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1. INTRODUCCION

Durante la década de los ochenta y prmclplos de los noventa ‘se llevaron a cabo numerosas}

investigaciones que buscaron entender las pecullares caractenstlcas‘que presentaban as

“elementos "REP: en : los:”genomas. de los  organism

= procanontes?

b) LCuaJes son las caractenstlcas de los elementos REP: entre los dlstmtos organismos que los
presentan? - g

c) ¢Cuales son las relaciories que guardan los elementos REP entre organismos?

d) ¢Es posnble encontrar nservan producen y dlsmbuyen a las

e)



) V&EXISte una re]acnon Slgmﬁcanva entre las' secuencias REP y las secuencias IHF? (,Es"

posnb]e entender ]as caractenstlcas de los elementos REP gracias a esta relacién?

g) 1_,Es posnble detect seéuéncias con las caracteristicas de los elementos REP en otros -

'orgamsmos aparte de Eschenchla colt'?

cha.,En la metodologia se detallan todas las

herramnentas dlseﬁadas, iza aspara resolver los objetivos planteados. En la

seccnon de resultados d cusxon se exponen y analizan todos los datos encontrados.

Fmalmente .en la conclusn se confrontan los resultados obtenidos en este trabajo y los datos

dlspombles de las otras mvestlgactones que se han hecho.




2. MARCO TEORICO

2.1 La Bioinformitica y el Estudio de las Secuencias de DNA

Con la determinacién de la estructura del DNA por J. Watson y F. Crick’, en 1953, y'la

secuenciacién de la primera proteina, la insulina, en 1955 por E. Thompson?,” se sentar n:las

bases para el desarrollo de las ciencias de analisis de secuencias moleculares.

Al paso de los aiios, el desarrollo de noveddsas y égilés Tt

macromoléculas, junto con el mcremento y el perfeccxonaml

andlisis, han desencadenado un avance a: in ntmo xtraordm 0'C

dejando a su paso una marea de asombrosos hallazgos que’ permmdo Ia construccnon de

modelos que nos acercan cada vez mas al entendlmlento de los seres vivos..

Recientemente; con el esclarecnmxento de Ia cul cia' de genomas completos,

empezando por Haehiaph:lus nﬂuenzae n 19953 ,se ha de_lado a! descubierto el mas celoso

de los secretos de los orgamsmos la: ase mmlma ‘a pa.rhr de la cual se estructuran. El

crecimiento actua.l de’ las bases de datos'de genomas completos es practicamente exponencial,

esta acumulacxon de informacion ha permmdo la generacxon de nuevas preguntas y el disefio de

novedosas gstrateg,las,de estudio.

e Thompson. BO P. (1955) The msulln e

infl Rd. S 269(5223):496-

s Flcischm:mn el ul (1995) Wh ol de
st 2 N - :




"hacia la bfxéqu_eda ‘de firmas . nucleotidicas®: que permitieran’ descubrir patrones dentro de los

genomas. De este iltimo tipo de estudio se desprendieron los anilisis de secuencias reiteradas.

2.2 La Repeticion de Secuencias Dentro de los Genomas

Las secuencias repetidas han sido siempre un tema interesante dentro de la gendémica. El
conocimiento de su presencia, su distribucién, su forma, su abundancia, su origen y sus
posibles func:ones 'son algunos de los aspectos que han intrigado durante afios a los

,mvestlgadores Su presenc:a dentro de los genomas es, al parecer una caracteristica comtn a

en'lo que se reﬁere a sgacuenclas‘cor(as, es decir, de 2 a 6 nucledtidos®.

“Dentr de los: genomas hay mu]t1ples eventos no-Mendehanos ‘que provocan la

" dlsemmacnon y: renteracnon de secuencias y genes. No es novedad el saber que, en procariontes,

: procesos como'la recombmacnon la redistribucién y la transferencna honzontal han modificado
constantemente el arreglo interno de sus genomas e incluso se han wsto involucrados en

: procesos de especiacién®. Para el caso especifico de la repeticion de secuencias, el mecanismo

* Heringa, J. (1998) D. ion of internal rep how are they?. Current Opinion in Slrucmral Biology. 8(3):338-45.

s i 1. (1998) D ion of intemal rep. : how are they?. Current Opinion in Structural Biology. 8(3):338-45.

Karlin, S; Burege, C. (1995) Dinucleotide relative a gr Trends in Gi 11(7):283-90. Rcvi:w‘

Gelfand, M; Koonin, E. (1997) id. of pati fc words in b ial and archeal aclose ion with mstncuon
Nucleic Acids R h. 25(12): 2430-2439, .

; _l]\'soonim E; Aravind, L. Kondrashov,A.(2000).The impact of p ive g ics on our und ding of evolution. Cell. 102:573-

Ochman, H; Lawrence, J; Grolsman, E. Lateral gene transfer and the nature of bacterial innovation. Nature. 405:299-304.

Lawrence, J. Gene transfer, speciation, and the evolution of b ial Current Opinion in Microbiology. 2:519-523.

de 1a Cruz, F; Davies, J. Horizontal gene transfer and the origin of species: lessons from bacteria. Trends in Microbiology. 8(3):128-129.




principal por el'cual éomﬁhmeme apareceri es el de duplicacio Este fenémeno en procariontes

puede producu’se por la remtroduccxon de fragmentos de mRNA hacia el genoma por la accién

. de reversas transcnptasas o por cambios a DNA de hibridos DNA-RNA7

Las secuencias reiteradas se han clasificado en tres diferentes grupos de acuerdo a su

forma y a las conformaciones secundarias, no-B-DNA, que pueden adoptar:

a) Las repeticiones en ‘“tandem” pueden formar estructuras cruciformes,

estructuras “slipped-loop” y Z-DNA, sélo si hay alternancia de pirimidina-~

Una ééguhda"‘cylasiﬁcaéi‘énvaé iasv;e'cﬁénmés ylb'epet'i'dars"l‘as ha agrupado de acuerdo al

tamaiio de sus elementos mas que a la forma y estructura que guardan®. Los grupos generados -

son:

7 Gilson, E: Perrin, D; Hofiung. M. (1990) DNA polymerase I and a pml-cln complcx bind specifically lo Escherichia coli palindromic

unit highly repetitive DNA: implications for bacterial leic Acids R . 18(13):3941-3952.
* Heringa, J. (1998) D« ion of internal rey how are lhey?. Current Opinion in Structural Biology. 8(3):338-45.
® Heri 3. (1998) D: ion of internal rey how are they?. Current Opinion in Structural Biology. 8(3):338-45.




a) Microsatélites: - si

: Estas : repeticiones estan . form'adas por dos o tres nucleétidos de
expansxon numenca vanable es decnr pueden estar repetidas de manera seguida

(“tandem ) de decenas hasta cemenares de veces.

. "Un" reconocid investipador en bicinformatica, Dr. Samuel Karlin,

pionero en- el analisis ‘de microsatélites, comprobé que los patrones y las
frecuencias que presentaban éstos eran sefias particulares de los genomas'?, es

" decir,. cada genoma presentaba ciertas secuencias y ciertas frecuencias fnicas;’

irrepetibles y caracteristicas. A partir del trabajo realizado por el Dr. Karlin se

desprendieron miiltiples estudios de analisis de huéllas'de reconocimiento de los

genomas'!,

b) Minisatélites:

Los muusatehtes consusten en motwos dé uno a seis nucleétidos que

estan repetldos en. tandem (uno seguldo del otro) en nimeros que pueden

variar de dos a vanas docenas de repetlcxones

Estas secuencnas s:mples repetidas (SSR, Slmple Sequences Repeats),

como tamblen se les conoce;, fueron las pnmeras secuencias repetidas que se

estudxaron El enorme pohmorﬂsmo‘que guardaban estas secuencias atrajo

1 Karlin, S; Burege. C. (1995) Dinucleotide rel Z‘ d: Trends in G 11(7):283.90.
Review. . .
" Versalovic. (1991). Distribution of repetitive DNA seqs to fi int of b: 1

Nucleic Acids Research.19(24)6823:6831,




numex‘osas ~investigaciones’ ‘que.

intentaron .’ infructuosamente, = durante " afios,

encontrar explicaciones convincentes al respecto’?

Las investigaciones sobre:estas sectiencias se enfocaron, en un inicio; en

los genomas .

'qu an concedxdo pocas ‘se han comprobadO' s'u presencia 'y

. pohmorﬁsmo sigue »n entenderse en muchos casos (esto cla:o, si es que hay

' ‘algo que en nder).

c) - Secuencnas rependas de gran tamaiio:

Las secuencms repetidas que superan las seis bases de nucleétidos y que

aV ser de hasta 50 bases, son comunmente series largas invertidas

' p'u‘e:(:le'n lleg;

‘de nhcleotldos 4 Estas secuencnas forman estructuras secundarias crucifromes

que pueden it teraccxonar con diversas proteinas'®

12 Karlin, S; Burege, C. (1995) Dinucleotide relative d: a ic 5i Trends in Genetics. 11(7):283-90,
Review.
1 Gur-Arie, R; Cohen, C; Eitan, Y: Shelef, L; Hallerman, E; Kashi, Y. (2000) Simple seq repeats in Escherichia coli: Abund:

distribution, composition, and polymorphism. Genome Research. 10:62-71. - I

" Heringa, J. (1998) Detection of intcrnal repeats: how common are they?. Currens Opmlon in Slmcmral Blolagy 8(3):: 338-45. A

'S Yang. Y; Ames, G. (1988) DNA gyrase binds to a family of prokariotic repetiti It ic seq Proceedii oflhe Ne I
Academy of Sciences. 85(23):8850-8854. . . .



2.3 Las Secuencias Palindrémicas Extragenéticas Repetidas (REP)

2.3.1 Descubrimiento

A principios de la década de los ochenta un nuevo descubrimiento revolucioné las ideas sobre
las secuencias reiteradas en los genomas. Dos grupos de investigacion, el encabezado por el
doctor Higgins en 1982 ' y el dirigido por el doctor Gilson en 1984', al analizar los pocos

genes secuenéiados jde Escherichia coli que se tenian en ese entonces, se toparon con la

na ene de nucledtidos que se repetian abundantemente dentro del genoma,

estaba.n altameme conservados, eran excluslvos de regiones extragénicas de genes tres-prima

(3;)fy,‘ adcmas;j presentaban un arreglo. palindrémico (Fig.1). Los denominaron secuencias
extragéniéés'i;epétyidas'kpa.lir_ldrémic‘:as,‘ REP por sus siglas en inglés (también conocidas como

uhidades ﬁalindrémicas, PU en inglés también)'®.

2.3.2 Caracteristicas de las Secuencias REP

Los elementos REP son secuencias invertidas cuyo tamafio varfa de las 33 a las 53 bases @je

los: cuales‘es:

'* Higgins, C.F; Amcs, G.F, Bames, W; Clément, J-M; Hofnung. M.(1982) A novcl mlcrc:su‘omc regulalory elmenl of pmcaryoh
operons. Nature. 298:760-762. -

'? Gilson, E; Clément, J-M; Brutlag, D; Hofhung, M. (1984) A family of di d repetiti i lind;
E. coli. FAMfBO Journal. 3(6): 1417-1421. -

" Gilson, E; Clément, J-\; Brutlag, I%; Hofnung, M. (1984) A family of di i repetiti ic palindromic DNA in
E. colt. EMBO Journal. 3(6): 1417-1421. Cee B Y




la esfrupturﬁ del ta]{lko'

Proteus®,

'* Gilson, E; Clément, J-M; Brutlag. D; Hofiung, M. {1984) A family of dispersed repetiti ic palindromic DNA in
E. coli. EMBO Journal. 3(6): 1417-1421.

° Goberdhan, D; Kenneth, R; Morgan, M; Bayat, H; Ames, G. (1992) Physical ing of repef ic palind:

in Esch hia coli and phyl; among Escherichia coli strains and other cnlcnc bactera. Journal of Bacleriology.
174(14):4583-4593.

¥ Gilson, E; Perrin, D; Saurin, W; Hofnung, M.(1987) Species ificity of b ial palindromic unit. Journal of Molecular Evolution.

25(4):371-373.

2 Newbury, S; Smith, N; Robinson, C; Hiles, 1; Higgins, C. (1987) Stabilization of translationally active mRNA by procariotic REP
sequences. Cell. 48: 297-310.

» Gilson, E; Saurin, W; Perrin, D; Bachellier, S; Hofnung, M. (1991) The BIME family of b ial highly rep

Research AMicrobiclogy 13713 (2-3):217-222. ’

Bachelh‘-r. 8; Pcnm. D; llolnunx,. M; Gilson, E. (1993). B ial i p d mosaic el (BIMES) are present in the genome of
A Afi logy. 7(4):537-544.

 Goberdhan, I; Kenneth, R; r\lorgan, M; Bayat, I Ames, O (1992) Physical mapping of lind;

in Escherichia coli and phyl among E ichia coli strains and other enl:nc bactera. Journal of i Baclerlologv

174(14):4583-4593. -




\clusiva‘ de la secuencia. Su localizacion

‘restrmglda en, el gen ma derHaemophilus mﬂuenzae es una sefial clara de la ausencia de

los mecamsmos relacionados con la apancnén y diseminacién de los elementos REP que

existen en las enterobacterias

T G C G C A
TGCC GATGCG CG “RV" CG CTTATC GGCCTAC
G A T A T C

“

F]g. T I-a sccuenicia consenso de REP de uno de [0s clementos del palindromo™.

Lo mas interesante de estas secuencias son la serie de cualidades que las
distinguen: ademas de ser inferida su presencia en nameros muy e!ev:idos dentro de los
genomas de las enterobacterias, estas secuencias son exclusivamente extragénicas

relacionadas forzosamente con la region tres-prima (3°) de algin gen®’. La inmensa

¥ Van Ham, S.M; van Alphen, L: NMooi, F.R; van Putten, O.M. (1994) The fibrial gene cluster of Haemophilus influenzae type b,
Afolecular Microbiology. 13(4): 673-684.

Vasconsclos, A.T; hhllmo.l\l A.Gi dc A.lmelda D F. (2000) Shoﬂ i on the ic DNA of Escherichia
coli K-12, H. tics. 16(11):968-977.
* Merino, E; Balivar, F. (1989) The il ide diphosph d < gene (mdA) of Escherichia colt carries a repetitive

P (REP) inits 3 i A %Y. 3(6): 839-841.

* Gilson, E; Bachellier, S; Perrin, §; Perrin, D; Grimont, P; Grimont, F; Hofnung, M. (1990) Palindromic units highly repetitive
DNA scquences exhibit specics specificity within Entcrobacteriaceac in bacteria. Research in Aficrobiology. 141(9):1103-16.

10




mayoria de los elementos que se Han ‘encontrado estan altamente conservados, es decir

bases permiten dos opcio

de enten_dehpsl !

aparicion, conservacién, seleccion y movxmlent‘o,demi'o de los genomas. . i3

- m-EEE w T AT AT A
R BN B <V B RN BEMRE ic-REP GTAGGCC OATAAGICG RV CO COCAT GGCA
" mMEsm u

-5 Bmom o -
TECE 56 RV BN SRR WMCTAC interREP GTAGREX
- OB mom |

Flg. 2 A Una umdad REP Tormada por dos clementos REP nrrcgluilos pulmZIromlcamcn(e. B ET nrrcglo

palindrémico interno de cada elemento.




rodeadas de olras secuencms rependas menos abu 'dames que varian su disposicion,

arreglo de bases, tamaﬂo y presencuL A estas asocmcnones entre umdades REP de dos o

més elememos y secuencias repeudas adyacem&s se les ha denommado mosaxco

baclennno “emremenlado” (BIME por sus sxglas en inglés)®®. Se ha supuesto que estas
ngrupacnonm desempeiian una funcién trascendental al mtenor de los genomas de las'

emerobacterlas.

233 Posibles Mecanismos de Aparicién

Y. Yang ¥y G. Ames, a finales de la década de los ochenta, comentaron que “la
naturaleza palindromica y la conservacién de las secuencias REP sugieren que éstas
sean reconocidas por una o varias proteinas™®. Esta ideaya habfa sido asumida por muy

diversas personas que -habfan ltabajado en el tema, ya que forzosamente algin

mecanismo molecular protelco debla eslar generando y favoreciendo la conservacion de

las caracterisucas de los elementos REP.

* Bachellier, S; Peﬂm. l) llofnung. M; Gnmn. E. (1993). B ial i 4 mosaic el {BIMESs) arc present in the
genome of Kieb: . T(4):537-544,
Bachellicr, §; Saurin, W; Perrin. ID; Hofnung, NM; Gilon, E. (1994) S and fi i 1 di ity among b. ial i d

mosaic clements(BIMEs). AMfolecular Aficrobiology. 12(1):61-70.

Gilson, E; Saurin, W; Perrin. D; Bacheller, S; Hofoung, M. (1991) Palindromic units are part of a now bacterial interpersed mosaic
alement (BIME). Nuclerc Acteds Research. 19(7):1375-1383,

Gilson, E; Saurin, W; Perrin. D; Bachellicr, S; Hofnung, M. (1991) The BIME family of b: ial highly
Research Micrabiology. 1378 (2-3):217-222.

» \’ang, \’ Amcsl. G. (1988) DNA gyvasc binds to a family of p joti ity lind i P dir of the
of. 85(23):8850-8R54. B




encontrd, tras varios ~anali

de Blotecnologia e la U wers:dnd Nacxonal Aulénoma de;Mémco, hallaron elementos

. REP conhguos que, por su caricter. de 1démlcos eran lam ‘muestra de evenlos recnentes'

de duphcamén Aunque:no.es posnble descanar"

. pudleran aumentar la‘presencia ‘e las secuencms REP a] parecer 1a duphcacnén es el‘

mas coman de ellos; o por lo menos,‘es del que se tlenen evndepcnas més contundentes o

¥ Gilson, E; Perrin, D; Hofnung. M. (1990) DNA pol)mmsc 1 and a protein complu bind spccifically to Escherichia coli
palindromic unit highly repetitive DNA: § Nucleic Acids Research. 18(13):3941-
3952,

! Ricchetti, M; Buc, H.(1993) £.coli DNA polymerase 1 as a reverse transcriptase. EAMBO Journal. 12(2):387:396.

12 Merino, l:, Bohvar, F. (1989) The rit tcoride diphosph < gene (nrdA) ofE:cherl:hla coli carrics a repetitive

REP) inits 3" 1 i A Jogy. 3(6): 839-841.

* Shyamala, V; Schneider, E; Ames, G.F. (1990) Tandem ch 1 icati role os REP in the bil
event at the join-point. EAMBO Journal. 9:939-946.

tros mecamsmos genétlcos que.’.
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2.3.4 Terminacién de Ila Transcripcién y Estabilizacién del Mensajero

Con el transcurso de los afios, las especulaciones sobre las posibles funciones de estas

secuencias tan conservadas y tan abundantes han variado. En un inicio se supuso que las -

secuencnas REP presemaban una correlaclén con la presencia de operones. Por lo tamo

la pnmera labor que se les asignd fue la de servir como termmadores de la

transcnpctén“ Sm embargo posteriores analisis detectaron que no habia OIT lacnén

entre la presencxa de elementos REP, el final de un operény el producto genético del

que comradecia la relacnén secuencnas-REP-operones

Algunos afios después los studi‘os de los' mRNA" mostraron que:la s}:éﬁencia

REP era transcrita junto con el producto del operén d Répida'ménte lasr nvestigaciones

se enfocaron en la importancia de las secuencnas como establllzadores del mensajero.

Los experimentos que se efectuaron se centraron en la ehmmac:én de las secuencias

3 Gilson, E; Roussct, JO; Clement, JM; Hof M.(1986) A subfamily of E.colf plindromic units implicated in ipti
termination?. Annales d'Institut Pasteur Microbiology. 137TB(3):259-270.

* Gilson, E; Bachellier, 8; Perrin, S; Pervin, D; Grimont, P, Grimont, F: Hofnung, M. (1990) Palind ic units highly repetitive
DNA scquences exhibit specics spcc.ﬁcxl) within E iaceac in b it h in A biology. 141(9):1103-16.
Gilson,, E; Clément, J.N; Perrin, D; Hofnung, M. (1987) Palindromic units: a casc os highly repetitive DNA inb.

Trends in Genetics. 3(8): 225-230,

* Goberdhan, D; Kenneth, R; Morgan, M; Bayat, H; Ames, G. (1992) Physicat ing of i indromi.
sequences in Escherichia colt and phylogenctic distribution among Escherichia coli strains and other enteric bactera. Journal of
Bacreriology. 174(14):4583-4593,

27 Gilson, E; Bachellier, S; Perrin, §; Pervin, D: Grimont, P, Grimont, F; | M. (1990) Palindromic units highly repetitive
DNA scquences cxhibit specics specificity within E iaceac in bacteria. R h in Adi logy. 141(9):1103-16.
Gilson,, E; Clément, .M, Perrin, D; Hofs M. (1987) ind, ic unita: a casc os highly repetitive DNA inb

Trends in Genetics. 3(8): 225-230.
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REP de los mRNA. Los?;résﬁ»liadqs :fueron

ida media del mensajero®

secuencias REP producia la'consiguiente caida’en la

Sin embargo, cabe a'clrirarrque el efec

que:tiene: REP ‘con respecto a'la vida -

media del mensajero puede ser e.\pllcado snmpl mente por la’estruc r’n’d’ey ii\llo y asa

que forma en RNA Todos los grupos de | secuencms mvolucradas en el fenémeno de

estabilizacion del mensajero carecen de homologia, es decnr no hay conservacxén de

bases entre estas secuencias; casi cualquier secuen a’ que l'omle una estructura de talio

y asa al final de un mensajero sirve indudublemente parn su estabilizacién.. Mientras
' que, las secuencias REP, presentan una clara homologfa debida a su alta conservacion.
La pregunta logica que se desprende es: jpor qué soélo la secuencia REP, en su funcién

como estabilizador del mensajero, se conserva?

2.3.5 Estructuracién del Cx

Tras los resultados poco convincentes a los que se habia llegado, las ‘siguientes
investigaciones se centraron en el por qué de la abundancia y la con"skerv'acién de las

secuencias REP.

* Newbury, $; Smith, N, Robinson, C; Hiles, I;, Higgins, C. (1987) Stabilization of translationally active mRNA by procariotic REP
scquences. Cell. 48: 297-310.

Merino, E; Becerril, B; Valle, F; Bolivar, F.(1987) Dcletion of a rep ic (REP) d from
the structural genc of Escherichia col glutamate dehydrogenase affects the llablllly of its mRNA.G:ne.SS(Z -3):305-309.

¥ Merino, E; Bolivar, F. (1989) The rib ide diphospt d gene (nrdA) of Escherichia coli carries a repetitive
icy ic (REP) in its 3"structural terminus. A 3(6): 839-841.

\mg. \ Aﬂ\cl G. (1988) DNA gyvasc binds to a family of pi fotic repetitive palindromi P dings of the
85(23):8850-8854.




Las‘.proteinas tipo hlstonas (HU) de L’scherlchia coll se’ unen a casi cualquxer

secuencm que pueda formar una estructura crumf rme para evun.r premsamente esta

dlstorsxén en el DNA. Apm'entememe a bajas concentracxones de proteina HU, ésta

puede esumular la l‘ormaclén de slructurns cruc1form&s, pero a altas concentraciones

ias mhlbe. La exphcacnén a este l‘enémeno es el decrememo en la energia libre para

formar una estructura crucnforme debldo al superenrrollamxento del DNA en una

estmcturn tlpo-nucleosoma por la'accién de las proteinas HU®,

Las estructuras cruciformes que pueden formar los” elementos REP (F:g 3), son

favorecidas por la presencia de iones bivalentes*! y como cualq ler olra secuencm,

0 Clarkson, S; Bates, AD. (1996) Action of DNA gyrase at RIP cl. in E.colt. Biochemical Society T ions, 24(3):420,

Yang. \ A.mc!. G. (l‘)BS) DNA gyrase binds to a family of p iotic repetitive palindromic seq Pr di , ‘aflhu
85(23):8850-8854, - e

*! Pettijohn, D.(1982) Structure and propertics of the bacterial nuclcoid. Cell. 30:667-6669.

