e-222
gi12963301igblAE000704.1 |AEC00704 Aquifex aeolicus 83 7e-212
qii22971976]1ref |NZ AAAIQ1000309.1) Chloroflexus aurantiacus 70 le-204
9i]23015319)refiNZ2 AAAP01003853.1]| Magnetospirillum magnetotacticum 77 5e-203
qi123041453 |ref INZ AAAU01000022.11 Trichodesmium erythraeum 76 4e-192
gi1140263581dbj|AP003010.2] Mesorhizobium loti 69 S5e-172
Ccj1424
gill63574581yblAF324836.21 Aneurinibacillus thermoaerophilus 314 9e-853
gi113446679igbIAF285636.11 Burkholderia mallei 242 4e-632
gi|23321093igb|AF461768.1] Yersinia pseudotuberculosis 193 2e-613
9i1)15026105]1gb/AE007802.1|AED07802 Clostridium acetobutylicum 172 5e-563
gil23473702 ) ref|NZ AABIO1000002.1) Desul fovibrio desul furicans 194 le~481
gil22966016Iref|NZ AAAGO1000002.1] Rhodospirillum rubrum 191 le-473
qi]12313982)gblAEQD0596.11AE000596 Helicobacter pylori 188 le-462
gi122960729)ref|NZ AAAF01000001.11 Rhodopseudomonas palustres 183 3e-452
1123053851 1ref N2 AAAS01000003.1) Geobacter metallireducens 181 2e~441
gil69684441emb]|AL139077.21CJ11168X4 Campylobacter jejuni 178 le~433
Cj1425
qi113446679)yblAF235636.1] Burkholderia mallei 156 le-753
gil16357458)1gblAF324836.2] Aneurinibacillus thermoaerophilus 169 2e-684
gil233210931gbJAF161768.11 Yersinia psecudotuberculosis 133 2e-654
9113261520 1emb |AL021926.1|MTVO3] Mycobacterium tuberculosis 108 2e-463
gi]150261051gb|AE007802.1AE007802 Clostridium acetobutylicum 86 6e-363
g1123000469 ref N2 AAANG1000197.1) Magnetococcus sp. 61 3e-173
1122972492 | ref iNZ AAAH01000343.1| Chloroflexus aurantiacus 61 6e~172
91123016764 1refINZ AAAPO100O38B80.1) Magnetospirillum magnetotacticum 55 le-153
gi{16528441dbjiD90909.1] Synechocystis sp. 53 2e-112
91116413394 emblAL596167.11 Listeria innocua 35 0.0482
Cj1426
gi1227777561db) |AP001600.1} Oceanocbacillus iheyensis 37 0.751
9i)268862314blAEQUL170.1{AEDQL170 Borrelia burgdorferi 36 1.41
4114025398 |dbj|AP003007.2]} Mesorhizobium loti 32 2.52
gi|38447421gblU39696.11U39696 Micoplasma genitalium 31 3.52
gil1B81467281dbjlAP003190.2} Clostridium perfringens 35 3.71
9i115023285|gblAED0T7558 . 1]|AED07558 Clostridium acetobutylicum 30 5.02
gi}22972902 ) ref|NZ AAAHO1000365.1} Chloroflexus aurantiacus 34 6.91
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gi{1653083|dbjiD90911.1] Synechocystis sp. 34 6.91
1110038693 1dbj {AP001118.11 Buchnera sp. 34 6.91
giil156255061y4b{AF410775.1] Staphylococcus aureus 29 8.32
Cj1427
gil1653836{dbjID90917.1] Synechocystis sp. 431 e-1193
§il23000469iref N2 AAANO1000197.1] Magnetococcus sp. 427 e-1183
gil241951921gblAEO11336.1] Leptospira interrogans 53 S5e~253
gi|23121882|ref|NZ AAAMAO1000001.11 Prochlorococcus marinus 67 le-143
git22973511irefINZ AAAHO01000590.1| Chloroflexus aurantiacus 69 le-143
qill4600131)gblJAF387640.1 Coxiella burnetii 55 2e-122
gill01757921dbjiAP001518.1] Bacillus halodurans 66 9e¢-112