*? pentiggia, A; Negri, A; Beltrama, M; Blanchi, M.(1993) Protein HU binds spccnﬁcally to kmked DNA. MolecularAl:cmblology 5
7:343-350.

- l’cnuggla A; Negri, A; Beltrama, M; Blanchi, M.(1993) Protcin HU binds specifically to kinked DNA. MalccularM:crablology.
7:343-350

“ Dickmann, S; Lilley, D. (1985) The anomalous gcl migration of a stable ifc and ull d. d And some
comparitions with curved DNA. Nucleic Acids Research.15:5765-5774. .
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palindréomica, pueden mleraccnonar con protemas tipo histonas. La pregunta que surge
es: jdada la abundancm de los elemenlos REP en el cromosoma de Escherlchta coIt

podria ser que éstos sean Ios que eslen mleractuando de l‘orma mais sngmﬁcatxva con las

proteinas HU?' -

A parlir de los resultados anteriormente éxpués{ios pareceria factible suponer que las

caractensllcas e con cnén dlsmbucnén y abundancxa de las secuen 185 REP

denlro del ‘ger om; de Escherichm coIz podnan estar relacnonadas con los procesos de

compactacxon orgammcxén del cromosoma bacteriano.

2.3;6‘ ‘Rélacién con las Proteinas IHF

Qulza, de todas las secuencics que se han asociado con los. elementos REP las

secuencms de reconocimiento IHF (Integration Host l-‘actor)"s podrian er. szrte de la

involucradas con procesos de recombinacion, trunsposmlé nvers n y control de la

expresion genética®®. Ambas subunidades guardan una gfzin homologia en su secuencia

de aminoacidos con la proteina HU. Las asocaciones entre secuencias REP y secuencias

Kohwi, Y: Kohwi-Shi T.(1988) M jum jon d dent triple-heli formed by h puring-h pyrimidi
in supcreailed plasmid DNA. £ dings of the ! Academy of 85:3781-3785
“*Boccard, F; Prentki, P. (1993) Specific interaction of THF with RIBs, a class of ¢ ial itive DNA cl located at the

3end of transcription units. EAfBO Journal. 12713):5019-5027.

Clarkson, S; Bates, AD. (1996) Action of DNA gyrasc at RIP ¢l in E.coli. Bioch ! Society Tt 24(3):420.

Oppenheim, ,\u Rudd, KI; Mendelson, 1; Teff, D. (1993) ln(:gralmn host factor binds 10 a unique class of complex repetitive
DN. in Esch colr. A v. 10(1):113-122.

** Freundlich, M; Ramani, N; Mathew, E; Sirko, A; Tsui, P. (1992) The rolc of integration host factor in genc expression in
Escherichia coli. Molecular Microbiology. 6(18):2557-2563.




THF han s:do denomladas RIP _por. Repetmve lHF-bmdmg Palmdromlc elements"7 Han

sndo ldennﬁcadas vemndés de estas relacnones olamente en Escher:chia COII K12 Se

ha supuesto una relac16n lmponame entre estas asociaciones yla compaclaclbn del

crgmosomn bacteriano.

24 Andlisis de Secuencias Repetidas

Los andlisis de busqueda y caracterizacién de secuencxas relleradas en los genomas

ermite " inferir -

ste procedimiento es el

‘conocer: la secuencia que se quiere “pues’ el disefio de los

oligémeros 'réquiere,forzosa:ﬁehte un :map ual > partir;~ Los' resultados que se

- obtienen por estos métodos sdn de presericia o ausencia; es decir, se sabe si la secuencia

estd o no presente - en el genoma anahzado‘ ‘groséo mod‘o".se conoce en que

proporcnén se encuemra, pero lamemablemente, se dmconocen las variaciones de la

“TOppenhcim, AB; Rudd, l\L ?\imdclwn, I Teﬂ‘ D (1993) lntegranan host factor binds to a unique class of complex repetitive
extragenic DNA seq n E 10¢1):113-122.

“* Oppenheim, AB; Rudd, KE; Mcndclscn. I; Teff, D (l993)lnlegmlmn hast factor binds to a unique class of complex repetitive

extragenic DNA seq n E: coli. N logy. 10(1):113-122.
** Saurin, W.(1987) petiti lind: ic seq in Escherichia coli.Delection and ch ization with a new
prog: Comy ippl inthe B 3(2):121-127.
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mvesllgacnén y que a contmuumén e detalla.

sl Gobcxdlnn, D; l\cnnelh R; Mnrg:n, A Ba)at, H; Ame-, G. (1992) Physical ing of
hia coli and phy among Escherichia coli sirains -nd other enteric bactera. Journal of
Baclcrmlag,\ 174(14): 45834591

Vemalovie. (1991). Distribution of DNA in cub ia and applicati to fingerprint of bacterial genomes.
Nucleic Acids Research.19(24).6823: 6831

Heringa, J. (1998) Detection of internal repeats: how common are they?. Current Opinion in Structural Biology. 8(3):338-45.
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3. METODOLOGIA

3.1 Generacién de Bases de Datos

Para el andlisis desarrollado se utilizaron todas las secuencias completas de los genomas

procariontes y las anotaciones que en ellas se ehcuemran. Estas se adquirieron de la

base de datos de genomas complelos del GenBank” Los organismos analizados

fueron, las arqueobacterias: Aeropyrum‘.pernlx K]” i 'Archaeoglobus Julgidus

DSM4304%, Halobacterium sp NRC' 54 Methan rhermobacter thermautotrophicus

della H3, Pyrococcus abysst"’ Pyrococcu horikoshii OT357 Sulfolobus solfataricus
P2” Thermoplasma acidophilum Thermoplasma voIcémum GSS1% y 1as bacterias:
Agrobacterium tumefaciens®, Aqu;fex aeollcus VI' 562 Bacillus halodurans C-125%,
Bacillus subtilis 168*, Borrelia burgdorferi B31%, Buchnera sp. APS“, Caulobacter

crescentus®, Campylobacter jejuni®®, Chlamydia muridarum®, Chlamydophila

! NCBI, Nati Center for B Infi jon. bitp:/www.nehi.nlm.nih.gov!

0 Kawarabayasi et al. (1999) Cmuplclc genome sequence of an acrobic hyper-th ili 1 Py pernix K1,
DNA Research. 6: 83-101.

* Klenk ct al. (1997) The complete genome seq of the hyperth hili ducing arct Arch lob

Sulgidus. Nature. 390:364-370.

34 Ng ct al. (2000) Genome sequence of Halobacterum species NRC-1. Pr dings of the Nati I ./ of'. 97:12176-
12181.

** Smith ct al. (1997) Completc genome of A 1um the ph deltat: functional analysis and
comparative genomics. Journal of Bacteriology. 179:7135-7155.

¢ Heilig,R. Pyrococcus abyssi genome insights into ) ct and cvol . Aln no publicad

37 Kawarabayasi ct al. (1998) C 1 and genc ization of the genome of a hyy ili haeh jum,
Pyrococcus hortkoshit OT3 (nxpplcmcnl) DNA Research. 5: 55-76.

**She et al. (2001) The complete genome of the crenarchacon Sulfolobus solfataricus P2. Pi dings of the National Academy of
Sciences 98: 7835-7840.

** Ruepp et al. (2000) The genome seq of the th idophili ger Thermopl, dophilum. Nature. 407: 508-513.
* Kawashima et al. (2000) Deter ion of the 1 ic DNA scqp of Thermopl. I GSSI. F i

of the Nattonal Academy of Scrences 97: 14257- l426"

*' Goodner ct al. (2001) Genome Sequence of the Plant Path and Bi logy Agent b m Cs8.
Science. 294 (5550), 2323-2328.

* Deckert o al. (1998) The complete genome of the hyperth hilic b, ium Aquifex acol Nature. 392:353.

*? Takami ct al, (2000) Complete penome of the athaliphilic bacterium Bacillus halodurans and genomic scquence
comparison with Bacillus subtilis. Nucleic Acids Research 28: 4317-433]

“ Kunst ¢t al. (1997) The I3 genome of the g T i Nus subtihis. Nature. 390: 249.256.

¢ Fraser et al. (1997) Genomic sequence of a Lyme discase spirochacte, Borrelia burgdorferi. Nature. 390: 580-586.
 Shigenobu ct al. (2000) Genome scquence of the endocellular bacterial symbiont of aphids Buchnera sp. APS. Nature. 407: 81-
86.

7 Nierman et al. (2001) Complete Genome Seql of Caulob cr F 4 of the N ! demy of .

98: 4136-4141.

“*Parkhill ct al. (2000) The genome sequence of the food-bome pathogen Campylobacter jeyuni reveals hypervariable sequences.
Nature, 403: 665-668.

**Read ct al. (2000) Genome of Chl. Jia trach AfoPn and Chlamydia pneumoniae AR39. Nucleic Acids
Research. 28 (6): 1397-1406.
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phelimoniéc AR397, Chlamyzlophila pneumonlae C WL029 7, Chlamydophiia
pheumoniae J1 3872, Clostridium acelobutyllcumA I'CC 8247 7 Demococcus radzodurans
"R17%, :Escherichia coli K-12 Strain MGI 6557" ‘ E.scherichla cal: 015 7: H7 strain .
EDL93375 Escherichia coli O157:H7 (RIMD 0509952) 7 Haemophllus mﬂuenzae Ra""r

Helicobacter pylori 266957, Helicobacter pylori .199am Laclococcus Iacns L1 4038' :

Methanococcus jannaschii DSM 2661%, Mesorhizobmm lou

MAFF3030998?. '

Mycobacterium leprac®, Mycobacterium ruberculosis~CDC]5518’ : Mycabaclerlum :

tuberculosis H37RV®, Mycoplasma genitalium G-37‘9 Mycoplasma

M129%, Mycoplasma pulmonis UAB CTIP®, Ncisserla memngmdls MC58 (ATCC :

BAA-335)%, Neisseria meningitidis serogroup A .slraln 224919 Paslcurella muItocida-

Pm70%, Pseudomonas aeruginosa PAOI®, Rickettsia conorii Mahsh 79‘ Rlckeltsia‘

prowazekii Madrid [, Salmonella typhimurium LT2 *°, Salmonella ryphi”.

7® Read et al. (2000) Genome scq of Chi. / h AfoPn and Chi di AR39. Nucleic Acids
Research. 28: 1397-1406.

™ Kalman et al. (1999) Comp of Chlamydia p and C. Nature Genetics 21: 385-389.

7 Shirai et al. (2000) Cnmpanson of whale genome seq! of Chl lia p J138 from Japan and CHZ029 from USA.
Nucleic Acids Research 28:2311-2314,

™ Nolling et al. (2001) Genome Seq; and C Analysis of the Solvent ducing ium Clostridium
acetobutyiicum. Journal of Bacteriology. 183: 4ﬂ23-481R

™ Whitc ct al. (1999) Genome of the radi b ium D diodurans R1. S 286: 1571-1577.

7 Blattaer et al. (1997) The plete genome of Esch hia colt K-12, Science. 277:1453-1474.

¢ Perna et al. (2001) Genome seq of h hagic Escherichia coli 0157:H7. Nature. 409:529-533.

™ Hayashi ct al. (2001) Complcte genome scquence of enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 and genomic comparison with
a laboratory strain A-72. DNA Research. 8:11-22.

™ Flcischmann et al. (1995) Whole-g random ing and y of . hih Rd. 269:496-512.
™ Tomb ct al. (1997) The complete genome sequence of the gastric pathogen IIellcabaclerp)lan Nature. 388:539-547.

* Alm ct al. (1999) Genomic-scquence comparison of two unsclated isolates of the human gastric pathogen Helicobacter pylori.
Nature. 397:176-180,

*! Bolotin ct al. (2001) The complete genome sequence of the lactic acid bacterium Lactococcus lacus ssp. lactis 1L.1403. Genome
Research. 11:731-753.

*2 Bult ct al. {1996) Complete genome seq; of the h i h , Aeth e. 273 (5278):
1058-1073.

* Kancko ct al. (2000) Complete genome of the nii fixing biotic bacterium Afesorhizob, loti. DNA h.
7:331-338.

* Cole ct al. (2001) Massive genc decay in the leprosy bacllus. Na ature. 409:1007-1011.

¥ Fleischmann et al. Whole genome comparison of Afycob T losis clinical and lab Y strains. Ain sin publicar.
* Colc ct al. (1998) Deciphering the biology of Mycobacterium mberculo.m from the complete genome sequence. Narre. 393:537.
*? Frascr et al. (1995) The minimal gene 1 of Afycopl /7 Science. 270:397-403.

* Himmelreich et al. (1996) Complete scquence analysis of the gcnumc of the bacterium Mycoplasma pneumoniae. Nucleic Acids
Research 24:3420-1449,

** Chambaud et al. (2001) The complete genom = sequence of the murine respi y path A) / pul Nucleic Acids
Rescarch 29:2145-2153.

* Tettelin et al. (2000) Complcte gulumc sequence of Neisseria mensngitidis serogroup B siran MC38. Science. 287: 1809-1815.

* Parkhill ct al. (2000) Compl NA seq ofa group A strain of Nesseria memngmdu 22491, Nature. 404: 502-506.
*2 May ct al. (2001) Complcte gcn(rmlc sequence of Pasteurclia multocida,Pm70. P 1g2s of the N I Academy of .

98: 3460-3465,

*? Stover ct al. (2000) Complete genome seq of Pseud: aer PAOI, an istic patt Nature. 406: 959~

964.

* Ogata ct al. (2001) Mechani of ion in Rick conoris and R. prowazekii. Science. 293:2093-2098.

** Andersson «t al. (1998) The genome seq of Rick y kit and the origin of mitochondria, Nature. 396: 133-140.
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Sinorhizobium meliloti 1_0_219”. Staphylococcus aureus Mu50%, Staphylococcus aureus
N315'%, Slreplocaccus pneumoniae TIGR4 (ATCC BAA-334)'°, - Synechocystis sp.
PCC 6803'%, Strcplococcus pyogenes MI1'%, Thermotoga - maritima MSBS8'%,

Treponema pallldum Nichols'®, o5 Ureaplasma urealyticum serovar 3’06 Vibrio cholerac

serotype Ol, Bmtypc El Tor, strain N16961'%, x; erIIa fasndlosa 9a50’ os” Yersinja

pestis CO-92 Blovar Orienialis’®.

busqueda de element

presentaba nuevamente al genoma completo hneal de organis ero . con “una’

distincion nmportante. las reglonm euragémcos se mantuvneron en letrus mmusculas
mientras que las regiones codificantes se cambiaron para que las bases nucleotidicas

ahora estuvieran representadas por letras maytusculas (Fig. 4B). Esto se hizo con el

*¢ McClelland et al. (2001) Comy genome of Salt 1, i scrovar Typhimurium LT2. Nature. 413 :852-856.
*? Parkhill et al. (2001) Comy genome seq! ofa iple drug resi: {la entcrica serovar Typhi CTI8, Nature 413
(6858), BIR-852.

* Galibert et al. (2001) The composite genome of the legume symbi Sinorh il Science. 293: G68-572.

** Kuroda ct al. (2001) Whole genome q ing of mclici"' i Staphyl; aurcus. Lancet. 357 (9264): 1225-1240,
199 Kuroda et al. (2001) Whole genome seq ing of i { Staphyl. aureus. Lancet. 357(9264):1225-1240.
9 Tatelin et al. (2001) Complete genome scquence of a virulent isolate o(‘Slrep/ucocr:ux pneumoniae. Science. 293: 498-506.

192 Kancko ct al. (1996) Sequence analysis of the genome of the unicellul 1um ystis sp. strain PCC6803. 11,
Sequence determination of the entire genome and assi. of p ial protei; ding regions. DNA Re:enrch 3: 109-I36

19 Ferretti ot al. (2001) Complete genome sequence of an M1 strain of Str 7
Academy of Sciences 98: 4658-63.

!%4 Nelson ct al. (1999) Evidence for 1ateral genc transfer between Archaca and bacteria from genome sequence of Thermotoga
maritima. Nature. 399: 323-329.

193 Fraser et al. (1998) Complete genome seq of Tref palhid llv— syphilis splrochcle Science. 281: 375-388.

19 Glass et af. (2000) The 1 of the 1 path U ur Nature, 407: 757-762.

197 Hgidelberg et al. (2000) DNA scquence of both chromosomes of the cholcm pathogen Vibrio cholerae. Nature. 406: 477-483.,
'%% Simpson et al. (2000) The genome sequence of the plant pathogen Xylella fastidiosa. The Xylella fastidiosa Consortium of the
Organization for Nucleotide Sequencing and Analysis. Nature. 406: 151-157.

pyog . Rgs of the N
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objetivo de identificar en que régiones se ubicaban los el ementos REP y para corroborar

si‘éstos eran preferentemente ‘extragénico

de gen, ‘siendo el
complementariedad (en q

proteico y las anotacione

Fmalmente para analizar:] a de elementos

REP se produ_]o una base de datos con los elementos REP reporlados para Escherlch:a

coli Ki2, en donde se- mdlcaba el numero de elementos y el gen

‘que’ abfan’ sido:

asignados.

A. Sccuencia original del genoma de algin organismo:

tcgcatctagegat

14 BERALCE B

La transformacién a numeros quedaria:
1243214232[42413231423214232323214213232142323214232314232412324

B. Sccuencia original del genoma de algun organismo:
actgcatcg, cgeateg t
Si suponemos que esta secuencia \'u dcl nucll.é\ldo 189 al 253 y que en cl gcnomﬂ dcl organismo hay
dos genes indicados de la siguiente forma:
gen = “araA” (157..196) y gen = “aral3” (230..270)
La transformacién quedaria:

ACTGCATCgcantct tegcategegegeatcagegcaTCGCGCATCGCGATCGCTACGCT
en donde las nm)usculas representan la parte de la secuencia que estd dentro de nlguna reglén
codificunte.

19 Parkhill et al. (2001) Genome scquence of Yersinia pestis, the causative agent of plaguc. Nature. 413: 523-527.
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C. Basc de datos de las anotaciones de 10s genes de Escherichia coli K12

[ Geén Posicion Nuamero [ Funcion asignada Anotaciones Complementaried |
(nuclcotidos) ad
ihrl. TU0-235 T a3 Treonina T a LPT_LCOLI TIebia de
ThrA 3I37-2799 Z aa Treonina Y% idenlica a AKITI_ECOLT | Tebra dc
hri3 ZSU 1-3733 3 £y I'redénina TUU a KHSE_CCULI'THebra d&
ThrC 37335020 X ) Treonina TOOYs identica & THRC_ECOLT | Hebra de

Flw J Consiruccionds de 1as pnncxpalcs Bascs de datos ulilizadas.

3.2 Bisqueda de Elementos REP

Tomando como punto de partida el programa de prediccién de promotores disefiado por
Mulligan, Hawley, Entriken y McClure'' en 1983, se llevé a cabo la construccidn de un

programa, escrito en Perl, de bﬁsquedayde elementos REP.

El programa parte de la construccxén de una matriz de peso a partu' de Ia

- secuencna consenso de uno de los elementos REP (Flg 5) '“ Se decld16 pamr de la

secuencna consenso y no de las secuencms ya conocidas - de elememos REP por las

razones siguientes: i) para generar completamente las bases de datos de elementos REP,

evitando sesgar la busqueda;. ii) pévra'k'utili
control y asi corroborar él.fﬁn
encontrar los elementos reponado

que permitiera forma.r grupos de simil ltud‘

"% Mulligan, M; Hawlcy, ID; Entriken, R; McClure, W.(1983) Escherichia coli promoter sequences predict in vitro RNA polymerase
selcctivily, Nucleic Ac:ds Research. 12(1): 7894400
e Merino, E: Bolivar, F. (1989) The rib d gene (nrdA) of Escherichia coli carrics a repelilive

d "(REP) seq in its 3% 1 inus. A iology. 3(6): 839-841.
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Secuencia consenso: TGC C ToC GATGCG GoA € G CoT “RV™...

1 2 3 4 5 6 7 R 9 10 1112113 14|15
e o]y
C O (8] ! o 0 o 0" TOTEL
G (Y]

T

ig. 5 Construccion de Ia matriz de la primera parte de un elemento REP tomando como base Ta
secuencia consenso de los elementos conocidos. Cuundo sélo es posible encontrar un determinado
nucleétido en una cicrta posicién el valor que adquicre éste es de 1. Por el contrario cuando determinado
nucledtido no es posible encontrarlo en cierta posicion el valor que adquicre éste es de cero. Para aquellas
posiciones en donde es igualmente probable encontrar dos diferentes bases, ¢l valor de éstas es de 0.5.

Se construyeron cuatro matrices iniciales, dos para cada una de las ventanas de

ambos tipos de elementos REP (Flg 2). La formacién de las matrices fue reallzada de :

acuerdo a la posicién de los nucleétxdos de lu secuencna consenso; chho de otra forrna,

la secuencna fue mgresada aund matnz de ‘tal manera que el valor de an nucleéudo que

comcndlera en tipo y pos:cnon al'de’ la secuencna consenso pr&sent fa el valor més alto’

de las cuatro posnbles‘bases nucl tidlcas (Flg 5) El valor mé.

versién del p

. se representa en la fig




decidié ampliar este valor a treinta con el fin de consxd
que pudxeran presentar un mayor tamaﬂo en esta re' |<5n

En el ejemplo, la pnmera de eslas ventanas lria de l base dxecnsxele a la tremta y

cinco y la uluma de éslas iria de la cuarema y S|ete a la smenta y cinco. Pa:a cada

una de las xremta segundas ventanas se calcula su parecido con la secuencia

consenso de la mlsma forma en que se describid anteriormente. La constitucién

nucleotidlca de 1a regnén vanable “RV” no es torada en cuenta en el cilculo de los

va!ores
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' A contmuaclén al valor obtemdo para la pnmera vemana el programa le suma, de

manera mdependxeme cada uno’ de los tremta -distintos valores obtenidos de las

segundas ventanas (Flg 6D) Cuando la suma total de la primera ventana con a]guna

'de las segundas supera o 1guala -al valor del umbral permitido, la secuencia es
: e.\'tra(da y enviada a un archivo aparte La ext:accxén de la secuencia se realiza de la

- base de datos que perrhité distinguir regiones extragénicas de regiones codificantes.

&, El programa recorre ‘base por: base odo el genoma del organismo, generando

'sucesivamente las primeras vVentanas y en su caso las treinta segundas ventanas.

cuencia éhda enconlrada, el progra.ma Ie asngna el valor de sxmllltud

2 s uencm consenso, el tamaﬁo de la reg it

anable y Ia posncnén

b que guarda dentro del genoma (de qué nucleéndo aqué.

término del pnmer examen  por- vemanas de todo el genoma se.reahm una

lretroahmenlamén'de la matnz mlcnal a pamr de la composncxén nucleoﬁdlca de

sxon del numero de'

secuenclas encontradas emre cuatro (por que son cuatro nucleéudos) De esta forma,' ;

“una desvnac.lén esténdar se calcula como la rau cuadrada de dlcha dwnsxén”z, .

(Fig.GF).

"2 Nulligan, M; Hawley, D; Entriken, R; McClure, W.(1983). Escherichia coli promoter sequences predict in vitro RNA
polymcerase sclectivity, Nucleic Acids Research. 12(1):789-800.
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SR Una vez calculados lo

menos del 69%, el numero’ de’ elementos REP en reglones codlﬁcant&s‘ se dnsparé"

mostrando la prasencm de falsos elementos REP. Los datos que se generaron con estas
pruebas permitieron asegurar que los parametros éptimos a los que debia funcionar el
programa para reducir a un maximo el numero de falsos positivos, pero sin perder los

falsos negativos, eran: un minimo de similitud (tomando en cuenta la retroalimentacion
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de la matriz) de un 69% con respecto a la Gltima matriz formada, alcanzado después de

un proceso de ocho tumos de busqueda.

A, Sccuencia del genoma en Ta version de ntuncros:
14322431432332321112232244142233224121421321321441231423434132
et et e

Primeravenuna {1 ) 4 (3 |2 (2|43 |1 4[3]2(3|3(2]3
Base Niimero 1] 2 3|4 s T |10]11]12|13]14]15

Se compara con la matriz inicial o consenso.

12 3 4567 881 11 12 13 14 15
1,000; O] 0y 0) 0; 1) 0 0 Of o1 ap 0 0
> 2totolljrdolelololk—of—o}—}—ol—
arororeiTeTeT o v o o oo T
afeiototorrtorers —1t—o1—T—o
\4
O+...+1+..=9 Como el valor del umbral para ta

primera ventana cs de 11.5, el valor obtenido no es suficiente y el programa la rechaza y se recorre un c
nucledtido en 1a secuencia del genoma del organismo

B, Sccuencia del genoma en la version dé numeros:

14322431432332321112232244142233224121421321321441231423434132
e e

Primera ventana I4 3 212143 413121313123 é
Base Numero 112 [3]4 9 10| 11}12|13}14]15
Se compara con la matriz inicial o conscnso
23456723910 11 12 13 14 15
1.0/0] 010 0] 0{1;0{0; O} O 1) O ©f O
2-opot-t{—t{~tororere——o—o— ot
_j SO B I I N S A B 0 L A T
S I 1 Y I O
N .
O+ ... +0+..=12 El valor de la primera ventana

sobrepasa al umbral (11.5). El programa genera 30 segundas ventanas de dieciocho bases de largo para
localizar (si ¢s posible) la segunda parte del elemento REP
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C.  Secuencia del genoma en'la versidn de numeros:

14322431432332321112232244142233224121421321321441231423434132

Cada segunda ventana cs
comparada con la matriz consenso

12 3 456789 10 1 .12 13 14 15 18 17 B
1 1;0(0)0) 0 011100 © © 4 O 0 0 © O 0O
2~etolotrotetoro——of—ot—H—ot—t—of—t—o
3-orofrotrtorr—et——ot—ol—o—e—of—
4=ofofototofototeror—or—of——o——o—t——o1—01
Suma (olal para la p'xmcru?ﬁ‘cs 4sventanas = 13.5

14322431432332321112232244142233224121421321321441231423434132

12 34567886 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 %40)0)0, 01010101 O O 1 0 0] 0 0 0 o
2-ol o oo otetoT oot oF——o—°
a-strot-rreret—o——et—ol-of—et—of—1—r
4—oJorof-of-of-of ofotoT—o1—o] o —t{=o——of—0]
~Suma total para umgumﬂécsus ‘entanas = 15

7 ventanas mas
14322431432332321112232244142233224121421321321441231423434132
e

|

123485678810 11 12 13 14 15 16 17 18
1.1]0[0) 00 0f1010] O 0 1 O 9 O 0 © O
2-oof-11oj—t}-otorofor—H—et—of—t{—oj—H—ol—o]—o!
a-otref e e ——
a-otoofofofelerofof—or—or—t—of—t—o—t{— 0]
~Suma 16tal para la Geintava de oslas venlanas = 9

D. Se sumaa la primera ventana las treinta siguientes de forna separada, dando treinta valores totales:
12 (valor de la primera ventana exitosa ) + 13,5 ( valor de la segunda ventana niumero uno
12 (valor de la primera ventana exitosa ) + 15 (valor de la segunda ventana niimero dos) =
12 (valor de la primera ventana exitosa ) + 9 (valor de Ta scgunda ventana namero treinta) = E’

Como el valor del umbral de todo el elemento REP es de 27 y s6lo la combinacion de la primera ventana
junto con la segunda ventana nuamero dos iguala al valor penmitido entonces, éstas ventanas son
consideradas como un elemento REP exitoso, el cual gquedaria como:

432243143233232 RV 112232244142233224

E. Es utilizada Ta sccuencia del genoma que s¢ encuentra modificada para distinguir las regiones
extragénicas de las codificantes y ¢l resultado final es:

Elemento REP TGCCtl,J!;,cggcgc tt aaccgccttatccggect
que va del nucledtido 2 al nuclestido 37, con una regién variable (RV) igual a 2 y un valor de snmlhtud
con respecto a la secuencia consenso igual a 27 (90%).
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F. Nueva Matiiz Consenso

Suponiendo que en una primera vuclta de la basqueda se encontraron 4 secuencias que ticnen una
similitud del 90% o mas con la secuencia consenso entonces,

Primera parte del elemento REP (—) de las cuatro secuencias cncontradas RV
1. T G CTC 1 8 4 i ) < [ B8 c [3 3 1.
2. 0 e 3 < { e a T g c 3 B [ T a 2. J[TTTTaT |
3 3 [ < T 3 a T 3 < 3 B [ g a 3 |c L
4. 0T g ¢ ¢ 1 B a B € & B8 ¢ © 8 4, €
=2 |g=4 [A AT [T =4 69 [o4 [B-3 |3 [ [§-3 [&=1
a=2 c=1 [a=2
g=1

Segunda parte del elemento REP (—») de las cuatro secucncias encontradas

1. & a 5] [ 3 c < T a t B < g g < 3 t <
2. [a a < ) B C < 1 a 3 2 < [ 2 C 3 a < -
3 [a a 3 < g c [3 T a 3 < T 2 & 3 3 a <
4. |a a c c g [ C 1 a 3 c < 3 2 C 3 t <
a=3 Ja=4 Ic-T-tflcml |g=4 ic=4 |c=4 |t=4 Iu=4 |l=4 |c=4 |c=4 ]g=4 |g=4 |c=4 Ic=4 l=22 <=3
a=:

El valor de aparicion de la base por posicién se divide entre una desviacion estandar. La cual sc calcula de
1a siguiente forma: \/(4/4) =1.

Los datos se acomodan en dos nucvas matrices de peso.

Matriz de lu primera parte del elemento REP (—»)
4 6 2

1 2 3 5 7 8 9 10 11 ¢t 13 14 15
1 0} 0 o Of 0f 0] 4 0 of 0] 0f 0f O] 0] 2
272 U3 3 O U U U ol A O U 3 T[T
3T I 30U O O}y 3 O O 3f OF I 3 o] 3 T
472 O U U 3 O] O 30 O U Of O 1~ U
Matriz de la da parte del el REP (—)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 41 4 0f 0f Of O Of O 4 O] 0f 04 Of 0f 0f Of 2| ©
2=U £3 IR ) I L LY Y B . Y Y Y ) 4 I
3OO O U S U U OO U U O 3 3| O] O U U
4TOU O O U U U3 O 3 U O[O O U U O U

Fig. 6 Esquema dcl funcionamiento del programa de biisqueda de clementos REP
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busqueda parn los dos elementos con un mlsmo umbral de sahdu. slo permmé ehmmar— BT

los fnlsos posmvos que a valores de pern-uso muy. bzyos, se formaban cua.ndo se

me7claba.n ambos upos de elementos REP

El programa ﬁnal ﬁcruo en su'totalidad ‘en’ Perl. réalizaba un busqueda muy

agilizar varias decenas de v

anexo I).
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3.3 Generacién de Unidades y Asignacién a Genes

Para el analisis mas detallado de los elementos fue necesario agruparlos en unidades y
asociarlos a los genes mas cercanos (Fig.7). Este procedimiento sélo se realizé para
aquellos organismos que presentaron elementos REP. Para llevar a cabo este trabajo se

diseiié un programa, escrito en Perl, que se explica'a continuacién:

> El programa lee dos archivos snmulléneameme uno donde estin los elementos REP

enco trados prevtamente (Fig.7A) y un segundo archivo en el que se encuentran los

gen&s de orgamsmo sus posiciones y la cadena del DNA que los transcribe

(sem‘ldo,tsn_»,&s la hebra de DNA cuya secuencia se reporta en el archivo GenBank!!?

"o antisentido, complementario, en caso contrario).

> En’uninicio, ‘el programa obtiene las posiciones iniciales de cada uno de los
elemehtds REP encontrados y hace un simple cdlculo de proximidad, tomando la
: posnc:én de un primer elemento y calculando la cercania de un segundo elemento Si

ambos elementos se encuentran a menos de dosmentas bases Ios agrupa en una o

mlsma unidad, de lo contrario el segundo elemento 'pasa a’ formar parte de una

umdnd distinta (Fig. 7B). Durante ‘esle proceso:y :para poder dentlﬁcar més

facnlmeme las d:smbuc:ones de Ios elementos dentro de cadu unidad; el programa le

’,asngna a’ los elementos REP TocchAcho ococmvlmoocnmccooccuc y snmllm‘&s el

slmbolo de (—>) )' a su |magen opuesta, OTAOQCCOOATMOGCG[RW uoaccocxr y similares el

simbolo de (<—)

34




Y

\ 4

lnmedlalamen ’ anles (Flg 7D).7A

By

v

Al'misnio:liempbv '_e'lk ;;fqgrqmﬁ'busca, en la base de ijzilo$ del - genoma, 1a posicién

8 gen que se encuentra

vLa deﬁmclén del gen al que sera a5|gnada la umdad se da utilizando las'

) ambos mdlcados (Flg 7E)

Una vez que se tienen las distintas unidades, cada una con un numero de elementos

. vai-ia_lﬂe, el programa calcula la posicién dentro del genoma de toda la unidad: de la

primera base del primer elemento hasta la ultima base del tltimo elemento (Fig.7C).

mmedlalameme'dmpués de la umdad y el que esu’l L

caracterfsucask de complementanedad de los genes El programa &lgna la unidad

snempre que sea posnble al gen 3 Cuando la umdad se encuemra entre dos genes 3 :

o emre dos reglones 5, el programu no de i k'a qué gen asxgnar la umdad y dejag R .

EI archlvo r&su]tante contiene el nombre del genk y la umdad que le fue asocnada. El

procedlmnenlo descrito amenom1eme se reallm amas veces como elementos REP

haya (para mayores detalles véase ane\o II) =

'} NCBI, National Center for Biotechnol, ion. hittp wnchi.nlm.nib.gov?
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A. Base de Datos:

Posicion dentro del genoma Orientacion del elemento
(10..47) - :
(55..88) «~

(2033..2078) -
(403540..403580) <«

B. Formacion de unidades:

Unidad I: (10..47) —> ... menos de doscientas bases... (55..88) <— ... mis de doscientas bases _ |
Unidad II: (2033..2078) <— més de doscientas bases _ |

Unidad IIT: (403540..403580) —> ...mds de doscientas bases wete. .. |

‘C. Cilculo de posicidn de unldndcs:
Unidad I: (10..88) —> <—

Unidad II: (2033..2078) <—
Unidad III: (403540..403580) — O R

D. Asignaciéon a los genes

Gen 1 (1..9) 37

<= Unidad L (10. 88)—) <—:
Gen 2 (120..134) 37

Gen 300 (1980..2000) 3°

<—=  Unidad II: (10..88) <—
Gen 301 (2120..2400) 5° :

Gen 10405 (403480..403530) 5°

<= Unidad mI: (o, 88)—)
Gen 10406 (403626..403837) 5

Decision a favor de un gen :
Gen'1 3°... Unidad I ... Gen 2 3° . No se decide a favor de ninguno,

Gen 300 3°... Unidad II ... Gen 301 §°. Se decide a favor del Gc"n>300bpor su caricter 3°,

g o om

' Gen 10405 5°... Unidad 111 ... Gen 10406 5°. No se decide a favor de ninguno.

Fig. 7 FOUI‘IBC!EH deunidades Y aﬂgmlcxﬁn dce genes
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73.4 Forﬁacién de Grupos

;genomas no snempre son exactas. Para esto: fue consultada 1a*base ‘de "datos_ del Dr:

Gabnel Moren del grupo de Biologia Computacnonal del D Juho Collado el

de Fljacxén de Nllrégeno de la UNAM. chha base de datos fue conslrulda utxllzan o

~los r&sultados del programa de busqueda de secuencnas BLAST”‘ y en_ella se compllan

las sccuenclas homélogas de cada una de las proteinas,codlﬁcadas ,en ‘los mas,deﬂ

14 Attschul, S.F; ﬂloms L; Mldden, A.A; SchifTer,].Z; Zheng, Z; Webb, M; Lipman, D. (1997) Gapped BLAST and PSI-
BLAST: a new of protein datat search Nucleie Acids Re.warch 25:3389-3402,
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' cuarema genomas (otalmeme secuencnados y dlspombles publxcameme en el NCBI“’ ;

De los datos contemdos en estas bases de datos, se lomé el gen homélogo con la meJor

Todos los gen&s a los que no les fue enconlrado un gen homélogo por nmguno'

de los dos métodos l'ueron declarados genes unicos o exclusivos de ese orgamsmo

3.5 Otros Analisis

: _3.5.'1‘ Presencia Significativa de Secuencias REP

Para nvenguar si los datos obtenidos eran significativos o podian ser producto del azar,”

se comé qumlentas veces el programa de busqueda de elememos REP con dlstmlas

B mntnces de emrada. Se parué de las cualro mntnces mxcxal&s que se habian producxdo a

) parur de. ]a secuencm consenso de los elememos REP y se l&s vané el arreglo de los

muestral.

1% NCBI, National Centcr for Bi logy Infc ion. httpi'nvww.nebinim.nih.gov!
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3.5.2 Secuencias IHF

Por los diversos reportes que relacionaban a las secuenuns REP con secuencias de

reconocnmnento de la proteina IHF (Integration Host Factor), se decndlé &studla.r la

penfena de las unidades REP (100 bases a cada lado) para localizar esms secuencnas Se

) parué de Ia secuenma consenso, CAATATA’I'TGAA I'I'I ara hacer.los qnéhsm. Se

examinaron las asocnacnones entre secuencias IHF y elementos REP

3.5.3 Secuencia tipo-REP

Para este andlisis se utilizaron bases de datos de ‘todos losrgehomas procariontes

totalmente secuenciados que contenian sélo a las seéciohes'extfagénicas. A cada una de

ellas se le buscd, utilizando el algontmo pubhco MEME"’ la firma mas abundante.

Esto es por que las secuencias REP son la ﬁrma més abundante en las secciones

extragemcas de Escherzchm cah.

1% Oppenheim, AB; Rudd, KE; Mendelson, 1; TefY, D. (1993) Intcgration host factos binds to a unique class of complex repetitive
extragenic DNA sequnces in Escherichia coli. Molecular Microbiology. 10(1):113-122,

7 Pailey, L T; Gribskov, M. (1998). Combini idy using p-valucs: application to h
Bioinformatics. 14: 48-54,
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cualquier secuencia xmcxal hacer una busquedn culdadosa demro de un'orgamsmoi :

especifico. Al ﬁnal de cada examen se pudo calcular el numero ‘de caracteristicas, REP'

que presentaba cada una ‘de las secuencxas estudladas Con ellasvfueron agrupa.dos Ios

organismos.

Finalmente, para averiguar si los genes qu una secuencia tipo-REP

eran los mismosjen todos los orgdnism'os ‘se hizo

acién de homologia entre
‘ellos. Pa.ra eslo “se utilizaron nuevam‘ dé datos desarrolladas por

Dr. Gabnel Moreno “del grupo de Blologln Computacxona] del Dr. Julio Collado del

Centro de Fuacnén de Nnrégeno de la UNAM i
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Buisqueda de los Elementos REP en Todos los Genomas Totalmente
Secuenciados de Procariontes

La primera parte del trabajo consistié en cuantificar el nimero de elementos REP que
pudieran estar en los genomas de los organismos procariontes totalmente secuenciados

(véase metodologia). Antes de utilizar el programa de busqueda de elementos REP en :

todos los genomas se decxdlé hacer una prueba pm'a &sumar su buen I‘uncnonmmento

programa de aSIgnamén de genes (anexo Ny metodologi 9.
por todo ello, un estudio detallado del funckipnavmiye‘riio'é mplet. ‘del'procediiinieﬁﬂo

empleado en la deteccién y andlisis de los elemémos':Rl;:P,

El procmo se realizé de acuerdo con Ios grupos. de similitud que el programa '

genero, es decir, primero se compararon los elementos el ra.ngo del 90% de

snmlhlud con la secuencia consenso. Postenorme te Ios element S que se hallaban entre

el 90% y el 83% de similitud con la malnz formada por ]os elementos encontrados
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prevnameme y asi suc&swameme hasta llegar al mterva.l' del 70% a.l 69% de 51m||nud. -

con la matriz prevxa, 1al y como ‘se descrlblé en la seccuSn de’ metodologia. :

elementos con tamaﬁos men res a Ios &stlpulados composncxén y arreglo de nucleéudos )

que dlverg(an en mzis de un 40% con respecto a la secuencna consenso e lmpOSbehdnd
de formar una estructura de tallo y asa Esta uluma caracteristlca se estudné a través de
un programa de predxccnén del plegarmento, FOLDRNA del paquete de analisis -

Wlsconsm Pnckage Version 10.1, Genetu:s Computer Group (GCG), Madison, Wisc.
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Fmalmenle,rdado e buen funcxonnmlemo léglco y préctlco de los programas»

construldos (véase metodologxa, Fxg 6 y 7) y a Ia presencna de megulandad&s en'los

datos reportados del GenBank, se concluyé que el procedlmlento de busqueda y.‘
caracterizacién de elementos REP trabajaba en ,el 6ptimo deseado y que podia ser

aplicado a todos los genomas totalmente secuenciados de procariontes.

Niimero promedio de elementos REP por gene

,".",'!"'Inllllll..u.. ittt

ey
a182 xuJ«nw)nv«u:4:4;«43«4740030515:»»”

GENOMAS

Fig. 8 Numero de elementos REP por genoma. La grafica se ajustd al ntmero de genes contenidos en ¢l

genoma de cada uno de los organismos. El dato de cada organismo representa ¢l namero promedio de
clementos REP por gen de su genoma. (1) Ecoli K12, (2) S.typhi, (3) Ecoli 015717, (4) S.typhimurium LT2,
(5) E.coli O157H7 EDL933, (6) M.tuberculasis H3TRV, (7) N.meningitidis MC58, (8) M.tubcrculosia CDC551, (9) C.croscentus,

(10) S.meliloti, (11) N.meningitidis 22491, (12) M.oti. (13) D.radiod 1, (14) P.acrugi (15) D.
(16)\' holerac 2, (17) Halobacterium. sp, (18) T.paltid (m)P Itocida (20)c.mundmm.(2nm pucumoniac, (22) M.lcprae,
(23) X. f.ulldxusa (24) A.pemix, (25) T.maritima, (26) T.volcani (27) P.harikoshii, (28) B, 29) T.

(30) N (31) S.p (32) HLpylori 26695, (33) C.pneumoniac 1138 (34) C.pncumoniae CWL029,
(35)Cpm:umcmac AR39, (36) M.j hii, (37) A.fulgidus, (38) S: PCCG6803, (39) V.cholerae 1, (40) H.pylori 199,
(41) S.solfataricus, (42) A-acolicus, (43) C.jejuni, (44) ILinfluenzac, (45) P.abysai, (46) R.prowazckii, (47) S-aurcus N315,

(48) S.aurcus NuS0, (49) L.lactis, (50) B.subtilis, (51) B, d i, (52) Buch sp, (53) M.gcnitali (54) N

(55) U.urcalyticum.

Los primeros resultados obtenidos para todos los genomas mostraron que la
presencia de elementos REP estaba aparentemente restringida a un particular grupo de
bacterias, las enterobacterias, representadas por tres' cepas de Escherichia coli,
Escherichia coli K12 Escherichia coli O157H7 y Escherichia coli O157H7 EDL933 y
por dos de sus parientes ﬁlogenéticarrienté . mas cert;andé, Salmonella typhimurium LT2

y Salmonella typhi (Tabla 2, Fig.8).
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de la dlSlanCl

REP para cada orgamsmo de la'media de la dnstnbuclén de los valor&s generados al

azar (véase metodologia)

Tabla 1. Anailisis estadistico de los el tos REP trados en todos los

@Gximo 5

genomas de procariontes totalmente secuenciados
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2 4 7 o 2 1n [ 45
7.27722772  7.61138614 6.14851485 2.2029703 8.02722772 7.56188119 1.48514851  11.6212871
521568319  7.69324857 4.99058396 1.53483653 7.71365656 7.48289248 1.19439436  7.11219149|
27.2033511  59.i860735 24.9059283 2.35572317 59.5004975 55.9936798 142657789  50.5832678
2 2 2 0 2 2 [} 2

Dist.cn de
Valor seal

2 4 2 2 3
4.23019802 5.6980198 5.76732673 5.79207921 5.79455446 9.26732673 6.11166253
2.48648535  3.49872661 3.92109796 3.96339787 3.912171 5.11047402 5.5731176
6.18260939 122410879 153750092 157085227 15.3050819 26.1169437 31.0596398

/] 2 2 2 2 2 ‘

14 22 29 29 29 40

a4



0736430405
2

/98600379

Dist.on ds

Valor real 3
Media 497277228
Des.estandac 3.04258465
Varianza 925732133
Minimo 0
Maximo 19

SCIB
TTRRGDI6STRT

27
Media 69528536
Descatindar 6.9939747
Vatianza 38.9156821
Minimo 2
Miximo : 52

ARATNG §

Dist.en ds N 3

Valos real E)
Mecdia ©1 6.23514851
Dev.cstandar 3.0971022
Varianza 15.976826
Minimao 2
Miximo 24

(DTRARIRING - . |
Dist.on ds " 0.67084931
Valor rual 1
Media 7 7.20534554
Ios.cstindar, 5.962236
Varianzs i ] 355482581
2
37

ki

4.709';(}326
24
6.96153846
5.00003827
25.0003827
2

36

3
6.22524752
399519018
15.9615446

2

24

114750208
7
7.80940594
6.13178763
37.5988195
2

32

K.A33106832
6.09177038
37.10966064

7.225R0645
5.64550885
31.8717702
2

34

39
9.3985148%
5.73934207
32.9400474

0.70831303
s
7.42326733
7.08%05095
50.2546434
2

46

6.41439206 5.68486352
4.30659466 3.61553367
18.5467575 13.0720837

0 3

6.24405941

1

076316558

1.6980198

3.94099651 3.92585071

15.5314535

15.4123038
o
67

56 5
15.9602978 7.00396278
9.64898427 4.17435759
93.1028974 20.0198758

2 2

83 36

4 4
6.3861386) 7.50792573%
4.4134248) 5.3R700249
19.4783 1806 29.0197958

2 2

25 as

1.33152509

5
6.26237624
3.72710151

[
o

6.16336634

41393883
17.1345355
2

0.82236008
5
6.9529703
6.07931579
36.9580805

7.39454094
4.97212828
24.7220597
2

30

633168713
4

1.32009926 7.33995037
1.3908972 7.38433645

13.8912857 1.93459501
o o
29 6

54.5283249
2
56

DAISEYTOS

2
6.51485149

4.4873439
20.1362553

2.871287i3
1.77472392
3.14964499
0

15

40948556
7

7.24813896
4.96635098
24.6616421

2
28

Datos de Jos valores reales y los valores dc la disitnbucion dc os valores gencrados al azar. En

sombreado, s¢ muestran los organismos que tuvicron presencia significativa de elementos REP en su

genoma.

Los resultados de estos andlisis (Tabla 1) mostraron que, efectivamente, la

presencia de elementos REP esta muy bien representada en las enterobacterias pero que,

segun parece, no son exclusivos. de ese grupo. Otros tres organismos presentaron -

valores significativos en la presencia de elementos REP en 'su genoma,- ellos son:
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Mycobacterium mberculosisj H.'?'?"R(I}"‘

vM)zcobdét‘efium lzibc'iciz[osi.s" CDCI551 y:

dlstnbucnén de Ios valor&s al azar.; r’

consnderable Las dos tuberculosns pertenecen a las actinobacterias dentro de los

) ﬁrmlcutes Mezorhi oblum Ioll es una rhizobiacae de 1a subdivision alfa perteneciente a
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a la subdivision gama. ‘Es;te arreglo de los Qrgahnsmos,con,élementos REP.en el arbol

filogenético, junto con la presencia de bacterias sin éstos en‘ramas intermedias y las

caracteristicas ql’le' guzirdan los elementos REP en sus genomas, son indicio de que el

origen de los elementos REP en organismos no entéricos se debe exclusivamente a

eventos de transferencia horizontal.