gil205156511gblAE013035.1] Thermoanaerobacter aurantiacus 53 7e-102
9i|230172161refINZ2 AAAQO01000018.1) Thermobifida fusca: 44 9e-102
gi[229583821ref N2 AAAE01000126.1] Rhodobacter sphaeroides 44 9e-104
€j1428
gi123053086lref}NZ2 AAAS01000001.11 Geobacter metallireducens 157 4e-894
gi)181528961gbiAF285774 .21 AF285774 Bacteroides fragilis 168 7e-855
gif24195192igblAE011336.1] Leptospira interrogans 137 3e-844
gi)150251711gb|AEQ07718.11AEQ07718 Clostridium acetobutylicum 140 4e-835
911234741731 ref{NZ AABIO1000003.1] Desulfovibrio desulfuricans 148 2e~-784
gi|22989230|ref | NZ AAACO1000305.11 Burkholderia fungorum 141 2e-754
gi)133620121dbjIAP002559.1] Escherichia coli 138 3e-754
gi]24052459|gblAE015227.1] Shigella flexneri 140 8e-754
gi}l59809751embjAJ414155.1] Yersinia pestis 133 le-744
qi)16503247|emb|AL627273.1] Salmonella enterica 141 S5e-744
©j1429
gi 15023994 1gb|AEQ07624.11AE007624 Clostridium acetobutylicum 26 0.0654
qij22972264 ref |NZ AAAHD1000329.1} Chloroflexus aurantiacus 10 0.121
gi]16410540/emb|ALS91978.1) Listeria monocytogenes 28 2.03
gi 22997362 refiN2 AAAMO1000050.1} Xylella fastidiosa 35 4.11
gi}227762501dbj1AP004595.1] Oceancbacillus iheyensis 34 5.61
qi | 7288585|gblAF222438.1|AF222438 Borrelia garinii 34 5.61
gi|73811641gbiAF135373.1]AF135373 Acinetobacter talcoaceticus 34 5.61
gi|2168401dbj1D13209.1) PRMBLAP Proteus mirabilis 34 5.61
qi 15980810 /emb|AJ414154.1] Yersinia pestis 25 7.22
gi122992693 | ref N2 AAAKO1000269.11 Enterococcus faecium 32 7.22
€351430
gi}230153191refINZ AAAP01003853.11 Magnetospirillum magnetotacticum 98 le-262
gi|240524351gblAE015225.1] Shigella flexneri 61 2e-203
gi}99578441gblAF279621.11AF279621 Salmonella enterica 61 2e-183
i |2828669igblAF038816.11AF03B816 Serratia marcescens 52 3e-183
qi 123043478 refINZ2 AAAUD1000084.11 Trichodesmium erythraeum 58 3e~163
gi)244177281y4b|AF529080.1] Escherichia coli 59 4e-163
gil135180911gb1AY028370.1) Burkholderia mallei 50 7e-163
1122988102 refIN2 AAAC01000292.1] Burkholderia fungorum 55 2e-153
ai]229793101refIN2 AAAIQ1000349.11 Ralstonia metallidurans 51 le-143
gil166117211gblAF402312.11AF402312 Shigella boydii 59 2e-143
€31431
i) 64699281ub|AF130466.11AF130466 Campylobacter jejuni 62 3e-182
gi{196601 lembX77617. 11 ECKFAAF Escherichia coli 10 Te-042
gi]132743541gblAF302465.11AF302465 Pasteurella multocida 45 0.0081
gil181467291dbj |APO03191.2] Clostridium perfringens 39 0.481
gi)205027021gbtAF375657.1| Aeromonas hydrophila 38 0.901
g1{23130735|refiNz ARAX01000001.11 Prochlorococcus marinus 36 2.31
ai1244754131dbjI1AB073701. 1) Borrelia duttonii 29 3.82
1123135899 1refiNZ AABE0Q1000038.1] Cytophaga hutchinsonii 35 4.41
4i124626961embiY12875.1185Y12875 Staphylococcus saprophyticus 27 6,62
yil100389871dbjiAPE01119.1] Buchnera sp. 34 7.32
Cj1432
gi1{471233|embiX78559.1HISBCAL Haemophilus influenzae 84 4e~-339