Tabla 2. Datos de Ia biasqueda de elementos REP por genoma segan el

porcentaje

de similitud con respecto a la secuencia consenso de Escherichia coli K12

Organismos J0% 83T TTT0%  13.50% 12% TUBYZa T0% % [ Total
e Oriitsobilim 1001 . : i &
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En TICRro s5¢ pPre: cnian las entcrobacierias que {avieron presencia sngruflcaﬁvu de clementos REP en su

7 P 7 Y T o z T Z
Vibrio 7 L4 o T R .‘l i »u E 2 T
STap auréiss MU 4 T 1 U T 3, TO-
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3P0 U T L] T L' U U U T
XIycoy 7 T T T T T T T T U
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genoma. En gris oscuro se presentan las bacterias no entéricas en las cuales la presencia de secuencias

REP fue significativa.

4.2 Organismos con Elementos REP

Es importante sefialar que el nimero de elementos REP no fue cbristé_me en las cinco

enterobacterias que los presentaron (Tabla 2). Hubo _un - decremento importante de

noventa elementos (19%) entre los que tuvo Eschérich}'a“ c li;KI? y los tuvo su cepa

patoégena Escherichia coli O157H7. Del mismo’

nodo hubo un decremento de ciento

catorce elementos (24.3%) entre la cepa Eschériéhia ;‘qh Ki2 y la otra cepa patdgena

Escherichia coli 7015'7H77 EDL93.V?Vy7de.¢7:'iretho sesenia Vy Seis elementos (34%) con

respecto a Salmonella typhimurium LT2. Er.itrek las dos cepas patégenas hubo una
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dlferenc:a de vemtxcu tro elememos La dll’erenc ntre Salmonella typhunurmm LT2

lus Escherlchla coIl pmégenas fue de setenta y sexs y cmcuenla y_ dos ‘elementos con

’sels y clento ocho elemenlos mxis que Escher:chia coli '01571-17 Escher:chia coIz

015 71-17 EDL933 y Salmonella typhlmurmm LT2 respecuvamente :

Con respecto al grado de conservacnén de los elemenlos se observaron
dlferencuas |mporlan1es entre estos cinco orgamsmos Aparentememe Escherlchta coIz 'i
K12 presenté tamblén el numero mz'xs elevado de elementos conservados 314. Las dos

cepas patégenas de Escherlchm coli tuvieron notonas dlmmucxones en el numero de

elementos conservados

206 y 190 (Tabla 2),

mlentras que las dos Salmonella

segunda posnbllldad seria’que_los elemenlos REP se adaptaran a las condxcnon&s que

dlctara el orgamsmo, &s de r. que estos elementos estuvxeran realmenle conservados :
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pero que su secuencia con:

de los elementos REP en las Salmonel

acumulacién de mutaciones sir

Salmon ella’ inof‘ est

"Tabla 3 se kpuedve obser?ar‘ como, si dividimos al elemento REP en dos segmentos a
partir de la regién variable (“RV”), los cambios en el primero de los segmentos no se
correlacionan con los cambios en el segundo.

Tabla 3. Secuencias REP poco conservadas de Salmonclla

ﬂll

claftd

!cgadados de Salmonclla typhimurium LT2 y la secuencia consenso. D Bases que cambian con respecto
al consenso.

Para los otros tres organismos cuyos analisis mostraron que la presencia de
elementos REP en su genoma no era debida al azar, la historia es muy distinta. En las
tres bacterias los elementos REP estan muy mal conservados, no son tan abundantes

como en las enterobacterias, cerca del 90% de ellos estan inmersos total o parcialmente
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los genomas Debldo a que el pos:ble ongen de los elemen os en las dos tuberculos:s y‘ . B

en Mesorh: obmm Ion es la transferencna honzonlal se quebranta la lmea que les dxo o

ongen deJando de lado la relevancna que pudlernn desempeﬁar en los genomas donde en i

un. inicio se seleccnona.ron y donde seguramente desempefian su papel més pnmordlal

objetlvo perseguxdo en esta investigacion. Ademds, ln mala ca.hdad que presentan es

muestra de que en estos nuevos hué:spedes no‘han ppdldo d&sempeﬁarvlasArmsmas

funciones, ya sea por que no existen los mecanismos moleculares necesarios o por que:

las bacterias no las necesitan. Por todo ello, los subsiguientes analisis se rest:ingierén al’

¥ Van 1am, S.M; van Alphen, L Mooi, F.R; van Puticn, O.M. (1994) The fibrial gene cluster o/l.-mphuu iqﬁueazue rypu I
Molecular Microbiology. 13(4): 673-684. .

Vnconsclos. AT, Mauoso.M A.Gide Almclda, D F. (2000) Sharl Inlzn-upled lind on the 1genic DNA nf" keri ';’
coli K-12, k. J: and . 16(11):968-977. -

¢4
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grupo de las emerobzicleriaé, quees en donde estos elementos REP surgieron y en

donde, dada la pulcritud de sus rasgos, realizan sus funciones mas importantes.

4.3 Caracteristicas de los Elementos REP Encontrados en las Enterobacterias

Es notoria la conservacion de los elementos REP en las tres Escherichia coli. 70% de
todos los elementos en Escherichia coli K12, el 53% en Escherichia coli O157H7 y el
58% en Escherichia coli O157H7 EDL933, se parecieron en un 90% o mzis ka la
secuencia consenso es decir, entre estos elementos la mayor divergencia posnble &s del"

20% y esto ocumrfa solameme cuando. las bases que son distintas pa.ra una secuencla,}

elementos hasta llegar a un 78% de éstos L' antenor muestr que aunque en las

52



del iamafio de esta regién (Fig, 9):

e E3chierichia coll K12
300 _

| cmtpmm Escherichin coli 015H7

L933
250 g Escherichin coli 015H7
Sul . Jum
o LT2

200 _{

—if—Salmonells typhi

Frecuencia

o s 10 15 20 25 30
Tamafio de RV

Fig. 9 El tamailo de las regiones variables ““RV™" en los elementos de las tres Escherichia coli ¥ cn las
dos Salmonella.

Como se muestra en la figura 9, es muy marcada la preferencia por cient{s
tamafios de la regidén variable en las tres Escherichia coli; 2, 4y 5 bas&s,‘édn ixh :

promedio entre las tres bacterias de 197,95y 45 elemenlos respectlvamente Aunque es

posible que existan elementos con regiones que sobrepasen las 5 bases y que pudleran

llegar a tener hasta 29 bases de largo, &stos snempre se mantlenen en’ meros reducndos

a a 5 dependlendo del genoma) Aparentemente, el tamah de esta’ regxén pareciera

“estar btgo una presion selectuva que le lmplde vanar fuera de un cxerto mterva]o
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: A dlferencm d sus par entes, ns_dos Salmanella presemaron Vcomo ya se habia :

mencmnado un decremento lmponanle en la conservacxén de sus elementos En estas !

bactenas hay una clara preferencla por' va]ores de “RV” dlSlll‘llOS a los de 'sus parientes,

elementos REP en reglones codxt' cantes en el grupo de elementos cuya snmxlltud con l
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exactamente . el mlsmo fenémeno 116 de sus 411 elementos (30%) &stuvteron enf»

regiones codlﬁcamx con una d:slnbucnén de 0 0, 0 1 7 68 34 y 8 pa.ra las ocho:

vueltas que reahzé el programa.

4.4 Caracteristicas de las Unidades REP Encontradas

Sorprendentemente, el total de unidades no conserva la misma proporcién que ocurrié

con los elementos REP, pues ahora fueron las Sa/monella las que poseyeron el mayor

numero. Salmonella typhi fue la que mayor nimero presenté con 368, seguida de

Salmonella nyphimurium LT2 quien. presenté 264. Finalmente, Escherichia coli K12 .
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esentaron esta caracteristica

n-dos o méas elementos

LT2 -~ la proporcién,

Con respecto alas umdades solnanas &s relevante sei’ia]ar‘ que la generahdad de

las umdad&s ldén cas que prescntaron las trm Es‘chenchta coIl (l 13 aprommadamente

47% del total dades que presentaron) estaban formadas por elememos solltanos

es dec1r alrededor, del ;62% de las unldades que se conservan 1otalmente estan

lememos sohtanos._ Un r&stame 38% aprommada.mente estuvo
compu&sto por las umdades que podna.n conformtu' estructuras mas vanadas de tallo y

asa, @sto gracnas a la dlsposu:ufm de sus elememos (Flg 3y Tabla 5).-
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_Las unidades con;dos y tres’ elémentos estuvieron también bien representadas.
Sin" ‘embargo, éohforﬁie[el"n;’xmé'ré' de e_lémenlos pdr».iJYnidadT'se"vvio aumentado, la

frecuenciva de éstas decay6 (Fig. 11). Fueron escasos 108 casos en donde el nimero de

elementos por unidad superé la cifra de diez (Fig. 11 y Tabla 5).

7.5% 1%

89%%

Fig. 10 Proporcion de unidades con elementos solitarios fjif o con dos o mas clementos JJ] A. Datos de
Escherichia coli K12 B. Datos dc Escherichia coli O157H{7 EDL933 C. Datos de Escherichia coli
O157H7 D. Datos de Sal, la i ium LT2. E. Datos de Salmonella typhi.

P

Las unidades REP reportadas habian sido siempre relacionadas al extremo tres- .

prima de algiin 5en Es por ello que fue na sorpresa encontrar elementos REP en

regiones cmco pnma-cmco-pnma Tres:unidades'se locahzaron en estas éreas en ]as.

. cinco - emerobactenas Las cuatro umdade

comparudas con esla caraclerislxca, Escherichia coli K1 2 y la Escherlchia call 01 5 7H7

tuvieron dos umdad&s extras’en ‘su genom Aunque son pocas las umdad&s que se



encontraron bajo esta situacién, cuatro’ de ellas se h‘allaron’ahameme conserva'das Lo

'elemenlos encontrados es que Ia maqumarla de generacién de elementos REP esté de’

algun modo reconocnendo las regiones tres prima de los genes e mserlando elementos

REP ex;lusivamente en dlchas zonas, y, que por-algin fenémeno independiente a los

elementos REP éstos apareciéron en regiones cinco-prima. Esto sucede raramente, pero

cuando ocurre, las unidades pueden ser conservadas.

En las Salmonella . hubo ;'un_i’aiufne 0 en 1 namero de unidades REP en

secciones cinco-prima de ambos génes,-SaImohélIé ryphi

resento 21 ‘de estas unidades
y Salmonella typhimurium LT2 presénté 9 Es de:ziéue_rdd con la idea de

que en estas bacterias la maquinaria:molec los elementos REP estd

modificada y no es tan efi cienie.r allos_en ‘el réconocimiento de la

regidn tres-prima de algiin gen conllevaron a la apancn de mdades en otras zonas, ya

sean estas regiones codificantes o cmco-pnma-cmco-pnm& Aunque no es descartable la *

posibilidad de que las apariciones de unidades REP en reglon&s cmco-pnma—cmco-

¥* Gitson, E; Rousset, JO; Clement, JM; Hofnung, M.(1986).1 sub of E.coli plindrom units 1pl d in transcription
termination?. Ann Inst Pasteur Microbiol. 13713(3):259-270. .
Gilson, I; Saurin, W; Perrin, 1); Bachellier, S; Hoftwung, M. (1991) The BIME famtly of b ! highly repetiti
Rescarch Microbiology. 1378 (2-3):217-222. .
12% Gilson, E; Saurin, W; Perrin, D; Bachellicr, S; Hofnung, M. (1991) The BIME family of b tal highly repe
Rescarch Microbiology. 1371 (2-3):217-222.
Newbury, §; Smith, N; Robinson, C; Hiles, I; HHiggins, C. (1987) Stabil, of lati lly active mRNA by procariotic REP
sequences. Cell. 48: 297-310.
Merino, E; Bcccml B; Valle, F; Boh\nr, F(|987) Deletion ofa r 7 palind) (REP) seq de
Sfrom the I gene of Escherichia coli g 1y affects the stability of its mRNA.Gene.58(2-3):305-309.

58




prima‘ se _deban - exclusivamente al -arreglo - del materiali genético ” al “interior- del

cromosoma.’ ’
400 _
o Factierlchlacall KIZ
350 3 Fscherichia coli O15H7
) @ Escherichia coll O1SH7 EDL933
Sat 11a typhimurium LT2
300 ™ ‘n mone yph m
m Salmonella typhl
T 250 ]
=
]
2
H
° 200
=
£
<
£ 150 ]
3
.
100
50 |
o L4 ! s . — k) e - :
Uni " C Con 3 Con 4 Con S Coné Con$ Conll Conis

Fi;.-;. 11 Las diferentes unidades cncontradas y su nimero de elementos.

La frecuencia de unidades con distintas orientaciones varia ampliamente
(Fig.12). Las Salmonella son los dos organismos con mayor numero de unidades

solitarias. Salmonella typhimurium LTZ2 esel organismo con ’\nﬁayor niimero de unidades

que tiene la forma («). Miemrasj'q'uerSalv a que_obtuvo la mayor

cantidad de unidzidesA(—))Lqu"uni'dades,sqlit'arias que ‘se . construyen de izquierda a

derecha (—) fueron mayoritarias tamblén en Efc]zeflghla éfqll K12y en Escherichia coli
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' 0157H7 EDL933 y las que se estuvieron

presemes de manera lmponante en Eschcrlclua cali 015 7H s n{ : bnénté éeﬁalm- "que

aunque uno de los e]ementos REP se enconlré en mayor abundancna, las proporclones

de ambas clases de elemenlos REP al mtenor del genoma fueron similares’ (Fxg 12)

Para las umdad&s que presenta.ron més de dos elementos la ‘orgamzacxén mz‘zs

: éstas en las lr@s l:schertchm coh dxsnunuyé (Flg 12). Solo’ las umdad&s con un numero ’

. reducndo de elementos fueron las que al ‘parecer, més se conservaron y las que mzis

fﬂcllmenle hnn aparecndo por 1od el genoma.

Se encontré que las umdades muy grandes estaban hechas por la reiteracion
continua de una unidad inicial compumta por. \uno o dos elemenlos, esto se pudo saber
por una simple comparacxén de las secuencias kde'.las_umdades. Los cotejos mostraron
que todas las secuencias de una umdad C un allo numero de elementos (5-15) fueron

practicamente idénticas (mcluso enlas secuencxas de la “RV* y de la regi6n inter-REP,

que son las que mas ,camblos sufren), esdecnr, todas se formaron a partir de un mismo

molde. Lo interesante.es que e stas unidades son muestra de la intensidad con la que la

magquinaria que proddcé_' las“duplicaciones puede actuar en sitios muy precisos dentro

del genoma.
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Nimero de unidades

| Escherichia coli O1S117 FDI1933
m FExcherichim coli 15417

D e ek

¥ Y Y
“haba= Pl d= tm—p—d

las unidades con dos o mas

« - e o amee
Ordentacion
Fig. 12 Numero de unidades y la ori ién de Jos cl Se las ibl
de las unidades con uno, dos v tres elementos.
e  Escherichia coll KiZ
30 @  Escherichin coli O15117 EDL933
- A Escherichia cali O15H7
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Fig. 13 Tamafio de las regiones inter-REP y su fr en tos di or bvi sélo

fucron
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(aproumadamente l7 000 bnses) y menor a las dlst

(23 000 bases, Tabla 6). Salmonella typhi, por el conlrano presemé un decremenlo en

todas las distancias, es decir, esta bacteria posee umdades més cercanas

Tabla 4. Distancias entre unidades

iStancia mimma [Distancia maxima |Distancia Promedio
(EScherichia colf K12 54T T75793 17

|[Escherichia coli O157R7 | 648 199271 23000
[EScherichia coli OT57H7 EDLI33] 512 199303 23000
Salmonella typhimurium LTZ 502 252279 16900
Salmonella 1yphi 218 121654 12591
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4.5 Andlisis de los Grupos de Homologia Formados Entre las Cinco

Enterobacterias

Tabla 5. Grupos formados de acuerdo a la homologia de los genes y a las unidades
REP que tienen asociadas

Tabla 5.1 Grupos formados para las Escherichia coli

Tablns 5.1.1 Genes homologos cn donde las tres presentan

REP iad J

Escherichia colt Ki2

Eschericina colt O157H7 EDL93R

Escherichia colt Q157H?

yail. -

3 e e

(180 unidades & 363 clementos) (180 & 299 el (180 unidades & 308 el
Gen | Pos |REP] Orfentacion [ Pox JREP]  Orientucion Pos | REP | Orientacion
BOGOS - : e e . ”
| _yasa s = 6 2 e 6 2z
caiA R S . 42 b o
araA 3 — e —
yabl- ) g5 2 -
abl
e 127
- et
v w2 e
gmhA 222 3 — —» 4—
yafl. 7 2 -
yaih -
e | 228 4 [P
yahG_| 321 4 [
yaho -
! -
ppE | 335 3 [P
codA -
| 37 2 [N
lacY | 345 % -
mhpE | 352 9 > - 4= —pa— o> <

vajR

-l 2 PR

ool L PR

sreC- | sy 3 e
 purK

fepA | S84 1 -

T

Sia | sem -
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pykA-

Py on | 185+ 1 -
a’_“n",{; 1859 3 >

yeo- Lisn 1 - %72 1 - 2693

cheZz | Jugl . 1 —» 2682 . 1 > 2779 . .
mc | 1923 4 — 2152 -1 — 274

b1972 : 2800 1 «

waxC_| 2046 4 > b

2060 2 2043 1 -

ek — Z3236-

yeg! 2067 2 > alA « 2999 -
alkn 2052

A~

b2097 | 2097 2 « > 29772 > 4= 3023 .
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a
ol | ) -« 3185 2 ~ -
nrdA 2234 4 —» 4= ~p «—
yfaE -
naA 236 | B8 - 3183 1 —
dedD 2314 2 -»
fabB 2323 2 — —»
b2324-
52325 277 2 <« —»
cysA | 2422 . - 3370 . 1 >
G 2453 4 > = = —
2.3731-
dapE —
2472 2 — {11 1 —
ypft! - Y i

3452 -
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3. ‘3
2055 2 > — 3932 3 > < — 3996 4 >
2959 1 - . 3936 1 > 4030 1 . -
2989 2 — - 3973 2 -—— 4061 2 - -
3003 1 — 3986 - I — - 4062 1
3019 - 3 - 4002 - 1 - 4078 1
3086 3 : 4037 3 » 0 Taxte R




4939

yyjl-aer |-307L - 2 “» an 4052 -2 - e 4129 2
yaik | 3080 6 [ 4061 8 —> b = 4142 8
ygiO  |['3084 2 > o 2065 2 ]
yaiG | 3102 .71 B 40837y B
e | a0 2 -5 4088 2 2
yrapP- N . . ] .

Yo | 310002 e e 4135 52 L2
infB | 3168 2 = 4353 2 2
yhdP | 3245 6 [ a224 1 1
e 333 - A1 i
4428 1
yhgl | 34145 1 - 4373 1 > 4363 1
asC | 3503 - 1 —» 4493 -1 - pe
yhi> 3522 2 —p - 4521 2 —— 2

e s .- sz 1 - W
yhjlt 1525 3 -— 4524 1 +— | 5
proK | 3545 .. 2 — 4547 . 2 — 2
aytA - R K
Yl 3572 1 - 4580 1 - 1
alaB | 3588 2 > — 4590 . 2. g .2
oyB | 3699 1 — 4756 1 - 1 —»
pstA 3726 1 - 4782 1 L 1 -~

3777 1 - 4838 2 - 1

3875 1 - 1 - 5010 1 -

S e 1 - 4959 1 - 5030 1 -
thaA 3904 8 I S R Sl I 4973 4 <= — > <~ 5044 2 a— - <
?;:S\. w2 - dom0 2 - sos1 2 ——
pikA | 3917 . 1 P o851 - 5056 1 -
el | 3941 1 = 5017 1 P 5085 1 —
SdA | 3946 1 — 5022 1 = s090 1. -
pD | 3952 1 ey 029 1 = 3097 1 g
Vi | 3956 . 2 e 5033 2 . s101 2 o
arcE | 3958 6 >
accA | 4016 3 g 5095 3 PupEp 5163 - 3 Py
Fcl T - S0 -3 - s168 1 P

pgi | 4026 2 P S112 2 — 5238 2. ——
yibll_ | 40301 -. 3116 1 = 262 1. >
mall | 4035 3 — 5121~ 3 pup 5247 3 e
amB | 4037 3 .
wAT senl -
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alr
acs F
gitP -
¥icO
phnD 41062 819202 . A= L 83X
s 1z T oo oe
yidF_| 122 . 1 P 5208 1 « 833370001 -
vielyicl| 2148 1 - o s;2 1t - '$356. 1. -
vacB_ [ 4130 1 —- 5267 1 ~> 5389 " 1 —
sdb- fass g - 5275711 P 5397 - i -
o6 a2z - s302 1 - ses 1 S
meA | 420 1 - 5309 1 - 54321 -
WQ | 428 2 - > 5317 2 pages sés0 . 2 PR
S R ) - 322 2 o Se45 02 P
vig\
naD | 4239 2 e 337 2 e 5450 - 2
MUA | gae3 - o533z 1 N 5454 b T oI
yigF
Q- | gges 1 e Csasy. 1 - sera 1 el
fimH - gy oy Ve s 5395 1 - Pt
uxuB 4324 -1 .«
it | 4372 2 -
VIV | 4370 8 b e or e op e
| viiW
nadRe |asei s [PERITO
Rl el L5467 2 . emen o SI910 2 e
Notas:
A®:gsp 5'— 5'b2989 1« gsp 5°——5'24343 1 -» ECs3872 5'~5'ECs3873 1 «-
B*:ivbL 5—5 ‘errD 1 — ivbL $'—S ‘emiD 1 « ECsd4613 5—5' ECadG14 1 —
C*: yqiH 5'--5'yqil 1 - yqjll —5"yqil ! « ECs3952 5'-5' ECs3953 1 —»

D*: yjiR 5'-5'yjiS 1+« yjiR 5—5"yjis 1-» ECs5302 5'~5' EC353032 « «

‘Tabla 5.1.2 Genes homélogos de las tres bacterias que pr idades REP iad
solo ¢n Eschierichia coli K12 y Escherichia coli O157H7 EDL933

Escherichia coli Ki12 Escherichia cols O157H7 EDL933 Escherichia coli O1S7H7
{6 unidades & 6 clementos) (6 unidades & 6 clementas)

] Pos TREP|  Orientacion




Tabla 5.1.3 Genes homologos de las tres bacterias que pr idades REP fad
s6lo en Escherichia coli K12 y Escherichia coli O157H7

Eacherichta coli K12 Escherichia colf O137H7 EDL933 Escherichia coli OIS7H7
(8 unidades & 12 elementas) (8 unidades & 10 elementos)
Gen | Pos |REP] Orientacion | Pos |REP] Orientacion | Pos | REP | Orientacion
spA | 27 2 . 30 ) P
| foiao | > oo 05 > -

Tabla 5.1.4 Genes homologos de las tres bacterias que presentan unidades REP asociadas
s6lo en Escherichia coli O157H7 EDL933 y Escherichia coli O157H7

Eschorichia colt K12 Eschorichia colt O157H7 EDLO33 Escherichta coli OT57H7
(16 unidades & 22 ck (16 unidades & 23 et
__Orientacion [_Pas |REP][™ orientacion | Pos | REP |  Orientacion
37 t - 37 2 -

cynX

¥3jF

lysZ

moc3

cpsB

hylB

b2332

pholJ

petS

SIpK.

yiaB

yifM
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THibl 5.1.5 Gencs homologos de [as tres bacterias que presenian unidades REFP asociadas
solo en Escherichia coli K12