gil116419219)14bJAEQ08729.11 Salmonella typhimurium LT2 97 7e-273
gi11172254781gb1AF327219.11 Helicobacter pylorji CR35 50 3e-194
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gil 6469928 |gblAF130466.1|AF130466 Campylobacter jejuni 50 2e-122
9i12209207igblAF004325.1 |AF004325 Streptococcus pneumoniae 13 2e~-112
91123114751 jref|NZ AABB0O1000358.11 Desulfitobacterium hafniense 50 3e-062
gil2983559igblAEQ00722.11AE000722 Aquifex aeolicus 53 5e-051
gil132743541gblAF302465.1AF302465 Pasteurella multocida 50 3e-041
gil181467251dbjAP003187.2] Clostridium perfringens 46 0.0081
gii2690041(gblAEQO0784.1{AE000784 Borrelia burgdorferi 40 0.0192
Cj1433
gil23113434iref|N2 AABB01000288.1} Desul fitobacterium hafniense 123 7e-443
9115579417 |gblU70376.210U70376 Streptomyces flavopersicus 60 8e-122
gil23128923|ref N2 AABC01000189.1]) Nostoc punctiforme 68 2e-102
gil150342]gblJ0o3017.1|NGOPOR Neisseria gonorrheae 62 2e-081
gil23041985|ref |NZ AAAUQ1000032.11} Trichodesmium erythraeum 60 le-071
gil4835181emb|X79075.1|CBPUTOPP Coxiella burnetii 59 2e-071
gij4731413|gblAF145039.1|AF145039 Streptomyces spectabilis 46 5e-072
gil22972264 |ref |NZ AAAH01000329.1]| Chloroflexus aurantiacus 56 2e-061
gii125814621gblAF105330.1{AF105330 Clostridium cellulovorans 55 4e-061
gi12313137|gb|AE000528.11AE000528 Helicobacter pylori 50 le-041
Cj1434
gi|1945641|emb|294043.1|B5294043 Bacillus subtilis 123 le-261
gil133774471gb{AF316642.1|AF316642 Streptococcus pneumoniae 120 Te-261
gi]18146725|dbj AP003187.2| Clostridium perfringens 110 8e-232
9il66013381gb|AF155804.1|AF155804 Streptococcus suis 109 le-222
gil13876769)yb|{AF355776.11AF355776 Streptococcus agalactiae 107 5e-222
qil120059961gblAF267127.11 Lactobacillus delbrueckii 105 2e-211
gil23002160)jref |NZ ARABO1000001.11 Lactobacillus gasseri 105 4e-211
gil246369871gbiAF410175.1] Streptococcus thermophilus 104 4e-212
gil150251591gblAEOQ7717.11AE007717 Clostridium acetobutylicum 100 6e-201
gillB146724|dbj|AP003186.2] Clostridium perfringens 100 le-191
€j1435
gil23029813|ref [INZ AAATU1000036.11 Microbulbifer degradans 74 3e-121
qi115979242|emb|AJ424147 .1 Yersinia pestis 51 6e-112
gi{9949378igb|AEQD4748.1} Pscudomonas aeruginosa 68 2e-101
1123471304 )ref (N2 AABHO1000006.1| Pseudomonas syringae 68 3e~101
91121322764 dbj IAP005274.1 Corynebacterium glutamicum 42 2e¢-092
gil23472880ref |INZ AABHO1000016.11 Pseudomonas syringae 60 5e-081
qgi{23060917 |ref INZ ARBAO1000137.11 Pseudomonas fluorescens 60 5e-081
qi19656466]gbIAEC04269.1|AEQ04269 Vibrio cholerae 57 3e-071
gil15023094|gbIAE007539.1{AEQ07539 Clostridium acetobutylicum 38 9e-072
gil3261507/emb|ALO21246.1IMTV0O08 Mycobacterium tuberculosis 36 4e-062
Cj1436
gi 23026153 | ref {NZ AAATU1000001.1¢ Microbulbifer degradans 59 2e-344
gil244137641emb|ALS39112.1)15C0939112 Streptomyces coelicolor 60 2e-325