Escherichia coli K12 Escheri coli UIS7R7 EDLY3T E3cherichia coli UIS7H
l7 {50 unidades & 71 clemcntos)
Gen | Pos [REP] Oricniacion [ Pos [RRP[ ~Orientacion | TPos |REP] O
TolA™= 48 1 >
apali
Thul3 = 153 2 —
N8 1 N
165 1 N
75 1 =
[ -
727 74 THES
809 1 —-»
820 1 .
859 1 o
927 1 o
1005 1 P
015 1 p
0777 =
1614 1 o«
1656 1 P
1732 2 o
2063 1 LT
2193 1 —
3278 T =
PEECI =
H2ZI330-

- X\ —
v2431 |2130 1 ‘
53533 2532 6 e e ————
yphil™ -

Toa [23%0 1 -
‘xrmb -

o [2576 1 P
asch3-

el |2716 1 -
YQEAT

[ ETTT I
F*

Pl [3123 T =
dac3-

il NPT ~
wpS (3384 1 =
YheF [3907 2 S
AT —
S EXTERN e
TWF (3453 1 =
YRRE - [34359 1 =
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T
PItAS -
yhio 3493 1 »
dppA  [3544 1 =
N EEITINE > -
miA  |3599 1 -
yibL 3602 1 «
YIER="a606 1 P
cysE
5o
bau1a |3814 2 - —
ginA [3871 1 =
metJ 3939 1 -
yjeK 4147 1 =3
treB 3241 1 «
YIED-
Phse |4256 1 «
CreA  |4398 1 =)
Notas:
E*: b0332 389 5—5 prpC 390 8 —» <~ 4= —» <= —» «— prpB 332 ¥—5 ppC 333 ppB 394 3-8 prpC
395
F*: ygiDD 4045 5--5'rpsU 40461 «—  ygiD 3064 ygiDd 4122
Tubla 5.1.6 Genes homologos dé Ias tres baclerias que presentan unidades REP asociadas
salo en Escherichia coli O157H7 EDL933

Ta coli FScherichia coli 7

TEDLY33  Eschirichiacoli OISTH7
(5 unidades & 8 clementos)

TE{CFL‘FFE

Gen Pos IREI’I ‘Oricntacion l Pox lRE.I’l Oricntacion { Pos | REP I Orientacion
BO110 103 2 e
ybbJ 555 3 a— > 4
ginX 707 1 «
mir a1a6 1 -
52031 s1027 1 =Y
abla 5.1.7 Genes homologos dc Tas i1¢s bacterias que presentan unidades asociadas
solo en Escherichia coli OIS7TH7
Exchierichio coli K12 Esche Coli OTS 7117 EDLY33 EIcherichia coli OTS7IT
(19 unidadcs & 21 clementos)
Gen Pos l REP | Oricntacion l Pos lRF.I’] Oricatacion | Pos ] REP l Ori
hsD 570 1
YObT 576 ] —
eV -
YheW 700 1 g
Int 707 1 -
yeiN 1535 T =
A 1786 T =
narG 1799 1 -
yeaF 2593 1 -
yean 3614 T P
G*
b2390 3300 2 —
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I:IZ‘:%-G 3464 1 -
yigA 3515 1 —
sufl . 4076 1 «—
agaB 4195 1 -
yhbU 4219 1 —
H*
hemX 4941 1 —>
xerC 4949 1 —
Notas:

G*: b2016 2016 2898 b201 62490 5—=5' hisl. 2491 1
H*: yhjA 3518 yhjA 4517 yhjA 4588 5'—5' treF 4589 1 —»

Tabla 5.1.8 Gen exclusivo de Escherichia coli K12y Escherichia coli 0157H7 EDL933 que

pr una unidad REP jad
Escherichia celt K12 Escherichia colt 0157117 EDL933 Escherichia colt O157H7
(1 unidad & 2 elcmentos) (3 unidad & 2 clementos)

Oricntacion Pos | REP | Orientacién

Tabla 5.1.9 Gen exclusive de Escherichia coli K12 y Escherichia coli 0157H7 que presenta
una unidad REP asociada

Escherichsa coli K12 Eschericiug colt Q15717 EDL933 Escherichta colt OIS7H7
(! unida & 2 elcmentos) (! unidad & 2 clementos) (1 unidades & 2 clemcnios)

[ Pos [REP]  Orientacion Pos | REP Orient

Tabla 5.1.10 Genes exclusivos de Escherichia coli O157H7 EDL933 y Escherichia coli
O157H 7 que s0lo en Escherichia coli OI157H7 EDL933 presentan una unidad REP asociada
Escherichia coli K12 Escherichia colt O157H7 EDL933 Escherichia colt QISTH?
(16 unidades & 18 elementos)

Gen_| Pon | REP] Orientacion [ Pos |REP] Orientacian | Pos | REP |  Orientacién
afuA 420 1 —
Z1371 1230 1 -
Z1812 1645 1 <«
Z1910 1733 1 «~—
Z1918 1740 1 —
Z1958 1779 3 <«
22135 1938 1 «—
22140 1943 1 -~
22356 2139 1 —
Z2360 2143 1 «—
Z3320 3031 1 -
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i 3688 1 -

73389 a6 2 P

LOUUZS

viaT 4585 2 A

Z3153 - 4722 1 —

75944 5320 1 =
abia 5.1, enes exclusivos de cscherichia coli . Y Escherichia coi
O157H7 que sdlo en Escherichia coli O157H7 presentan una unidad REP asociada

Escherichia colt K12 I ichia coli OT3 717 EDLYFY Lscherichia coli OTS7H
(11 unidades & 14 clementos)

Pox [REF] Oricntacion [ Fos [REF] Orientacion | Fos | REP | Oricatacion
923 1 —
559 3 Puagereras
1615 1 =y
1877 T B
2667 1 -
ECa2232 2337 1 <«
oy 3748 1 I
a5 T =3
ECs 205
ECs4270 4459 1 P
ECAITS0-
ECs4460 4650 2 -
ECa5305 3333 T =
abla 5. T.TX Genes exclusivos de Escherichia coli quc presentan una unida;
asociada
E3cherichia coli KTZ Lscherichia coli UT37H 7 EDLVIS Lscherichia coli UIS7H
(9 unidades & 13 clementos)
Gen Pos TREP | Oricntacion [ Pov |REF] Orientacion | Pox | REF | O
PR | 3os 4 > 4 o>
yhgG | 732 1 Y
THIE=
win | 77 1 <«
TobB =
br121 | 1120t «
BHI3GE | 1368 1 «
b1372 | 1372 1 =
BZIZ0=
e | 29201 -
b2973 [ 2973 2 gy
Yivg-
iR |30 1 «
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Tabla 5.1.13 Genes exclusivos de Escherichia coli O157H7 EDL933 que presentan una
unidad REP asociada

Escherichia coli K12 Escherichia coli O157H7 EDL933 Eschorichia colt O1357H?
(2 unidades & 2 clementos)

Gen | Pos [REP] Orientacién [ Pos [REP] Orientacion | Pos | REP | Orientacion
26036 | 2330 1 -
23179 | 2899 1 =

Tabla 5.1.14 Genes exclusivos de Escherichia coli 0157H7 que presentan una unidad REP

asociada
Eschertchia colt K12 Escherichia colt O15TH7? EDL933 Escherichiu coli OIS7TH7
(4 unidades & 4 clementos)
Gen | Pos [REP] Orientaciin [ Pos IREP| Orictacion | Pas | REP Orientacion
ECs1114 1152 1 -
ECs4598-
ECs4599 4794 1 -
ECs4940 3170 1 -
ECs4973 5203 1 —»

Tabla 5.1. “Gen™ es ¢l gen tres prima asociado a la unidad (véase metodologia), excepto cuando se
indica. El nombre del gen sicmpre provicne de Escherichia coli K12 cuando esta presente en cl grupo.
Cuando solo son genes de las cepas patdgenas, ¢l nombre del gen de Escherichia coli O157H7 EDL933
es el que se tomd como referencia. Soélo cuando el grupo estd formado por genes de Escherichia coli
O157H7 es que aparccen los nombres reportados en esa bacteria. “Pos™ cs el numero del gen en el
genoma del organismo. “REP” es ¢l numero de elementos REP en esa unidad. “Orientacion™ es cl
arreglo dc los elementos en la unidad. Cuando la unidad se encuentra entre dos regiones tres-prima ambos
genes se sefialan, las posiciones comresponden al primero de ellos. También se indican las unidades que se
encuentran en regiones cinco-prima-cinco-prima (notas). Los colores de las asociaciones marcan cuando
dos o muis unidades son idénticas entre los organismos y son: | muestra las unidades que comparten las
tres bacterias que mantienen numero y orientacion cor de los el 1to: muestra las unidades
que conservan numero y orienlacion solo en Escherichia coli K12 y Escherichia coli O157 H7.
muestra las que han mantenido invariable su namero y orientacién sélo en las dos bacterias patégenas.
muestra las unidades que han mantenido constante su orientacién y su mimero en Escherichia coli K12y
Escherichia coli O157 H7 EDL933. D muestra las unidades que si variaron su nimero y/o orientacion, o
que simplemente no tiencn una unidad homoéloga en algin otro organismo.
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Tabla 5.2 Grupos formados para las cinco enterobacterias

‘Tabla 5.2.1Genes homélogos en donde las cinco enterobacterias presentan unidades REP

asociadas
S.ayphi S.typhimuriuin LT2 Escherichia coli
41 uni & 56 ele) (41 uni & 49 ele)
E.coli K12 [E.coli O157117 E.coli 0187117
Gen Pos | REP| Orientacion | Gen* | Pos | REP| Orientacion | Gen** | (41 uni & 99 ({41 uni & 74 EDL933
cle) cle) (31 uni & 81 cle)
heCoyanal 4 | 1 - Z000s-4 g 1 - - BOOOS. j P e
yaaA . T i
cai A 74 1 - 113 1 e e it
araA 106 2 -> —» 155 1 —> 4
yabl-yabJ [ 109 | 1 e yabd | 160 | 1 - yabl-yabJ > <~
yacK- g -
ged<ucO | 174 1 - eed 174 771_7 . ~» god X
smhA 326 1 - 326 1 - a“——> —
yau0, -
G P a31] - 77| 1 . - -
(STY0475)
yERG
(STY3237)| 3008 1 - 1 - ——r ey
-speld o -
@1%:'422135: 390 2 < 4962 2 ~» e SIS T SECEN S
|_nagE —
s | 718 . |00 1 . _ R - e
;;‘m’(i\ 738 13 - o - « «
anhg 848 . 1335 L = -— - -~ - T S
ybhiz- - o
ybhC 1176 154 1 - -> = =>4~
|_cdd J—
dedD 2407 1 - 3445 1 o> >
e e - o i - - B
cut 2503 3571] 2
gabT  [271 00| 1 — - L e
poX 12732 RETEEE B —— — — —
ygbD
(S1Y2963)| 2754
~ hyp¥ -
exo-fi 2896
5TY3204- h
bagow | =277 N v S il - -
parC 3105 2 35031 2 — ~> o > . — 4 —p
cea-bacA [3134] 1 as46] 1 R o — - — >
-mug [ X - pob- -
poD-mug [ X181} 1 S i L > —
cco-yojl |3314[ 1 - 2304| 1 - ‘;_‘j’li [RPSpirS— - L e
yap_ t3sool 11
pkA [3551] 1
yiD 3903 1
1
(S1P$1‘?l 64507 2 - 6321 - e - T e b —p e
rai 41228 1 - $937 1 - PR I D e
malll  {4130{ 2 - - 5950| 1 «— e b
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Tabla 5.2 Grupos formados para las cinco enterobacterias

“Tabla 5.2.1Gcenes homélogos en donde las cinco enterobacterias presentan unidades REP

asociadas
S.typhi S.typhimurium LT2 Escherichia coli
41 uni & 56 cle) (41 uni & 49 ele)
E.coli K12 |E.coli O157117 | E.coli O157H7
Gen Pos | REP | Oricntacion | Gen* | Pos [ REP| Orientacion Gen** | (41 uni & 99 [(41 uni & 74 EDL933
cle) (31 uni & 81 cle)
§ L . : ZO00S- -3 | BOO0S< D :

UuCeyaaA} 4 1 - wan ]l 311 - VasA .

caiA 74 1 d 113 ] > b

araA 106 2 - —> 155 1 —» € —a—
yabl-yabl | 109 | 1§ - yabJ | 160 1 - ‘yabl-yabJ —> =

yacK- yack = Lo :

gedcucO | 174 1 « eod 174 _,‘l,. - > - ped -— -

pmhA 326 1 — 326 1 - <— —b
i

'0474)

w37 2 - 6771 1 -
(STY0475)

yisG
(8TY3237){ 3008} 1 - 4371 1 -

spefd

y 3990 2 - 4962 2 - —
718 1 - = 1100 l_, —»

RS EE « 2800 |4336] 1 - el e e L.
puC_|310s| 2 | <o T sl 2 | oo -. = T
cca-bacA 3134 1 - B FTTTI I e o e > | > e
poD-mug|3141| 1 - '{’g“r’: ass7| 1 > > —>
PO
ccomyajl [3314] 1 > 2304 1 - ;‘l;’" i —rdm > - ——
—_ —— c
vy L3so0) 1 | ssorl 1 o - - e
T ETTIN ~
wib_ [3904] 1t - souz| 1 — ] o e o2
1=
s |1507| 2 - 6321 - e T
pei |4122] 1 & 5937 1 - - T
male {4130] 2 > e sos0] 1 - T Pt
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alr e S N T 5980} i1
acs 41761 1 R 602511
ghP.yjco [ a18s| 1 P 6038 1 -
=
nndD 14481 2 - 6291f: 2 Sl
nadR- fasio). 1 5 6166| - 1 o
ViiK. ) h
tpR-yijX [4613] 1 « 6470] 3 «
Nota:
I
P - fabD
s 5.5 .
s’r!;/-zs:no 24?1 1 - sTamas| 34631 1 « - -
| 79
11°:
mreA
5.5 [4007] 2 > o
T
mIs:
cpdB .
5.5 |4aso| 2 B y‘mB' s
O cpd :
Tabla 5.2.2Genes homologos de las cinco ¢nterobacterias en donde S.yphimurium
LT2y las tres Escherichia coli presentan REP
S.typhimurium L'12 Escherichia coli
9 uni & 11 ¢le)
E.coll K12
. . - E.coli O157H7 {E.coli O157H7 EDLY33
o . -
Gen Pos |REP| Orientacion Gen* (9 u:::)z 25| Gen (O umi & 14 ¢lo) O uni & 15 cle)
yajF-araJ | 617 1 «— araJ - — —> —
B
b ] seoo 1 N Yl ol e s P
yhdP - : : - —
221\‘1; 5624 2 - - - - -
> > -
daA 5694 1 - > -
P
shele | 5775 1 > malL - e -
gldA

Tabla 5.2.3 Genes humologos de las cinco enterobacterias en donde S.phi v las

tres Escherichia coli presentan REP

SAyphi Escherichia coli
(15 uni & 23 cle)
Eedi KI2 { b )i 015717 | Ecoli 0157117 EDL933
Gen | Pos |REP| Orientacion Gen asumi &3] EONREIG, s g
Nk | 8s1) 2 T = puy
makB | 915 | 2 g P fEpes
aslB | 1685 1 _, oIB -aslA P
ndA |2320] 2 pap D 4 > 4
BarA-
yhaD
argE | 3498 2 N - :’_:"
aldi- | 3834 1 <« ald3 — — = 4t Lehiem
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STYA11
7
yibH | 4126 1 “—
aceA j4107{ 2 - —>
yjbB-
E 4111 2 - -
tamB |4132]| 2 - —
mel- ) ss) g -
|_yieA
arcC
(STY480[4495| 1 -
)
STY450
ST |4589] 1 -
cstA [4576] 2 I
Tabla 5.2.4 Genes homoélogos de las cinco enterobacterias en donde ambas
Sal. lla_ v alg de las tres Escherichia coli presentan REP
S.typhi S.typhimurium LT2 Escherichia coli
(13 uni & 13 cle) (14 uni & 21 cle)
E.colf E.coli
E.coli K12 O157H7 OIS7TH7
Gen Pos | REP | Oricnta Gen* Pos | REEP| Oricntucion | Gen** (10 uni & G uni &4 EDL933
16 cle) cle) Qui &3
cle)
1spA 49 | 1 — 74 1 — > -
fol A-
apali
PRIA
(8TY0459)
Y3y
(STY 05601
sucB | 720 1 « 1104 <« — —> — —>
dacB
(STY3479)
. STY3480
yibK-  booy R e S ERTY41
STMzE06 | T8 g e svk: 3217 1 -
uvild 3351 ] - 5560| 2 - — bIB14 R
SSRNA sugr] 1 ] e e
-yjald
13| 1 -

vaclle
phol

€131
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‘Tabla 5.2.5 Genes homdlogos de las cinco enterobacterias en donde S.2yphimurium LT2 y
alguna de las tres Escherichia coli presentan REP

S.typhimusium LT2
1 uni & 1 cle)

Escherichia coli

Gen

STM4540
-mdoB

Oricntacion Gen*

E.coli K12
(1 uni & 1! ele)

E.coli O157H7 EDL933

(1 uni & 1 ele)

‘Tabla 5.2.6 Genes homologos de las cinco enterobacterias en donde S.oyphi y alguna de las
tres Escherichia coli presentan REP

(18 i 39 cley Escherichia coli —l
Gen | Pos | REP | Orientacion Gen® (::nc:.l;': o P Qusny E“’:'Gou'n-?g'; 53}933
clo)

opB ] 369 ] 1 P

Int 658 | 1 ~ -
yleB-anB | 663 1 -

WE 7% ] w7 TehItovbiA - e
riuC-yceld
(STY1228)
cobBpowD | 1153] 1 — cobB -b1121 .

narG | 1179 P
yegll-asmA [ 2152}
(S'll,';\,:‘236133) s 02430 02431

giyA |3s08] 1 > Sphtl -gly. P

purl — |
STY3450-

mir

s

comil  |3701] 1 - b —cemll P
ST fam| — aseB- hycl .
Lax-yIR (3852 1 IV

Wk [a0s7] 2 — —,
gaT-malQ |3989] 1 = S

Tabla 5.2.7 Genes homologos de las Sallmonelas con Tabla 5.2.8 Genes homalogos de las
Escherichia coli K12 que s6lo presentan REP en S llas con Escherichia coli K12 que sélo
S.oyphimuriuml T2 presentan REP en S.yphi
(68 uni & 71 ele) (130_uni & 138 cle)

Gen Pos  REP Oricntacién Gen Pos. REP Orientacién
prpC 574 1 “ fixX 79 2 >
ispA 663 1 - murD 130 1 -~
vajG 690 1 - flsW 131 1 —
ﬁ;}\‘.” 708 1 - secA 140 1 -
hemH 756 1 - 2737 (yebK) D 167 1 -
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WA 785 1 = Al
Vel T2 1 - Rl 197 T =
TdpA 052 1 r= eri-phok 336 T =
RadA 371 = Y30 (STY0305) 374 ¥ =
TG 12331 = 3beC 396 T =
VB0 1323 1 = 50331 (ppiD) 57 T =
m:):ﬂ 1424 ! - adk 94 1 —
TolA 1933 1 = oA 312 T =
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I Tabla 52710 Gene liumologo cntre [as Salmonellas que Ticncn REP ¢n ambas

T Syphi S o phimurium LTZ
{1 uni & 1 clc) (1 uni & 1e¢le)
Gen Tos I REP I Orientacitn Pos l REP | Orientacidn
STM3930 (STY3619) 3362 1 -~ 3948 t «
Tabla 5.2.11 Genes homaologos entre las Tablas.2. CRES €XC u:o:"os € S Ophimuriam
Salmonellas que ticnen REP solo en S.yphi
(23 uni & 23 elc) REP
{9 uni & 10 clc)
Gen I Pos IRE!‘I Oricntacion Gen I Tos I REP I Oricntacion
STMO509 (STYO0556) 515 1 - XXI1+
hep (STY0933) 860 1 -» STR11049 1591 2 <« 4=
STMI1020 (STY1033) 949 1 - STM2589 3733 T =
STA0907 (STY1032) 956 1 ) STN12607 3752 1 -«
NXT1I- STM2689 3861 T =3
chiA 2066 1 ET3 STNI2751 3939 1 =
STMZTITE YT ass ) = STM3773 5322 1 P
il (ra1C) 3557 1 = STNA196 5911 1 —
STNI3261 (STY2875) 2676 1 = STM3425 6233 ] =
STNZ2788 (STY2008) 2707 1 =
invF 2816 1§ By
T

STM3IN142(STY3313) 3073
Tp1 A - STRTIUBT

Tabla 5.2.13 Genes exclusivos de S.typhi con REP

STY3390) 3532 1 ¥ (17 uni & 17 cle)
STNIAOST(STY3821) 3563 1 = Gen Pos | REP | Gricntacion
STM3791(STY390) 3722 1 ey STNA313 3166 ] =

STYATO0R -5 STY4195 3907 1 = STY0308 286 7 =
STM3S48(5TY4263) 3968 1 = sTygoss 869 1 -
STNAZ53 (STYA499) 4154 1 = $TY1006 623 7 =
ST x.nm;“gqr\’xﬂm-—jz‘g 1 - STY1295 1186 1 P
STMA33T(STYA780 4373 1 = STY2039 871 T =
ST Ivasey 20T assa 1 - STY2929 2725 1 -
S i T as1n > STY3343 3099 1 N

STY3635 3388 ] —
[ Tabla 5.2.T3 G¢énes homologos entre las
Salmonellay que ticnen REP sé6lo en XXIH~
S.typhimurivm 1L.T2
(11 uni & 11 cle)
Gen [ Pos | REP | Orientacion | STY4012 5740 ] =
STN0050 75 T = STYAs73 4265 T =
STRIDS7I-STRI0572 875 T = STY4576 4268 (] =
STM0926 1356 T - XXIVe
STNIZ720 3607 1 = hipeC T636 7 =
XXV& xscA-shdA 2555 1 —
STNIZ803 017 T e
STNI3072 3363 T -
STNI3175 3504 T -
STN3529 4985 1 -
STMA070-5TRIS071 3733 1 pe=
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B STMA4207 5922 1 -

Notas:

XXI*: STMI1012 5°-5° STM1013 1523 1
XXI1I*: STY1399) 5°-5° STY1399)1283 1
XXIHI*: STY3671 8°-5° STY3672 3414 1
XXIV*: STY48205°-5° STY4821 4511 1
XXV=: STM28035"-5° STM2803 4016 1

frivt

Tabla 5.2, “Gen” es ¢l gen tres prima asociado a la unidad (véase metodologia), excepto cuando se
indica. El nombre del gen siempre proviene de Escherichia coli K12 cuando esti presenic en el grupo.
@ marca cuando los genes de ambas Sali lla son homél pero el nombre asignado varia, en dado
caso, sc seilalan ambos. “REP™ es el numero de elementos REP en esa unidad. “Orientacién™ ¢s cl
arreglo de los elementos en la unidad. Cuando la unidad se encuentra entre dos regiones tres-prima ambos
genes se sefialan, las posiciones corresponden al primero de ellos. También se indican las unidades que se
encuentran en regiones cinco-prima—cinco-prinia (notas). Cuando aparece “Gen”” o “Gen"~ quicre
decir que los genes asociados a la unidad variaron en los distintos organismos y se sefialan los cambios
ocurridos. Los colores de las asociaciones seilnlan cuando dos o mis unidades son idénticas cntre los
organismos. Los colores de las asociaciones entre las tres Escherichia coli no varian a menos que se haya
una Salmonella involucrada, en dado caso los colores son: A las que comparten ambas Salmonella. . las
unidades que comparten las cinco bacterias que mantienen nimero y orientacion constante de los
clementos. J las que se mantienen iguales en Salmornellay Escherichia coli K12. M las que presentan
Salmonella tphimurivm LT2 y In paldgena Escherichia coli O157H7. § las que presentan Salmonella
typhi y las Eschierichia coli patogenas. A las que presentan Salmonella typhi y FEscherichiu coli K12, las
que pr Sal lla typhi ium LT2 y Escherichia coli KI2. las que presentan Salmonella
typhimurium LT2 y las Escherichia coli K12 vy OHIS7H7. . las que presentan Salmonella typhi 'y
Escherichia coli K12 y OH157 117. ® las que presentan Salmonella y las dos patdgenas. H 1as que
pr Sal, ta typh ium LT'2 y las tres Escherichia coli. §Y las que presentan Sulmonella typhi y
Escherichia coli 11157117 EDL933. las que presentan Salmonella yphi 'y Escherichia coli K12 y
O 157 H7K. i las que presentan Salmonella typhimuriv LT2 y las tres Escherichia coli. muesta las
unidades que sf variaron su nimero y/o orientacion, o que simplemente no tienen una unidad homdloga
en algiin otro organismo. Bl presenta las unidades tres-prima-tres-prima que se fraccionaron.