gil29678411gbjAF052516.11AF052516 Prevotella intermedia 45 le-216
1]20517144)gbjAEQ13160.11 Thermoanaerobacter tengcongensis 45 3e-214
gil181467281dbj|AP003190.2] Clostridium perfringens 58 le-193
gi|242022501gblAE011603.1] Leptospira interrogans 71 2e-163
gi{20804067 |emblALG72114.1IMLO672114 Mesorhizobium loti 40 3e~-165
gil197145381gblAEQ10604.1] Fusobacterium nucleatum 4B 6e~163
gil18146727|dbj1AP003189.2] Clostridium perfringens 49 Te~123
3119623604 gblAF269708.1|AF269708 Staphylococcus epidermidis 46 2e-113
Cj1437
ail23040634 | ref|NZ2 AAAU01000012.1] Trichodesmium erythraeum 118 3e-251
gi 20517144 |gblAE013160.11 Thermoanaerobacter tengcongensis 75 2e-235
1123121882 |ref|INZ AAAWO1000001.1] Prochlorococcus marinus 63 3e-233
gi123126546|refiNZ AABCO1000154.1] Nostoc punctiforme 106 8e-221
41123029675 )ref {N2 AAAT01000031.1) Microbulbifer degradans 101 2e-212
gi]17134031)1dbj|APO03598.1) Nostoc sp. 100 Te-201
qi1222937211dbj|AP005369.1| Thermosynechococcus elongatus 100 le-191
gil122775946|dbj|AP004594.1!) Oceanobacillus iheyensis 96 2e-181
gi110038693idbj|AP001118.1] Buchnera sp. 47 3e-186
9ii1142463881dbj1AP003360.2] Staphylococcus aureus 73 le-172
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Cjl1438
g9i 23022101 lref|NZ AAARJ01000078.11 Clostridium thermocellum 65 3e-374
gil2462110lemb|Y¥11138.11BCY11138 Bacillus cereus 66 3e-344
gii124637512)gb)AF454501. 11 Streptococcus thermophilus 58 2e-295
gil26358271emb|299121.1|BSUB0018 Bacillus subtilis 124 8e-271
1113377447 Igb|AF316642.1|AF316642 Streptococcus pneumoniae 122 4e-261
gil181467251dbj | AP003187.2] Clostridium perfringens 110 le-222
gil66013381gb|AF155804.1|AF155804 Streptococcus suis 109 3e-222
qill138767691gblAF355776.11AF355776 Streptococcus _agalactiae 108 7e=-222
gil12005996igb|AF267127.11 Lactobacillus delbrueckii 105 3e-211
Cj1439
gi]6103223|emb]AJ131984.1|SPN131984 Streptococcus pneumoniae 357 e-1514
gil22218128)1gb|AF448502.1] Streptococcus thermophilus 357 e-1513
gi117367081dbj|D90841.11 Escherichia coli 358 e-1507
gii145786211gbIAF189282.11AF189282 Bacteroides fragilis 350 e-1486
gil23002160|refiNZ AAABO1000001.1) Lactobacillus gasseri 188 e-1255
qil230376211refiNZ AAAZ01000006.1| Oenococcus _oeni 182 e-1214
gi123024822|ref|NZ AARAOD1000045.1]| Leuconostoc mesenteroides 176 e-1185
gi123335957 1 ref INZ AABF01000009.11 Bifidobacterium longum 104 le-766
gi 1557191 1gb|L31762.1 | KPNRFBC Klebsiella pneumoniae 116 8e-756
qi{l177424131gb|AE009328.1AE009328 Agrobacterium tumefaciens 121 2e-~-716
C31440
gil69684441emb|AL139077.21CJ11168X4 Campylobacter jejuni 204 e-1114
qil16410252)emb|AL591977.1} Listeria monocytogenes 77 le-202
gil138767691gb|AF355776.1]1AF355776 Streptococcus agalactiae 81 2e-173
gil23002160|refiNZ AAAB01000001.1] Lactobacillus gasseri 67 S5e-172
4115123513 |gbJAF036485.2|AF036485 Lactococcus lactis 74 le-162
gill18146725)dbj|AP003187.2) Clostridium perfringens 72 2e¢=-164
gil|38184791gblAF057294.1|AF057294 Streptococcus pneumoniae 75 4e-143
qi| 66013381 yb|AF155804.1]AF155804 Streptococcus suis 81 Te-142
gil120059961gbjAF267127.11 Lactobacillus delbrueckii 66 d1e-132
gi}22218112[gbjAF134993.1) Streptococcus thermophilus 77 Te-132
Ccj1441
gill127210751gblAEOD6116.11AE006116 Pasteurella multocida 412 e-1275
gi|25860961gblU78086.1]|ECU78086 Escherichia coli 387 e-1263
gi}101761091dbjlAPV01519.1} Bacillus halodurans 394 e-1254
gi}d1156881dbjIAB012957. 11 Vibrio cholerae 390 e-1244
gi|227263241gb|AF416330.11 Ruegeria sp. 375 e-1244
gil1642061014gb|AEDC8792.1] Salmonella typhimurium LT2 383 e-1223
qi|23037621 ref|NZ AAAZ01000006.11 Oenococcus oeni 374 e-1216
gi1230265431ref{NZ AAAT01000002.1] Microbulbifer degradans 383 e-121%
gi]211099511gbIlAE022008.11 Xanthomonas axonopodis 370 e-1193
a1 122954051 ref INZ2 AAAY01000001.11 Nitrosomonas europaea 374 e-1174
C51442
911151404051 embALL603644.1IRME6D3644 Rhizobium melileoti 46 TJe-112
gi)205027021gb|{AF375657.1] Aeromonas hydrophila 48 2e-042
gi(246369871gb|AF410175.1] Streptococcus thermophilus 43 0.0191
gil212031641dbj|APO0AB22.1] Staphylococcus aureus 40 0.171
g11219037141gb|AF036961.2| Micoplasma hominis 38 0.841
gi]197148651gbtAE01V630.11} Fusobacterium nucleatum 38 0.841
gi|181528961gblAF285774.21AF285774 Bacteroides fragilis 36 2.21
gi 122954081 ref INZ AAAY01000001.114 Nitrosomonas europaea 36 3.01
i 16410252 1embiALS91977.1] Listeria monocytogenes 36 3.01
gi)231382561refiNZz AABE01000099.11 Cytophaga hutchinsonii 31 3.42
Ccj1443
gi 23467224 ref N2 AABGU1000006.11 Haemophilus somnus 261 3e-893
gif12720774 |1 gb|AEQOE087.1]AEQ06087 Pasteurella multocida 261 4e-883
gi]15745291gbJU32841.11U32841 Haemophilus influenzae 257 Te-882
gi 23000927 |ref|{NZ AAANO01000210.1| Magnetococcus sp. 274 le-853
gil22979688|ref INZ AAAIO1000356.1) Ralstonia metallidurans 309 S5e-832
1123056119 ref N2 AAAS01000024.11 Geobacter metallireducens 286 7e-813
gi) 7380672 1emb]AL162758.2|NMA722491 Neisseria meningitidis 278 S5e-783
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gil113363382dbj |AP002564.11 Escherichia coli 274 4e-742
gil16504263 |lemb]AL627278 1] Salmonella enterica 272 5e-742
git15981328{emb|AJ414157.11¢ Yersinia pestis 267 Je-743
Cj1444
gii20502702{gb|AF375657.11 Aeromonas hydrophila 222 e-1124
g114091371gbiM64977.1| ECOKPSD Escherichia coli 202 e-1064
Qi}22979688}ref|{NZ AAATIOQ1000356.11 Ralstonia metallidurans 205 e-1044
gi|23055649|ref|N2 AAASQ1000015.1] Geobacter metallireducens 68 4e-213
gi]243493581gbjAEQ15757.1] Shewanella oneidensis 57 le-194
gi12983148|gb|AEQQ0693.1{AE000693 Aquifex aeolicus 76 3e-194
gi| 3395597 |emb}X90547.1 | VCOTNREGN Vibrio cholerae 71 le-132
gi|2110884%/gb|AEQ11898.1]) Xanthomonas axonopodis 58 6e-071