La Tabla 5 muestra los diferentes grupos formados después de los analisis de
homologia entre los genes (véase metodologia). Los grupos fueron formados de acuerdo
a las asociaciones entre organismos, genes y unidades. Se hicieron dos comparaciones
independientes: la primera fue exclusivamente entre genes homélogos de Escherichia .

coli y la segunda fue entre los genes homélogos de las cinco enterobacterias.

Del analisis de la Tabla 5 se desprenden aspectos irﬁponantes que pueden ayudar
en el entendimiento de los elementos REP. Lé primero éué resﬁlta es la conservacién de
las unidades a través del tiempo. Por razones de pa.rehtsco, los organismos mas
cercanos filogenéticamente presentaron mayor nmﬁero de unidades compartidas exactas

(Tabla 5 y 6), es decir, las tres Escherichia coli compartieron mis elementos entre sf
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controlada o las bactenns han &slado menos tlempo separadas.
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Tabla 6. Los diferentes grupos de bacterias formados de acuerdo a como

comparten las unidades REP

Unidades [Nam. y] Dos o | "7 Unidades Nam y Orl. Dos o mas Sal.
Asaciacion | Exclusivas | Ori.” | mas acumuladas Acumulada Acum, Acum.
CINCO a1 F3 3 £} F3 2 (100%5)

LKPQ Bl 3 1 3 50 6 (12%) 1(16.66%) 3 (83.33%)
LTPQ 2 43 2(4.65%)

LTKQ 1 a2 2(4.76%)

TKPQ 15 1 1 56 3(5.35%) 3 (100%)
LPK T T T a2 3(7.14296) 3 (100%)
LTK 9 4 a 50 6(12%) 6 (100%)
TKP 2 1 1 43 3(6.97%) 3 (100%)
TKQ 1 1 1 42 3(7.14%) 3 (100%)
PQK 139 11 42 69 180 113 (62.77%) 43 (38.05%) | 71 (62.83%)
TPQ 2 1 1 43 3(6.97%) 3 (100%)

TP F) 2 53 9(16.98%%) 12 (133.33%)
LK 1 1 1 42 23 (54.76%) 17 (73.91%)
LT 109 102 4 98 162 116 (71.60%) 4 (3.44%) 100 (86.20%)
™ 1 1 1 63 22(34.92%) 12 (54.54%)
™ 1 63 23 (36.50%)
TK 10 4 4 79 34(43.03%) 21 (61.76%)
KQ 9 26 9 17 189 139 (73.54%) 52(37.41%) | 19 (13.65%)
KP 7 11 3 8 187 124(66.31%) | 46 (37.09%) | 10 (8.06%)

. PQ 16 as 24 21 196 158 (80.61%) 67 (42.40%) 23 (14.55%)

En la tabla K es Escherichia coli K12. P es Escherichia coli O157 h7 EDI933. Q es Escherichia coli
©i57 H7. L. es Salmonella typhimurium LT2. T es Salmonella typhi. La segunda columna contiene las
unidades que son exclusivas de esa asociacion. La tercera, cuarta y quinta son las caracteristicas de
dichas unidades, es decir, cuantas conservan nimero y orientaciéon, y de éstas cuantas son solitarias y
cudntas no son. Las ultimas cuatro columnas cs ¢l mismo concepto pero para los valores acumulados de
los genomas.

Haciendo un analisis comparativo entre genomas completos (Tabla 6) se observa
que entre Salmonella y Escherichia coli, de las pocas unidades que comparten, una
minima proporc_ién' :de_éslas se c'oknserva idéntica, es decir, manteniendo el numero y la

“»importante sefialar también que las unidades
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y las 1res Escherlclua coli son parecidas, lo que SIgmf ca que las dlferencms entre ellas‘

son equxvalent&s

De las unidades que comparten las;lresq Eséhg)fiéhiav_co_ kh“ay‘ una:enorm

proporcnon en las que se conserva tanto el num

(TablaS)

En las dos Salmonellaf 'en ‘E.véhériéﬁld co]i'K]Z ha hb.bido recientes y

numerosas apancxones de elementos REP, Lo anterior es pt s:ble saberlo dada la enorme

cantidad de unidades e\cluswas que presentan..La dxferencla emre estos organismos es

que en Escherzchm coli"K12los elementos’se han mantemdo con las caracteristicas

dnslmtlvas de lo el el comrano los elementos se

encuentran os. Es por e]lo que lo ante o es un mdlcador importante de

que es en Escherl hla coll K1‘2 en -donde los eventos ue llevan a la formacién y

conse acxén de las secuencias REP estdn actua.ndo de forma mas intensa y precisa

-;'(Flg 14 15yTabla5)
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gen&s excluswo de’ estas Escherichia caIi nunca estén’e el mlsmo gen exclusivo (Fig.

‘-14 lSyTablaS)

Olro aspecto interesante es que la gran mayoria de las dlferencms entre unidades
compamdas entre las dos Salmonella e eben lain ersnén de grandes fragmentos de

DNA cromosom R ‘3 > C|6n de los elementos y por la o

posiciones relativas de los genes-unidades son muestra de la impresionante movilidad

87




de los elememos que conforman Ios genomas de las bnctenas (’I‘abla 5) Para mayoresr, o

detalles véase Koonm et al'®;

héstién. ii) La

‘2! Koonin, E; Aravind, L; Kondrashov, A (2000) The impact of comp ive ics on our unde ding of evolution. Cell.
101: 573-576.
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Fig. 14 Caracteristicas generales de los grupos de homologia formados entre las cinco bacterias. La
primera grafica muestra las comparaciones por numero de unidades. En la grafica de abajo se muestran
las comparaciones por nimero de clementos. l.os grupos formados son: CINCO, unidad o elementos
presentes en todas. LE, genes homélogos pero que sélo en la Sal, Ha typhi ium LT2y en las tres
Escherichia coli esta presente la unidad o los elementos. TE, genes homoélogos pero que sélo en la
Salmonella tvphi y en las tres Escherichia coli esta presente la unidad o los elementos. SaE, genes
homologos pero que sdlo en las Salmonella y en alguna de las tres Escherichia coli esta presente la
unidad o los clementos. LKP genes homodlogos pero que sélo en la Sals lla wphi ium LT2 y en
las Escherichia coli K12 y O157F17 EDL933 esta presente la unidad o los ¢lementos. TaE, genes
homologos pero que sdlo en la Salmonella nphi 'y en alguna de las tres Escherichia coli esta presente la
unidad o los clementos. Lh, genes homoélogos pero que solo en la Salmonella nphimurium LT2 csta
presente la unidad o los elementos. Th, genes homélogos pero que s6lo en la Salmonella nphi esta
presente la unidad o los elementos. S, genes homologos pero que s6lo en las Salmonella esta presente la
unidad o los elementos. St, penes homologos de las Salmoncella pero que sélo en la Salmonelia typhi esta
presente la unidad o los elementos. Sl, genes homoélogos de las Salmonella pero que sélo en la
Salmonella tvphimurium LT2 csta presente la unidad o los clementos. Lex, genes exclusivos de
Salmonella typhimurium LT2 con unidad o elementos. Tex, genes exclusivos de Salmonella
nophimurium LT2 con unidad o clementos.
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Un aspécio imbbﬁmle sobre Ia dinamica en erliwmovimiento de las unidades REP,

es su presencia en genes exclusivos. Estos son.muestra del reciente desplazamiento de

unidades producto de una maquinaria molecular;ain activa. La relacién entre unidades

REP y los genes exclusivos .Q la asociacién ‘ge\n-unidad“REP no.

esta relacionada con'el tipo de gen; ’pu de ellos’ prdsen;an‘ funciones, tnicas. -

Por lo general, estas . clases’ d unidades  estan ormadas “solamente ‘por elementos

solitarios (Fig. 14,15 y Tabla 5).

RL -
160 | B
3 Ul con sraia de dhs elemerion
140 |
@ Unlsoliarios
120 ]
. Unkdades totales

Fig. 15 Caracteristicas generales de los grupos de homologia formados. K: Escherichia coli K12, P:
Escherichia coli O157H7 EDL933 y Q: Escherichia coli O1571{7. Comp-3, unidad presente en las tres
Escherichia coli. Comp-KP, genes homologos pero que solo en K y P esta presente la unidad.
Comp-KQ, genes homologos pero que sélo en K y Q esta presente la unidad. Comp-PQ, genes
homsélogos pero que solo en P y Q esta presente la unidad. Comp-K, genes homélogos pero que sélo en
K. Comp-P, genes homologos pero que solo en P esta presente. Comp-Q, genes homoélogos pero que
solo en Q esta presente. Excl-K, genes exclusivos de K con unidad asociada. Exci-P, genes exclusivos de
P con unidad asociada. Excl-Q, genes exclusivos de Q con unidad asociada. Excl-KP, genes exclusivos
de K y P con unidad asociada. Excl-KQ, genes exclusivos de K y Q con unidad asociada.
Excl-PQ-P, genes exclusivos de P y Q con unidad asociada sélo en P. Excl-PQ-Q, gences exclusivos de P
y Q con unidad asociada sdlo en Q.
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Sm embargo, pme a la aparente movxlldad de algunos elememos REP “dentro de

los genomas, las prop edad&s de éstos no se han visto alteradas de forma consnderable

en Es'cherichla coli su presencna se mantuvo preferememente vmculada ala reglén tres
prima de algun gen, los elementos se mantuvieron casi excluswa.mente en regiones
extragénicas y las secuencias se mantuvieron bastante bien conservadas, En Salmonella

estas reglas se han visto modificadas considerablemente.

4.6 Conservacién de los Palindromos en las Unidades

La conservacién de la forma palindromica en los elementos solitarios es basizinie

constante para las tres Escherichia coli. Por lo general, sin 1mportar su cercanfa con la

secuencm consenso, el camblo en una de las partes del palindromo lleva al camblo en la

base correspondleme de la- segunda pane. Hay dos excepcnones mportantes_ que se

ba, 1mposxb|l|tando el mantemmlento del palindromo, .

la reglén vannble tenia un‘tamaﬁo lgual ° supenor a cualro bases. Cabe seiialar que no_
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todos los elementos que posefan una regién variable de cuatro o mas bases de largo
presentaban un-aumento en la variacién de las mismas. Esta variacién asociada a “RV”

grandes se vio més frecuentemente en las cepas patogenas.

Para Ias unidades compuestas por dos o més ‘elementos, las reglas del

palfndromo son dlstmtas ya que &stos arreglos son doblemenle palindrémicos (Fig. 2).

eces laA alteracion en las

bases del palindromo formado entre los dos ele_ 1tos REP se debia a una correccion

en las bases del palmdromo interno (Fig. 16B) .Estas caraclerlsucas muestran que
mdudablemenle las presiones de seleccién actiian sobre los elementos y la conservacién

del arreglo palindrémico intemno.

Otro dato que llama la atencidn, es que en la mayoria de las unidades con dos
elementos REP presentes en las tres [scherichia coli, siempre hubo un elemento con
una region variable de cuatro o cinco bases, mientras que el otro siempre presenté una
regién variable de dos bases de largo (Fig. 16B). Por lo general el elemento REP que va
en el sentido “—»”" es el que presentd la regién variable mas grande, sin importar el

arreglo de los elementos en la unidad.

A. Dos unidades con elementos solitarios en Escherichia coli

{

T

Regiones del elemento que no estan involucradas en el puhndmmo
g Regiones del elemento que son palindromicas.

i Regiones del elemento en donde ¢l palindromo no coincide.
Region variable.




B. Dos unidades con dos elementos REP Escherichia coli

[ FEIG FUEY TRRFL)

Regiones del elemento que no estin involucradas en el palindromo.
% Regiones del elemento que son palindromicas.

Regiones del elemento en donde el palindromo no coincide.
Region variable de mayor tamafio usociada al clemento —.

E Region variable de menor tamaiio asociada al elemento «—.

B Regiones de los clementos involucradus en el palindromo.
Regiones de los elementos en donde el palindromo no coincide.

C. Tres clementos REP «— de¢ Salmonctla typhymurium L.T2

BXiy RO 8 41 €% &3
RIIRRLINERARE 5 4] 3
Regiones efemenio que no evtan nvolucradas en e

consenvadas. # Zonas conservadas del palindromo. B “RV™.

Fig. T6 A7 "Unidades compuesias por clemenios solitarios, s¢ mucstran fas dos posibilidades  de
clementos REP. Notese que ademas de la region variable hay dos bases que no coinciden en el
palindromo. B. Unidades compuestas por dos clementos; se muestran repetidos dos de los arreglos que
pueden tener. Noétese las diferencias que hay entre las bases que componen los posibles palindromos, las
bases que no coinciden en una de las posibilidades se deben a cambios en el otro palindromo posible.
C. Se muestran tres unidades solitarias de Salmonella typhimurium LT2 pertenccientes al rango de
74.5-72%, que cs donde los elementos REP son mias numerosos (Tabla 2). Nétese el grado de deterioro de
los elementos del palindromo, por lo general el deterioto se da en las zonas cercanas a “RV™.

Para las Salmonella las cosas son aparentemente distintas. La mala conservacién
de muchos de sus elementos (Tabla 3) y la baja frecuencia de unidades con dos o mas
elementos (Fig. 10 y 11) podrian ser evidencia de la falta de importancia por el
mantenimiento de cualquiera de los arreglos palindrémicos caracteristicos de una
secuen@:ia REP. Como es apreciable en laFig.16C; a diferehcia de ;ﬁuchbs elementos de
las tr&s Es?herichia coli, las acumulaciones de mutaciones en los elementos no son

contrarrestadas con el fin de mantener el arreglo palindrémico, por el contrario, éstas
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son acumuladas sin sentido, produciendo el deterioro notorio del arreglo de las bases en
los elementos. Esta acumulacién se da de manera mas intensa en la periferia de la regién

variable “RV™>,

4.7 Funci delos G Asociados a Unidades REP

A continuacidén se enlistan las funciones de los genes de las Escherichia coli que
presentiaron una unidad REP asociada. Se incluyen dos tablas, una organizada con base
en los organismos por separado (Tabla 7) y la otra con base en los grupos formados por

la homologia de los genes (Tabla 8).

Tabla 7. Organizacién de las funciones de los genes, que presentan una unidad
REP en su regién tres prima, por erganismo

[~ Funcioncs cn Escherichiacoli | Funciones cn Funcioncs cn
Kiz2 Escherichia coli O0157H7| Escherichia coli O15H7
EDL933
[ prolcina hipoiclica — 17 T Tpolctica =) [; G7
rasporiadors 22 T 20 trasporiadora 20
— 16 15 sinlel 17
16 | 7 Taintelass 13 oxidoreduciasa 15
13 T profago 13
12 T isornerasa 10 1)
T 10 1T
10 LY 10
putativa 9 pulativa 7 putativa 1
Tiniasd - G Sinasa B g
(3 profaga s Tinasa 7
peplidasa 3 delgicti 5 protéimny del €iclo [
celular celular
3 deTTiclacelnlar STTT|T T chaperona 47T Tio definida 3
profago 3 lipoprotaina 3 peptidasa 4
plicosilasa’ 3 pephidasy EJ ipoproteina 3
hcTicasa 3 penmeasa 3 péinicasa 3
T lipoproleing T 3 feapucsta al eslrés F Fespucsia al Tslies 3
permeass 3 IRNA 3 2
respucsta al estrés 3 aldolasa 2 aldolasa 2
acclifasa 7 Z Eaniinasa 2 rs
a T 2 estiuctural Z
2 2 glicosilasa A
Tigasa Z Tigasa 2 Ticlizasa Z
P alfa tielice -2 6o 2 Tigasa 3
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misfEma PTS 2 acetilasa T TRNX r4

transcripeional 1 T actividor T
transcripeional transcripcional
ear 1 &3t 1 cat T
T -1 cofadtor dc T
sintesis
exonucleasa 1 Faefor déiniciacion T Tolagenasa T
de cadena proteica
Tactor d& deéeadena 1 T EsTerisg T
proteica
Tactor d P 1 glicosila: 1 eXonutlcas: T
proteina 1 T 1 faetor de T

iniciacion dc
cadcna protecica

fosfatasa T peptida Tider 1 Taclor de 1
liberacion de
péplido
T T i) faclor d& T
tranacripeion
hidrolasa 1 sulfatasa 1 Navoproteina 1
A& f5etor de 1 osfogliicomi T
1 e T
feptids Tider T peptidoTider 1
f 1 7 T
T J0Sdel 1 7 T
ribosoma
protefia de memebranad L profcina de 1
memebrana
veEEpIoT 1 profeina dask 1
RNASY I T T T protéina theD T T
{RNA T T SENSGTA 1
receplor 1
YT T sisiema TS T
T
T

Tabla 8. Organizacién de las funciones de los genes por grupos de homologia

L Genes exclusivos de Ty P que sélo p °on QU RETS
dC PIOTAED

no definida
proteina hipotética
cinasa
proteinas de transportc
proteinas reguladoras

- - - g

I_ Génes

7o deTmida z
proteina dec profago 1
proteina hipotética 1

Tencs que icoen Tas res y presenian REPS €n [as (Fes

T T R LA B o g
oxidoreductass 13 . .
trasportadora 12

sintetasa NI E
deshidrogenasa . 10
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-
=3

isomerasa
putativa
transferasa
cinasa
proteina del ciclo celular
reguladora
piofago
lipoproteina
peptidasa
permeasa
respucsia al cstrés
aldolasa
deaminasa
estructural
hclicasa
ligasa
acctilasa
activador transcripcional
carboxilasa
exonucleasa
factor de iniciacién de cadena protcica
glicosilasa
peptido lider
receptor
tRNA

-t e e NNNNNWWWWALWL RSN

chies comperlidos on donde solo K y I presentan

deshidrogenasa
oxidorcductasa
proteina hipotética
rcguladora
transportadora

- = =

Genes comparidos en donde solo Ky G pr REP

csterasa
factor de transcripcidn
flavoproteina
oxidorcductasa
poptidasa
reguladora
sintctasa

- e = 4

Tenes compa

o% en donde solo Py J presentan

proteina hipotética
sintctasa
rcguladora
cinasa
deshidrogenasa
fosfog'ucomutasa
sulfatass
transferasa
IRNA

- e N W WY
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Genies comparlidos en donde 5616 K 7 REP

E

Tupoletica
transportadora
reguladora
cstructural
sintctasa
deshidrogenasa
glicosolasa
peplidasa
putativa
sistema PTS
transfcrasa
cinasa
fosfatasa
fosfoglucomutasa
helicasa
metilasa
oxidoreductasa
Peroxidasa
protcina alfa hélice

{na de la subunidad 30S del rib 1

- = o= NNNNNNSLGWGY

RNAsa 1

Ches COMPArdos ¢n donde solo P’ prosenta

profcina
nuclcoproteina
oxidoreductasa
reguladora
transportadora
tRNA

- - N

Genies compartidas en donde solo J presenta REP

sinictasa
transportadora
cofactor de sintesis
colagenasa
factor de liberacidn de péptido
glicosilasa
metilasa
oxidoreductasa
proteina de memcbrana
proteina del ciclo celular
proteina dnak
proteina thsD
proteind scnsora
proxidasa
putativa
reguladora
sistema PTS
trancetolasa

- . e e e e e e e e e = NN U

transfcrasa
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I— GEmnies exclusivos de Ky P presentan RET

Prolcina T

r-———Gﬁl'éi?iélme_p'ﬁiEﬁ an REF

acclilasa T

[ Genes excl de K quc pr RET

hidrolasa
homélogo de facter de virulencia
protcina alfa hélice
protcina de memebrana

—- e Y

Fenes exclusives de Py U en donde solo I presenta

K

chaperona
reguladora
transportadora

- -y

— Genes oxclusivos d¢ J_presentan REP

protcina hipotética
putativa
reguladora

—-

Notas:
1) Ladi i enlrc. i ina hipotéticas y putati es que las
un gen homal con funcion id
2) En la ngrup:cmn de prol:m.u por funcién no sc hizo ninguna distincién entre las
ynop
Las Gnicas cxcu:pcwncs sc hicicron en aqucllos casos donde las anotaciones no contenfan
una funcién asociada
3) El grupo de lnnsporudurn agrupa, ademds de las proteinas transportadoras, a fas

de union a y las
4) El grupo de reguladoras agrupa a las i lad las d 1as rep
y las de unién a DNA
S) El grupo de oxidorcductasas agrupa a las oxid 1as red: y las oxid;
6) El grupo dc si agrupa bién 2 las inas de biosi

K: Escherichia coli K12, P: Escherichia coli O157H7 EDL933 y Q: Escherichia coli O157H7.




méS‘uhidadeéf presente el grupo, méas v

nuevamente enfatiza la carencia d

Para las Salmonella son nplxcabl&s las ‘mismas generahdndes ames menc:onadzs,
debldo a la poca mformacnén brindada por este anﬁhsls las tablas de datos no se

incluyeron.

4.8 Asociacién con las Secuencias IHF

En el estudio de las secuencias de reconocimiento de la proteinn IHF (lnlegrauon Host‘ .

Factor) se decidi6 examinar la periferia de las umdad&s REP para encontrar de ser

posible, este upo de secuencias, tal y como habia.n sndo reponndas

coli.:En’total-se

tabla 9 resume los resultndos encontrados par las'tres Escherichia’

encontraron ) devestas ecuencias; en la’cercania de:las: unidades. REP a-inmensa~

1mponar Ia onektac n:de decnr cuando el elemento REP presemaba una

direccién -—>, la secuenc:a IHF e commuaba - —> i [E; con el otro

elemento REP sucedié lo mismo: gnicia THE < JJjj (Tabla 9). En los casos donde

estas secuencias IHF fueron halladas entre dos elementos REP, siempre fue posible

asociarlas al final de uno de ellos.

' Boccard, F; Prentki, P. (1993) Specific interaction of T11F with RIBs, a class of bacterial repetitive DNA elements located at the
3'end ol'lumcnplmn units. EAfBO Journal. 12(13):5019-5027,

Clarkson, S; Bates, AD.(1996).Action of DNA gyrase at RIP elements in E.coli.Biochem Soc Trans. 24(3):420.

Oppcnhclm, AI) Rudd, KE; Mmdclson, L Teff, D, (1993) Inlcgrauan hast factor binds to a unique class of complex rzpcmtva
in Esch coli. N gy. 10(1):113-122,
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Tabla 9. Genes cuyas unidades presentaron cercaniz con una secuencia THF

exitosa
Compartidos por las tres
Gen Ubicacién Exclusivas  de K12
yaaA Gen Ubicacion Exclusivos o1s11?
ged paml HF « Gen E B
yacF yhils i b2016 Gen Ublcacion
1% yedG Ecs4270 anC
fepA il yibB
gins bl121 Exciusivos  O16H7-EDL933 yhiR(yjiR)
ybhK uidC Gen Ublcacion
ybia comH Z3179 HF
mdolkl b2431 Z4787 HF <«
flicC glyA "
pepB iR Exclusivos K 12-015117
mitA mpB Gen Ubicacién
yhiG dacB bl436
yial yzgl
yiiF miA
plkA ¥iQ
metl.
plsB
msrA
yigR
¥ijK

Para los tres organismos la disposicion mas frecuente fue [HE, < (35). Es notorio que

es Escherichia coli K12 la que mayor nimero de relaciones presenta con 38, de las

’
cuales 16 son tnicas de elia,

Las Salmonella . presentaron poca relacion entre REP e IHF. Salmonella.”

ophimurium LT2 tuvo una sola coincidencia. La otra bacteria present6 sélo dos de estas -

concordancias.’

tAl mxsmo uempo se llevd a cabo una busqueda de todas las secuencxas IHF de los o :

Se ‘buscaron todas las secuencms IHF que tuvneran N

genomas de las tres Escherichia (,‘oll

mmlmo un 80% de pa.remdob con-la’ ecuen ia ¢ nsensok (véase metodologia)

L‘schenchm coIi K12 presenté 35;secuencias, de las cua.la G8: astaban en seccnon&s, E

codlﬁcantes. Escherzchla COII 0157H7 obluvo 154, con 87 en regxones codl(' cames _'




Fmalmenle Eschenchm CO[I 015 7H 7 EDL933 present6:159, con 90 de ellas contemdas P

en reglones codlﬁcames

las Fscherichia coli.

Los resuitados’ sugiere

indistinguibles de los obtenidos por cuesuones de azar, es po ello que se puede concluir

que en este tipo de bacterias no exlste la relacxén entre ambas secuencias.

Las asocaciones entre secuencias REP y secpenbias (I‘HF han sido denomiadas RIP
por Repetitive IHF-binding Palindromic elements'®. Hasta ‘este trabajo habian sido

24

identificadas veintidés de estas relaciones’ sc')lamenteAen‘jEscherichla coli Ki12. El

arreglo de las secuencias coresponde a la disposicién encontrada, es decir, final del

elemento REP-secuencia IHF.

'"Oppcnhmm. AB; Rudd, KE; Mcndclnm\. l Teﬂ‘ D. (199\) Integration hast Jactor binds to a unique class of ‘complex rcpemive
DNA n Es 10(1):113-122.

'3 Oppenheim, AB; Rudd, KE; Mendelson, I; Teff, D. (1993) Inlegranun host factor binds 1o a unique class of complex repetitive
genic DNA seq in Escherichia coli. Mol logy. 10(1):113-122.

101



4.9 Secuencias tipo-REP en Otros Organismos

Finalmente, para completar el andlisis de los elementos REP como . secuencnas de'

La figura 17 y la’ tabla 10 resumen Ios r

organismos. En total se contemplaron trece carac un elemento

REP. Los organismos se,agruparonA de,acuer‘dov a la-cantidad "de_caraz‘:térisiiqas"que

presentaron.

12 hailey, L T; Gribskov, M. (1998), C; dence using p-values: appl o ; search
Bicinformatics. 14: 48-54,
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Buchnera sp. Al'S

Mycobacterium
tuberculosis
TB37RY
Mesorhizobium
loti

Nelsseria
meningitidia
72491 (scrogroup

A)

Neisserin
meningitidis
AMCSS { sevogroup
B

Thermoplasma
acidophilum
Thermoplasma
volcanium
Baciilus aubtilis
Borrelin
burgdosferi
'Vibrio cholerac 2

x

X ¥ o x

®

x®

P
drom Extrage | Abunda|Conserv] Extruge | Abunda|Conserv| crec. | Cree.
roTaL|pin| 7o [Untdadel nicidna | neln | ncién [nicidad | ncia | acién |Dispara|Dlpars| %Ge |
fdro rde | 'nor | nor | Nor PAL | PAL | do do | +S0% " de
Inter +50% | +50 | +50% | +s0% | +s0 | +s0% | NOR | AL Lo
no
{Escherichia col 3 XX X X E3 3 X 3 E3 X
Escherichia coll ) o
o157:117 13 x X X x x x x x
Escherichia coli <
o157:117 EDLOY 13 X x x x x x x x x x x
pneumonine 12 x x x x x x x x x x x
TIGRS S
{suifatobus ” : A
solfataricus 12 x x x X x x x X, X X
ARy T x X E T X R S ¥ =
Staphylococcus : R . R ; -
aurcus N315 " x o x x x * X X x X
i ) x X 3 X X - x X X Tx-
rudiodurans 1 o x x x S T X, x X x. X X5
Vibrio cholerae 1 10 x - x x x . . x x X X x’
T ) x - - X B x X p E3 x X
lepeac
Arnn'ylxyﬂlm ° x x . x . x x . x x - x
Agrobacterium ! i . . .
tumetaciens 1 ° x x x x x x x x x
Sinorhizablum . g . :
I 9 X x x x x x © xieo - x . x x
Deinococcus . . . . . .
radiodurans 2 k4 x - x x - x x - X x x - x
fulgldus ] X X x . - s X B N x X x x
Agrobacterium : ! i ! 5 3 N
tumefuciens 2 B * x x x - x x x *
AMethanococcus - - - - - -
jannaschii 8 X . x . . - X . x x x x x
Pyrococcus abyssl ¥ x . x x . x . - - x x x x

%

Aquilex acollcus
Mycoplasma
preumoniue
Mycobacterium
tuberculosis
CDC1SS
Rickettain
prowazekdl
Madrid E

Ureaplasma
urealyticum
Treponema
pallidum subsp.

o o 9 9 ow o

X% % %

¥ % #
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|patlidum
Chlamydophila

6 . - - x - X - - - X X x X
ARID
Mycoplaama 6 . N : x A % . R K % x %
renleatium

T - - - — - - -

sp. NRC-1 s x x x T X.41000 : X.+1000 ; :
{ticticobacter -
oytort 499 s X - x x - x x
Chiamydophila - ) B
pneunionine B - - . x B . . e % x x X
cwLo29 : ORI ) ;
Chiamydophlla . N B ’ R N . : g
pneumontae J13%  ° x x x x X
Nylella fustidioss S - - - - x - . . . x x x X
Tactococcus lactla 4 X X X T koo - T xamn - SN X
Pyrococcus . . R N } A ‘ s A -
horikoshil 4 X x 2 x
muridarum 3 x ox - © X0 c xaw00 : - : %
Itscmophitus N R N K i B e
[InNuenzae R 3 x X - T X.+1000 X..+1000 x
Pasteurella 3 x  x . . A N R ) A . ;
jmultocida X..+1000 X..+1000
Methanothermob
ucter R R R . . . : R . R
thermautotrophic x x x
us
pytor) 26695 2 * - - T X.twoo T T x.s1000 - - - x
Clostridium x R A B . A R . A % N
acetobutylicum X..+1000 X..+1000
Thermotogs 2 x . . . B . R R N x .
|maritima X. +1000 X.o+1000
[Synechocyatis B B N B ;
rccesns 2 x - © x.+tooo x.+1000 - x
CATEYTObRETer T % - - - - - - - - -
ljejunt - X..*+1000 X..+1000

Tabla 10. Resultados de las secuencias extrugénicas de cada uno de los organismos totalmente
sccuenciados. Se muestrun en orden descendente de acuerdo a la cantidad de caracteristicas que
comparten con las secuencias REP. TOTAL, s¢ refiere a la cantidad de caracteristicas que comparte.
Palindromo, sc reficre a si la sccuencia buscada tiene un palindromo de ella. Palindromo interno, hace
referencia a si la sccuencia buscada poseia un palindromo en su interior. Unidades + de uno, se reficre a
si los clementos encontrados se agrupaban en unidades mayores a uno. Extragenicidad NOR +50%,
Abundancia NOR +50 y Conservacion NOR +50%, se reficren a sf los elementos encontrados son mas
del 50% extragénicos y conservados, ademas de tener un namero superior a 50. Extragenicidad PAL
+50%, Abundancia PAL +50 y Conservacion PAL +50%, es lo misino que el anterior pero para cl
palindromo de la secuencia buscada. Crec. Disparado, para ambas secuencia se refiere a si conforme se
reducen los pardametros de semejanza con la secuencia de inicio, el namero de elementos encontrados se
incrementa exponencialmente. % GC +50%, s¢ reficre a si la secuencia posee un 50% o maés de
contenido de GC. Secuencia grande, si la sccuencia es mayor a las 10 bases. La franja que divide la
tabla sepura los organisinos que pudierun tener secuencias tipo-REP en su genoma de los que es
improbable que las poscan. El simbolo X...+1000, quiere decir que el nimero de elementos encontrados
supero los 1000.

Es importante seiialar que en las enterobacterias se encontré6 que la secuencia
REP era la firma mds abundante y significativa de las regiones extragénicas. Lo anterior
prueba que el método uulxzado para detectar secuencm upo-REP era el adecuado. Los

resultados obtenidos en el esludlo de lns secuencnas mas represemauvas de las regiones

extragénicas de cada uno de los genomus clarameme muestran que es posible encontrar

floézy



ia REP Es mads, la gran mayoria de ellos

‘ presentaron menos e la mi S El anahsxs de los resultados permmé decndxr

que a pa.rtlr de Ias ocho carac ris as de semejnnzn, era presumible decir que las

secuencias encontradns fueran en efecto secuencms tipo-REP,

En el grupo de orga.msmos con posnbles secuenclas tipo-REP en sus genomas es

notorio cémo las ca.rncleristlcas que més fallnn son la conservacién de los elementos su

abundancna y la presencm de] pu.lindromo intermo. En la muyorla de ellos

nparentemente la presnbn de seleccxén no es la suﬁcxeme como para contener ln

variacién.

Se lograron detectar dos generalidades que comparten las secuenclas tlpo-REP

1) Cuando se presenta una ausencia en el palindromo interno lnvanablemente los
elementos se agrupan en unidades mayores a uno. Dicho’de otra forma, la 1mposnblhdad

de generar una estructura con una sola secuencia‘se contrarresta juntando dos o mas

elementos por unidad. 2) Al contrario, cuando se presenlu el pa!indromo interno pero
hay ausencia de unidades mayores a_ un elemenlo existe una correlacién en la

abundancia, la conservacién y la extragenicidad de ambos tipos de secuencias.

Archaca T B I TOTAL Secuencia buscada l

Crenarchacota
Desulfurococeales Nu bers tare g1 w
ceaatr
Sulfolobales - STLL PR IR PR T TR TR [IETUTIT S B FEP NN
. TGO GAR

Euryarchacota
Archacoglobales
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Halobacterialcs
Mcthanobacteriales -
Mecthanococcales

Thermococeales

Thermoplasmales

Halobacterium sp. NRC-
1

Methanothermohacter
thermautotrophicus

‘Thermoplasma
volcanium

Aquificales . Aquifex acolicus
Firmicutes
Bacillus/Clostridium group
Bacillaceae Bacillus subtilis
Clostridisceae Clostridium
acctobutylicum
Mycoplasmataceae
A A
Mycoplasma
pncumoniac
Aycoplasma pulmonis
1 1 yti
Staphylococcaceae
e L
Streptococcaccac s e
ISR
Actinobacteria Nycobacterium
tuberculasis [I37Rv
Mycobacterium
tuberculosis CDC1551
NRCIENMITTTS AT
Spirochactales
Spisochactaceae
Borrelia Borrelia burgdorfeni
Treponema Treponema pallidum
. subsp. pallidum
Thermotogales Thermotoga maritima
Thermus/Deinococcus group
F ydiasV icrobium group ©lamydia muridarum
Chlamydophila
pncumoniac CWLO29
Chlamydophita
pocumoniac AR39
Chiamydophila
pncumoniac J138
Proteobacteria
alpha subdivision
Caulobacter group

Rhizobiaceac group

S U

e

AL
TAC. AR
CEAATG U T T T T,

GO

CCTUCARAACALTLTTTIGA
GO T o

TCaainat T Ty

Caat AT
arc
RNy S XIPY-

s 2ACAAGL (AR




Mesorhizobium loti

Ricketisiales Rickettsia prowazekn

. Madrid
beta subdivision
Neisseri s sascri aitidi —
22491 (scrogroup A)
Neisscria meningitidia T

MCS8 ( serogroup 13)

gamma subdivision
Enterobacteriaccac group

cra uchincra ap.
F " I ilus infl =
Rd
Pasteurclla multocida S
Xanthomonas group Xylella fastidiosa b

Vibrionaceac

ibrio cholcrac

delta/cpsilon subdivisions Campylobacter jejuni T
Helicobacter pylori P
26695
Helicobacter pylori 499 3
Cyanobacteria
Synechocystis PCC6803 I—— P4 ]7 J
Fig. 17 Arbol fil ftico de los or i procariontes ¢n donde se representan los organismos de

acuerdo a los resultados obtenidos en 1a busqueda de secuencias tipo-REP en sus genomas. En sobreado
negro se mucstran los organismos con posibles secuencias tipo-REP en sus genomas. En blanco las que
no las presentan.

A partir de la Fig. 17 es posible distinguir ciertos grupos compactos en donde es
clara la presencia o ausencia de secuencias tipo-REP, por ejemplo en las crenarchaeota,

las archeoglobales, las methanococcales, las thermop]nsmales, las staphylocoécabeéej

las thermus/deinococcus y la subdivisién beta de las proteobactenas pr&sentan, en cada '

uno de sus miembros, las caracteristicas suﬁc:emes para consxderar ‘que uenen’f

secuencias  lipo-REP. - Del mismo modo en_‘

methanobacteriales, ) R clostndlaceae
planclomyces/chlamydi’a/verru‘comi"c‘;obilum, ) del(a/epsﬂon "7 subdivisiones I y

cyanobacteria, t:lzifamente nc} hay secuencias tipo-REP.

De 4ciihli1‘i1i'er: fon"nh, “el 'rrepé.no general de estas .secuenCihs"en el - arbol

filogenético esta disperso. Hay tanto en el dominio arquea como en el dominio bacteria.
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Hay varios: grupos donde ulgunos de sus mnembros preseman Ias caracterisucas'

necesarias, mlenlms OU‘DS I10' las e

hlben; “éstos "sol lhermococca.l&s baclllus,

acunobaclenas y las pertenementes ‘a’ las, subdii'isi es ;alfa y‘ gamma ‘de. las

proleobuclenas

Un ultimo andlisis que se realiz6 fue averiguar si los genes asociados a cada una
de las secuencias tipo-REP, de aquellos organismos que tuvieron &8 o mas
caracteristicas, eran homodlogos en todas ellos. La Tabla 11 contiene los resultados

correspondientes (véase metodologia).

Tabla 11. Comparacion de homologia entre los genes  que ticnen asociada una secuencia tipo-REP. La
diagonal interna de color amarillo sefiala el nimero de genes totales ¥y el niumero de unidades totales para

cada organismo, En

;i se muestran las proteobacterias. En

se muestran las firmicutes. En D las
deinococcales, En [l s¢ muestran las archeas.

Es apreciable de la Tabla 11, que el namero de genes homélogos que comparten
los organismos analizados es muy reducido. Esto quiere decir que no hay una relacién

entre los genes que presentan una secuencia tipo-REP asociada. Al estudiar a los
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orgumsmos por separado, - se encomré que lampoco e\ustia una- re]acnén entre los genes
que llenen asocxada una secuencia upo REP &s dec1r los gen&s pr&senta.ron funcwnes

muy dxversas y baja homologia,
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S. CONCLUSIONES -

Los melodos blomformauaos uuhzados en este trabajo han permitido complememar la

informacién’ oblemda por las técmcas expenmenta]es comunes. Es apreciable de la

mvesugaclén realxzada, como ha:Sldo posnble lu deleccnén exacta de los elementos REP,

asf como -su ‘locahzucxé
caracteristicas,

anterioridad

i6 obiener datos sélidos

y blen respaldados con . la . nformamén conlemda e enoma de los distintos

orgamsmos procanontes Fue precnsamenle el buen desempefio de los programas, lo que

dejé ver una sene dei mcongruencms ¢on la base de datos de secuencias REP reportadas
- en el genoma dekEscherichia coli K1 2, en lo que a elerpento; REP poco conservados se
refiere. Lo anterior fue el factor primbrdial 'para que eﬁ esta investigacién se generaran
completamente las bases de datos de elementos REP pa.ra todos los organismos, .
partiendo solamente de la secuencia consenso de los elementos REP de Escherichia coli

K122,

'“Mcnno. E: Bolivar, F. (1989) The ri Icoside diphosph d < gene (nrdA) of Escherichia colt carrics a repetitive
¥ ic (REP) in its 3 structural i A 3(6): 839-841.
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Las caracleristicas tan particulares que p' sentan los e
de Escherichia coli Ki2 (e\tragemcxdad asocnacnén a algun gene res-pnma cercano,

abundancia, formacién de unidades y su caricter de doble palindromo) han s:do malenaf

de multiples especulaciones. Fue tarea de este irabajo el apro.\'lmarse al problema desdej

un punto de vista novedoso pzu'a intentar dilucidar, hasta‘lo posnble la dmarmca de Ios"

elementos REP en los genomas Paraello, se realizé una- busqueda precisa de lodos los

uenciados de procariontes.

elementos REP en los genomas totalmenl se

hon7omal de genes con unldades REP”" sé pue e especular que en estas tres bactenaS'

no entéricas, posiblemente se presentzu‘on Ios mecamsmos moleculares aunque &stos no‘

7 Van Ham, S.M; van Alphen, L: Mooi, F.R; van Putten, O.M. (1994) The fibrial gene cluster of Haemophilus lnﬂuzn.ae !)'pc b.
Molecular Microbiology. 13(4): 673-684.

Vi A.T; M M.A.Gide Almeida, D.F. (2000) Shornt i d pali on the ic DNA of Escherichia
coli K-12, llaemaphllu.r influenzae and Neisseria meningitidis. Btotnjbrmallc:. 16(11):968-977, i
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Se encontraron cuarema y un umdade stuvieron:en: la regxén tres prima
e\tragémca del mlsmo gene homélogo enlas:cinco enterobactenas' Eslo implica que

enlre el 11% y el 18% de las un‘da estos ‘Qrgamsmos ‘conservan las

caracteristicas ‘de e\tragemcxdnd asociada’; al trém'of tres-prima ‘del mismo gene

homélogo. La probablhdad de ‘que esto suceda por eventos azarosos producto de

lransposnc:ones rec1entes y evemos de transferencna horizontal, dado el tamaiio de los

genomas, ‘su nimero de gene mulupl&s secciones extragénicas que existen, es

sumamente reducida.’

" De los atnbutos que presentaron los elementos REP en las cinco enterobacterias

se pueden ml‘enr una sene de cm‘acterlsucas que debleron estar presentes en el altimo

ancestro en comun de todas ellas 1) los elemenlos sohta.nos fueron los mas abundantes
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sufrieron una explosiva diseminacién" pero una pésima conservacion,-mientras que en el

segundo lma_|e la abundanc:a de los elememos fue seguida de una perfecta conservacxén

de los mismos. Ahora blen para mlenlar emender qué fue lo que ocurrid, es necesano

revisar las caracterisllcas de las secuencnas REP de sus umdadm en cada .uno de los

orgamsmos.

En ambas Salmonella hay una clara degeneracnon de'los elementos REP con
respecto a la secuencia consenso de Eschertchla coll Kl 2. La enorme mayoria de éstos
se mantiene en el intervalo de 72%-70%7de similitud (con las matrices previas

respectivas). Se plantearon dos hipétesis para explicar dicho hallazgo: 1) los elementos

134 Gilson,, E; Clément, J.M; Perrin, 1; Hofy M. (1987) Pali ic units: a casc os highly repetitive DNA sequences in
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~Salrﬁbhélla ‘Asimismo;

considerablemente v las frecuencias'de elementos: con regiones variables “RV” de gran

tarr‘ih}’ior también se hicieron mayores: Estos datos sefialan que hay evidentes fallas en los

mecanismos ; molecular&s que: reparten conservan /a los elementos REP en estas

baclenas

Por el contrario; en la:line: oli .1a historia es muy distinta.

Escherichia coli K12 es la bacteria modelo, en cuanto a secuencias REP se refiere ya que

presenté una abundancm correlacmnada perfectumente con . la conservacion de los

elementos. Las dos Eschenchla CDII 'patége,nasr vieron desmejoradas ambas

caracteristicas,

bacteria. Trends in Genetics, 3(8): 225-230.
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_y estabilizacién del mehéﬁjérp

La presencia de 165 elé T

algin gene seria una ev:dencna que poyarl ambas- posxblhdades. Es indudable, de

acuerdo a numerosos trabajos pubhcados que las secuencnas REP fungen como

12% Newbury, S; Smith, N; Robinson, C; Hiles, 1; Higgins, C. (1987) Stabilization of translationally active mRNA by procariotic
REP sequences. Cell. 48: 297-310,

Mecrino, E; l’lcccml B; Valle, F Boln':r, F(1987) Deleucm of a repetiti i i ic (REP) scq d from
c 1 gene of Esche B affects the stability of its mRNA.Gene.58(2-3):305-309.
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establluador&s del mensajero. Sm embargo y como se habiu sehalado amenormente'30

cualquxer secuencm que pueda formar una eslructur d tallo asa al ﬁnal del mensa_|ero

mvanablemente Io establllm Algunos a.nahsn real zados han demoslrado que no hay

ninguna homologia e\lsteme enlre las dnstmtas secuencias qu &s(ablhzan mensajeros

Entonces ¢por qué se conserva tamo la secuen yla eslruclura e las secuencms REP?

Esto claramente mdlca que hax algun ot

producto génico'!. Este trabajo

entre los elementos REP y los‘genes aledaf'io en ‘Escherlchia coli 'y Salmonella

elemento REPt'se conservaria en los distintos linajes de bacterias entériéas. -

kEh‘ Sdhﬁdnélla : mésyes;}ecmca.m'ente ‘el asumo es aun. mé.s claro. En esta,“
bactena, el mal &stado de sus elementos y la falta de conservacxén en cualqulera de sus f;

palindromos pemuten suponer que en muchos casos la formacién de una &struclura

Y% Nerino, E; Bolivar, F. (1989) The ri ide dipt gene (nrdA) nfEJchenchin colt carries a repetitive
i i ic (REP) inits 3" terminus, Afol, 3(6): 839-841.
Ylng, \ A.mu, G. (1988) DNA gyrasc binds to a family of prokariotic repetiti indromi q P d) of the
o 85(23):8850-8853.

™ Gitson,

Z; Rousset, JO; Clement, JIM; Hofnuag, M.(1986) A of E.coli plindromic units impli d in
terminatios

2. Annales d'Institut Pasteur Microbiology. 137TB(3):259- 270

Gilson, Li; Bachellicr, $; Perrin, S; Perrin, ); Grimont, P; Gnmnnl F; Hofnung, M. (1990) Palindromic units highly repetitive DNA
sequences exhibit spocics specificity within Research "n\!u:roblalogv 141(9):1103-16.

Gilson,, E; Clément, JAL; Perrin, 1D Hofnung, M. (1987) Palindromic units: a casc os highly repetitive DNA aequences in bacteria.
Trends in Genetics. 3(8): 225-230.