qil16755720|gb|AF427012.11AF427012 Xanthomonas campestris 53 2e-051
gij22960729{ref|NZ AAAF01000001.1} Rhodopseudomonas palustres 45 5e-052
C3j1445
gi|397404|emb|X74567.1 | ECKPSCLST Escherichia coli 181 le-612
qi}22954051 | ref {N2Z AAAY01000001.1) Nitrosomonas europaea 113 3e-493
gi|205027021gb|AF375657.1) Aeromonas hydrophila 156 6e-382
gil134466791gb|AF285636.11 Burkholderia mallei 79 9e-333
gil22979688 ref |NZ ARAT01000356.11 Ralstonia metallidurans 121 le-313
q1)6523003emb)AJ245666.1 | RME245666 Rhizobjum meliloti 131 de-291
gil23132699|ref N2 AABDO1000O001.1) Synechococcus Sp. 130 8e-~291
gi)48092421gbJAF143906.1|AF143906 Actinobacillus pleuropneumoniae 79 8e-282
gil426443|dbjiD14156.1(STYVIAB Salmonella typhi 117 4e-251
gil131726651gb}AF316551.11AF316551 Citrobacter freundii 117 5e-251
cj1447
gi)41877 |emb|X53819.1 ) ECKPSMT Escherichia coli 157 3e-723
gi205027021gb[AF375657.11 Aeromonas hydrophila 135 2e-602
311229796881 ref INZ AAA101000356.11 Ralstonia metallidurans 223 4e-572
gi|65230031emb|AJ245666.1IRME245666 Rhizobium meliloti 143 le-562
4il227263241gb|AF416330.1] Ruegeria sp. 145 3e-562
gi1229600821ref |[NZ2 ARAEQI000155.11 Rhodobacter sphaeroides 121 le-522
gi|7710189|yblAF067175,21AF067175 Pasteurella multocida 112 6e-512
qi11488661gb|M19995.1 ) HEABEXA Haemophilus influenzae 114 Be-502
gi164249841gb|AF170495.11AF170495 Pasteurella haemolytica 116 2e-492
gil150249)gbIM57677.1|NGOCPSPG Neisseria meningitidis 114 4e-492
cj1448
gif1442310919bIAF322113.1|AF322113 Campylobacter jejuni 549 ¢-1554
gi148777781gblAF126952.11AF126952 £scherichia coli 61 3e-243
gij205027021gb | AF375657.11 Aeromonas_ hydrophila 59 le-214
g1122979688 ref |NZ AAATIO1000356.1] Ralstonia metallidurans 68 2e-192 -
gi1229940%1 ) ref )NZ AAAYO1000001.11 Nitrosomonas europaea 67 2e-182
4yil426443|dbjID14156. 11 STYVIAB Salmonella typhi 39 2e-052
gil123108212 ref|INZ AAAV01000129.1] Novosphingobium aromaticivorans 42 2e-052
4il1514040%)emb|AL603644.1{RME603644 Rhizobium meliloti 413 Be-052
gil13172665]gbiAF316551.11AF316551 Citrobacter freundii 38 2e-042
Jii23132699)ref {N2 AABDU1000001.1} Synechococcus sp. 46 0.0021
C3y1449
gi|15981328 lemb|AJA14157.11 Yersinia pestis 44 de-082
gi]165042631lemb| AL627278.11 Salmonella enterica 42 3e-062
31117895361 gb|AE0Q0396.1 |AE000396 Escherichia coli 49 Je-051
gil240536201gblAE015331.11 $higella flexneri 49 Te-051
4i 130368291 emb|AJO00B56.1|CIAJOB56 Campylobacter jejuni 417 2e-041
if127223881gbjAEOU6232.11AE006232 Pasteurella multocida 45 9e-041
gi|181467261dbj 1 AP003188.2] Clostridium perfringens 39 0.0551
gil2312625%6ref |[NZ2 AABC01000148.11 Nostoc punctiforme 32 6.51
gi)23043910lref{NZ AAAUO1000139.1] Trichodesmium erythraeum 32 6.51
Shewanella oneidensis 32 8.91

1124347089 1gb|AR015581.1]
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