Goberdhan, ; Kenneth, R: Morgan, M: Bayat, H; Amcs, G. (1992) Physical ing of repetiti o
+chia coli and phyl ic distribution among Escherichia coli strains lnd other enletic baclm Journal of

in
Bacieriology. 174( 14):4583.4593,
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asocnactones se, conservan m entre las palogenas que con Eschenchia caIl Kl 2 seﬂal

de que hay un camblo en las relac:ones gene-unidad a medlda que el tlempo pasa.
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elementos es del 35% en Escherichla oli, seiial de’que. los’ procesos. de’ camblo en las

asociaciones gene-umdad han empezado

Lo anterior marca una-fuerte; contradiccién conarreglos de ‘elementos REP

conocidos como BIME'."En ‘ese’ planteamiento ‘las’ unidades que deberian de estar

siendo seleccionadas_serian 2 elementos. Los datos expuestos

claramente indican que esto'r son los elementos solitarios los que

juegan el papel mas impxqﬂam »

Cabe destacar en esta seccién a las unidades encontradas en regiones cinco-

prima-cinco-prima, ya que su presencia en estas regiones es un dato. novedoso. La

132 Bachellier, S; P:rnn, D Hol‘nung,, M; Gilson, 12. (1993). [ ial i p d mosaic (BIMEs) are pru‘enl i
genome of Kiebsiell, iology. 7(4):537-544. fT e B
Bachclllcr. §; Saurin, W; Perrin, D Hofnunb. M Gllnn. E. (1994) SI 1 and fi i

mosaic cl BINEs). Aol . 12(1):61-70,

Gilson, E: Saurin, W Perrin, D: Bacheller, S; llofnung, M. (1991) Palindromic units are p:n ofl ncw!u terial mtapened moul
alement (BIME). Nucletc Acids Research. 19(7):1375-1383. k

Gilson, E; Saurin. W; Perrin, D; Bachellicr, S; Hofnung, M. (1991) The BIME f-mlly of b
Research Microbiology. 1378 (2-3):217-222.
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eslrecha relacnén enlre’las secuencms REP la termmacnén de la transcnpcnén"’ ln‘

establluacnén del ! mRNA"‘ y su relacnon bajo &stas ca.racteristlcas con sus genes

aleda.ﬁos resull

1mposnble ya que su locahzamén en las zonas cmco-pnma—cmco-

pnma les lmpxde reahzar todas esas acuwdad&s

La e\p 1cuc16n mzis léyca a dxcho hallazgo dada la educxda cantidad de

elementos encontrados, es que la maqumana de generac:én de elememos REP esté, de

“algiin modo, reconocnendo las reglones tres pnma extragémca de los gen&s e insertando

elementos REP exclusnva.menlev en dlchas zonas. y. que por algun fenémeno

mdependnente a los elememos REP (rearreglos cromosoma]es) éstos aparecieron en

reglones cinco- prlma. Esto sucede raramente en Es cherlchla COII pero cuando ocurre,

las umdad&s pueden ser. conservadas

cinco-prima_ de ambos - genes: puede entenderse “como’. fallas en 1

reconocimiento: de' una' regién tres-prima extragénica:0’ por

movihﬁ:ento‘s"deima'leriul ‘genético. Los datoﬁ"ap la segl hda explicacién

ya que fueron notonas, durante la mvesugamén las repetldas mserc:ones de DNA, la
separacién de unidades y la inversién de fragmentos de material genético en estos

orgamsmos.

¥ Gilson, E; Rousset, JO; Clement, SM; Hofi M.(1986) A subfamily of E.coli plindromic units implicated in ipti
termination?. Annales dinstitut Pasteur Aficrobiology. 137B3(3):259-270. .
Gilson, E; Saurin, W; Perrin, 1); Bachellier, 8; Hofoung, M. (1991) The BIME family of ial highly iti
Research Microbiology. 1378 (2-3):217-222,

Y4 Gilson, E; Saurin, W; Perrin, D; Bachellier, S; Hofnung, M. (1991) The BIME family of bacterial highly repetitive soquences.
Research Microbiology. 1378 (2-3):217-222. :

Newbury, S; Smith, N: Robinson, C; Hilcs, I; Higgins, C. (1987) Stabilization oflnnlllhonally acti
scquences, Cell. 48: 297-310.

Merino, E; Becerril, 13; Valle, F; Bolivar, F.(1987).Delction of = REP)
from the structural gene of Escherichia coli glutamate d:hydmgmle affects lhe mbillly of its mRNA.Gemr 58(2-3) 305—309
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relacmnndos con la transposncnén como podria, ser 151397’38 los : odrian reparur por

todo el genoma

El numero de elementos en las cinco bacterias es muy elevad n &specxal en las

Salmanella el hecho de. que el 90% de las umdades que no,c mparten con Fscherichla

apa.rec:eran y/o se movieran en las Salmonella. Fmalmente Ase puede declr que los e

procesos de aparicién y diseminacion de los elementos no ejercen preSIén selectlva

sobre el mantenimiento de la secuencia y/o la estructura de los elementos REP.

3% Nerino, E; Bolivar, F. (1989) The rib Yeuside diphosph (nrdA) of Escherichia coli carrics a repetitive
ic pali ic (REP) inits 3" i A gy. 3(6): 839-841.
Shyamala, V; Schneider, E; Amcs, G.F. (1990) Tandem chromosomal duplications: rolc os REP scq in the inati

event at the join-point. EATBO Journal. 9:939-946.

13¢ Gilson, E; Perrin, D; Hofnung, M. (1990) DNA polymerase | and a protein plex bind i o Esch hia coli
palindromic unit highly repetitive DNA: implications for bacterial chromosome organization. NuclzlaAr:ld_t Research. 18(13):3941-
3952,

7 Ricchetti, Nf; Buc, H.(1993) &.coli DNA polymerase | as a reverse transcriptase. EMBO Journal. 12(2):387:396.
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contlguo vm' y la” termmacnon de"'a transcnp s}

mensa_]ero, entonces deben de exxsur otros mecanlsmos prolélcos 1“volucrados en su

seleccnén Mecamsmos que dndas las supuestas condncnones en el ancestro se perdieron

en lus Salmonella :

"La relacién’ estrecha entre. las secuencias IHF y las' secuencias REP habia sido

séﬂaln‘da anteriormente

%'en Escherichia coli K12, ahora estd perfectamente confirmada

‘ellas en las cinco enterobacterias.

'-Si bien'és mporlame seiialar que’la elacién‘;ehtré secuencias IHF-REP sélo

e\uste en las Escherzchia coIl lo cual de alg ‘m do marcaria a estas relaciones como
buenas canclldmas para e.\pllcar lo ocurndo entre ambos linajes, sélo se encuentran en
una proporciéon muy baja. Ni todas las secuencias REP tienen una secuencia IHF

asociada, ni todas las secuencias IHF tienen una secuencia REP adyacente. No obstante,

8 Clément, J.M;, Wilde, C; Bachellier, S; lebcrl. P; Hofnung, M. (1999) lSl297 is active I'or ition into yhe ch
of Escherichia cnli K-12 and inserts ly into units of d mosaic ¢l Journal of
Bacteriology. 181(22):6929-6936.

* Boceard, F; Preniki, P. (1993) Specific interaction of BIF with RIBs, a class of b ial repetitive DNA el locatcd at the
3"end of transcription units. EAfBO Journal. 12(13):5019-5027.

Clarkson, $; Bates, AD. (1996) Action of DNA gyrasc at RIP ¢l in E.coli. Bioch ! Society Tt 24(3):420.

Oppenheim, AB; Rudd, KE; Mendclson, I; Teff, D. (1993) Integration host factor binds to a unique class of complex repetitive
extragenic DNA sequences in Escherichia coli. Molecular Microbiology. 10(1):113-122.
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la relacnén emre lHF y: REP en reglones e\cluswamenle extragénicas ¢ barca a cas todst '

de esle' :

las secuenclas lHF de eslas areas y e t{x perfectame e corroborado, a partir

lrabajo, que ‘estas asocnacnones no son producto.del azar, ademzis que éstas sxempre son

las mlsmas -es dec1 ; Ia secuencna IHF

1empre esta al ﬁnal del elemento REP Todo

esto sngmﬁca que efecuvameme en estas bacte as’ las relac:ones ex: sten y son muy

kestrechas pero no son suﬁcxentes para e pllcnr tod Ins caracterisucas de los elemenlos

REP. en las enterobactenas Cabe seﬁajar que la gran mayona de estas asociaciones

e'mosas se dleron con. elementos REP sohmnos lo que nuevamente muestra como son

es!os los verdnderamenle lmporlanles.

Se han identificado lamblén las asocmcnonm con-.las proteinas HU y las

gnrasas en Escherichia coli. Las protefnas HU que presenlan unn gran homologia en

su secuencia de amino4cidos con las dos subumdad&s ‘de la roteinn IHF'*!, se unena

casi cua.lquxer secuencia que pueda fonnar una estructura crumfrome en el DNA'2, la

umén es precnsamente para evitar esla dlsxors anterior mdnca que la unién de

estas proleinas 1ampoco actia como presn ' e_seleccxén sobre los elementos REP. Lo

que bien podria ser cierto es que dada lu gran canudad de elemenlos REP en el genoma

de Ias Escher:chla coli, éstos podria.n ser los que de manera mas significativa,

estuvieran imeraccionando con las proteinas HU. ‘También podria ser cierto que las

M0 Clarksan, S; Bates, AD. (1996) Action of DNA gyrase at RIP el in E.coli. Bioch ! Society T 24(3):420,
\ ung. \ Ames, G. (1988) DNA gyrase binds to a family of p joti petiti lindromi 3 P ds of the
1y of . 85(23):8850-8854.

! Freundlich, M; Ramani, N; Mathew, E; Sitko, A; Tsui, P. (1992) The role of intcgration host factor in gene expression in
Escherichia coli. Molecular Microbiology. 6(18):2557-2563.

' Pentiggia, A; Negri, A; Belirama, M; Blanchi, M.(1993) Protein HU binds specifically to kinked DNA. Afolecular Microbiology.
7:343-350.
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proteinas - HU “estén’ colaborando” en’ Ia ‘asociacién’ de los- elementos 'REP y - otras

proteinas; éqmo podrian ser IHF.y las girasas'®3

sentido bioidgico. Los datos muestran que hay1 una gra.n cantidad de

s Oppenhcim, AB; Rudd, KE; M-.-ndclson. 1, Teff, D. (1993) !n(cgra(lon host factor bmds 10 a unique class of complex repetitive
DNA in E ichia coli. Mol 2y, 10(1):113-122,

"4 Clarkson, S; Bates, AD. (1996) Action of DNA gyrase at RIP in E.coli. hemical Society T» ions. 24(3):420.

Gilson,, E; Clément, LN; Perrin, D; Hofnung, M. (1987) Palindromic units: a case os highly repetitive DNA sequences in bacteria.
Trends 1n Genetics. 3(8): 225-230.

\ ang. Y Amcl. G. (1988) DNA gyrasc binds to a family of ioti iti tindromi F 4] of the
of 85(23):8850-8854.
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elememos que han : cambiado de lugar apgtpcido én _"estasy

bactenas lo que conlradlce el supuesto. ¢

Si la relaclén entrelas: proteinas girasas .y los elementos REP esv‘ 3
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. Finalihenté se ha’

lanteado que los elementos REP son secuencias de DNA

'sin mayor problema.’ Li antenor os permnle décir que la mala conservacion de los

- elementos ‘en_las SaImaneIIa &s_‘debldo a‘la falla o la falta de los mecanismos de

seleccnon. Atnbutos deﬁmtonos de una secuencna egofista.

En las Escherichta cah las cosas son dlstmlas ya que los elementos &stén muy

bien conservados. Sl fueran secuencnas egoistas mdependlent&s, tendriamos un

escenario como el de las SaImoneIIas La ausencia de és(e quxere decnr que en &stos :

organismos hay mecanismos de selecqnén producto de la ﬂqportancxa de'los elementos T

REP en la adecuacién. - -

elemenlos REP contmuen siendo secuencnas e hia  coli, pero a

dlferencm de sus parientes, -han mamemdo ainteraccidén n: otros - mecanismos

moleculares (secuencias IHF o proteinas g'lrasasr'y‘ HU), . los “cuales indirecta o

3 Gilson,, E; Clément, 3.M; Perrin, D; Hafnung, M. (1987) Pali ic units: a casc os highly repetitive DNA scquences in
bacteria. Trends in Genetics. 3(8): 225-230.
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caracteristicas no pudieron ser mas dlslmtos enlerobacterms

encontraron grupos compactos donde la presenc:a o) ausencm de esle 1 0 de secuencna

fue clara, la generalidad de la distribucién de los org,amsmos con secuencms upo-REP

en el drbol filogenético, es dispersa. -~

El andlisis de homoldgia de los genes q"ué présenta.l"():n’ ‘uha ;secixeni:iz'\ ﬁpo—REP o

asociada, fue como se wperaba dados los dntos enconlrados en Ias enlerobactenas no"

hubo relacién homéloga_algunu enlre,los .distintos ‘genes. Esto. onﬁrma tamblén o

caracter de secuenci_u.'srup

Ahora bien, el desorden filogenético, la falta'de homologia 'y de; relacion con sus

enterobacterias, per éifnplﬁo: los elementos REP y

tipo-REP podﬁah ser secuencias de DNA' egoistas que ha ’ap}zrecido y/o desaparecido

innumerables veces de forma’ independiente en distintos puntés de la evolucion de los

organismos. En muchos casos la falta de asociaciones con los mecanismos moleculares
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de los organismos conllevaron a'que estos elementos no abundaran, se conservaran mal

o desaparecieran. En muchos_ otros, la’ aparicién’de “estas’ asociaciones permitié su

seleccién y su permanencia integ

en el genoma de l‘osb‘rganismos.

Para 1ermmar, es posx

superenrollamxento del cromosoma bactena.no y unallzar como se desarrolla

este fenémeno en las o!ras emerobacterlas" sobre todo en las SaImonelIa g

donde Ios elememos est:’m muy degradado

3)' Analxzar qué upo de reconocnmlemo de proleinas se pudleran &star dando en

" todas las secuencms hpo-REP propuestas
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7. ANEXO 1. PROGRAMA DE BUSQUEDA DE LOS ELEMENTOS REP

#/ust/bin/perl
$continua=1;

while ($3continua>0) §{ APERTURA DE LOS GENOMAS
$_="head -1 /murazaki/COMUN/PROGRAMAS/organismos';

chomp;

Sorg= $_;

print * org $org\n™;

$renglones="cat -n/murazaki’fCOMUN/PROGRAMAS/organismos | tail -1 | cut-b 1-7 °;
chomp(S$renglones);

$renglones=$renglones-1;

print “renglones $renglones\n®™;

system(“tail -Srenglones/murnzaki/fCOMUN/PROGRAMAS/organismos >
Imurazaki/COMUN/PROGRAMAS/org™);

system(“cp /murazaki/COMUN/PROGRAMA S/org/murazaki/fCOMUN/PROGRAMAS/organismos™),
system(“cat /murazaki/COMUN/PROGRAMAS/organismos™);

if ($org ne “final™) ¢
print * Analizo $org\n™;
$Archivo = “/muruzaki/COMUN/RESULTADOS/condder” . $org;
$Archivo2 = *“fmurazaki/fCOMUN/RESULTADOS/condizq™ . $org;
$O0rpasec = “/murazaki/COMUN/FLA’T/” $org.” flat™;
$Organum = “/murazaki’COMUN/NUMEROS/™ . $org.”.num™;
S$archiv = “/murazaki/COMUN/PROGRAMAS/datos™;
$scetrans = */muruzaki/fCOMUN/PROGR AMAS/sectruns™;,
S$archiv2 = “/murazaki/f COMUN/PROGRAMAS/datos2™;
Serchrep =“/murazaki’COMUN/RESULTADOS/OTR/ . Sorg. ".rep™;
$erchfree =*/murazaki’COMUN/RESULTADOS/™ $Sorg.” .frec™,
S$erchrep2 =“/murazaki’fCOMUN/RESULTADOS/OTR/” $org." repl™;
Serchfrec2 =“/murazaki/COMUN/RESULTADOS/ Sorg.”.frecl™;
$avance = “/murazaki/COMUN/PROGRAMA S/avance™

foreach $RRTT (0..5) ¢
foreach $TTRR (0..18) {
$acum! [SRRTT|[STTRR] =0;
Sacum! {SRRTT]|$TTRR] =0;
$Sacum2[$RRTT]{$TIRR] =0;
Sacum2[$RRTT]{$TTRR] =0;

}
INICIALIZACION DE VARIABLES
@mn = “*; $sumCa3 =0; @Mn = **“; $sumCa=0; Sporcentaje =90; $Porcentaje =90,
$valmax = 30, $score= 27, $scoreCl =12.15; $scorcC2 = 14.85; $Valmax = 30; $Score= 27;
$ScoreC2 = 12.15; $ScoreCl = 14.85; # 90% maximo 16.5
system (*rm $sectrans™);  system (“nn $archiv®); system (*rm Sarchiv2”);
open (OUT,”>>%avance™);
print OUT = Sorg\n”;
close (OUT).
$J =0; $a=0; $b=0; $c=0; $uno=0; $j=0; $a1=0; $b1=0;
$¢1=0; $un =0,
&inicio; GENERACION MATRIZ ELEMENTO —
$J =0; $a=0; $b=0; $c=0; $unc=0; $j=0; $al1=0; $bl=0;
$c1=0; $un =0,

&iniciocom; GENERACION MATRIZ ELEMENTO <—
foreach $5J (1..8) {
&uno; BUSQUEDA DE ELEMENTOS REP —

print “acabe uno\n™;
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&dos; BUSQUEDA DE ELEMENTOS REP <«
print “acabe dos\n™;

}
open (OUT,”>>3%avance™);

print QUT “emmeea> @mn < @Mn\n™;
close (OUT);

clse {print “ya termine\n™; $continua=0;

} FIN DEL PROGRAMA
HHIHHE HHt :
sub uno { BUSQUEDA DE ELEMENTOS REP —

Print #eemeeeee o>\,
$NN=14; SNNN=17;, SMM=15, 3SMMM=I18;

print ¢ Vuelta: $j\n\n\n™;

@dv = 0; @Dv =0, $dv=0; $Dv=0; $sumatcl=0; $sumatc2=0;
print “loopl\n”;

$vari =0,

system(*./b.out™); LLAMADA SUBRUTINA EN C
SUBRUTINA ENC

#include <stdio.h> #include <stdlib.h>
#include <malloc.h> #define beginprocedure {
#idefine endprocedure } #define begin {
#define end } #define total 7100000
char s{total];
int sec[total];
intm,tot,sec[total},cajal,caju2,sei,max,k,y,smay
or,separa,iter;
float scorel[5][{19];
float score2{5][16); DEFINICION DE
int frec1(5][19]; VARIABLES
int frec2[5]{16];
int tra{255]),
int i,j,k,1,10t,pos_retum,reps;
char secuencia_in{ 100}, matriz_out{100],
rep_out[100],
numero[10];
float filtrol ,filtro2,filtro3;
char linea{111];
FILE *fdatos; FILE *fsecuencia_in; FILE
*fmatriz_out;
FILE *frep_out; FILE *fsecuencia_trans;
Fadddddd il i LIl I ] mﬂin()
/.""l.t.t'.“"..‘.“..'I-I
beginprocedure
fdatos=fopen("/murazaki/COMUN/PROGRA
MAS/datos2","r");
fgets(secuencia_in,100,fdutos);
pos_return=sirlen(sccucncia_in),
secuencia_in{pos_return-1]}=0;
fgets(rep_out,100,{datos);
pos_return=sirlen(rep_out), APRETURA
DE

rep_out{pos_returm-1)=0; ARCHIVOS

fgets@matriz_out,100,fdatos);
pos_return=strlen(matriz_out),
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matriz_out[pos_retum-1]=0; . i
for (i=1;i<=4;i++) { GENERACION

for (j=1;j<=18;j++) { VENTANAS
fgets(numero, 10,fdatos);
scorel [i][j ]=atof(numero);
printf{*%5.2f " ,scorel {i][i]);

}
printf{"\n");

}
printf("\n");
for (i=1;i<=4;i++) {
for (j=1;j<=15;j++) {
fgets(numero, 10,fdatos);
score2[i][j]=atof(numero);
printf{*%5.2f ",score2[i]{j]);

}
printf("\n");
}

print™\n").
fgets(numero, 10,{datos);
filtro3=atof{numero);
fgets(numero, 10,fdatos);
filtrol=atof{numero);
fgets(numero,10,fdatos);
filtro2=atof(numero);
print{(*%65.21 %5.21
%5.2M\n" filtrol filtro2,filtro3);
felose(fdatos);
for (i=1;i<=pos_return;i++) printf
("%c",secucncin_in[i]),
fsecuencia_in=lopen(secuencia_in,"r");
printf{*Empiczo a leer secuencia
2os\n",secuencia_in),;
fgets(s,total, fsecuencia_in),
felose(fsecuencia_in);
printf("ya lei archivo \n");
tot=strlen(s);
printf{*Total de bases leidas %d\n", tot);
fmatriz_out=fopen(matriz_out,"w");,
frep_out=fopen(rep_out,"a");
fsecuencia_trans=fopen("/murazaki/COMUN/P
ROGRAMAS/scctrans”,"w");
iter=tot-63;
for (i=0;i<256;i++) 1ra[i]=0;
for (i=0;i<tot+100;i++) sec[i}=0;
/** 97.65=a 99,67=c 103,71=g
116,84=t **/
traf97]=tra[65]=1; tra[99]=tra{67]=2;
tra[ 103 }=tra{71]=3; tra[116]=tra[84]=4;
tra[42])=-100;
for (i=0;i<tot+100;i++) sec(i}=tra[sfi]];
printf{ "Total de bases leidas 26d\n" tot);
REPs();
fprintf(fsecuencia_trans,"%s\n",s); o
fclose(fmatriz_out); felose(frep_out);
felose(fsecuencia_trans),
printf ("me salgo del programa compl.c\n");
endprocedure
Fadahid / REPsQ)
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[+ **/
{ COMPARACION DE VALORES
float cajal,caja2,score_total,mayor;
int ii,1L,jj;
printf{"empiczo a buscar REPs\n"),
for (ii=1;ii<=4;ii++) {
for (jj j
frec1(ii]
for (ii=1;ii
for (jj=1.ij
frec2(ii][35]=0:.} }
reps=0;
for (i=0;i<=iter;i++)
{
cajal =0,
for (j=1j<=18;j++) {
cajal=cajal+scorcl[sec[i+j]1{i]; }
if (cajal>=filtrol)
if (cujal<1000.0) {

{
for (1=0;1<30;1++)

mayor=0.0; caja2=0;
for (m=1:m<=15;m++) {
caja2=caju2+score2[sec[i+18+1+m]}[m];
if (mayor<caja2) {
mayor=caja2; 11=1; }

if (mayor>=filtro2)
if (mayor<1000.0)
{

score_total=cajal+mayor;
if (score_total>=filtro3) {
reps=reps+1;
fprintf(frep_out,"%610d ..%8d\ loop:%2d
" i+2,i+35+11,1);
fprintf{frep_out,"%5.2f" %5.21 %5.2(
"cajal,
caja2, score_total),
for
3(i=0;ii<=17;ii++)
fprintf(frep_out,"%c",s[i+1+ii]);
fprintf(frep_out,” "),
for (1i=0;ii<1l;ii++)
fprintf(frep_out,"%c",s[i+19+ii]);
fprintf{frep_ouwt,"
3

(1i=0;ii<=14;ii++)
fprintffrep_out,"%c",s[i+19+11+ii]),
fprintf(frep_out,"\n");

for (ii=0;ii<=17;ii++)

frecl [scc|i+1+ii]](ii+]1]=frec] [secli+1 +ii]][ii+1
1+

for (ii=0;li<=14;ii++)

frec2[sec[i+ 1 9+11+ii}][ii+1]=frec2(sccli+19+11+
ii)][ii+1]+1;

for (ii=i+1;ii<=i+34+1L;ii++) s[ii]=42;

}

for




sub dos {

}

}
3
}
}

“sessvasvessas/;SALIDA DE LOS
ELEMENTOS

printf("Numero de REPs encontradas
%d\n",reps);

fprintf (fmatriz_out,"%d\n" reps);

for (i =4,ii++) {

for (jj=13ji<=183j++) {
fprintf{fmatriz_out,"%d " frec1[ii][ij]);

LI P TIPS D e b

fprintf(fmatriz_out,"\n"),

fprintf{fmatriz_out,"\n"),

for (ii=1:ii<=4;ii++) {

for (jj=L3ij<=15j++) {
fprintf{fmatriz_out,"%d “ frec2[1i]{§j]);
fprinti{fimatriz_out,"\n");

fprintf{finatriz_out,"\n"),
felose(fmatriz_out); felose(frep_out);
I““"..““‘.‘.‘.O“."..‘.‘.‘.....'

wrsrrErERERTE/

} FIN DE LA SUBRUTINA EN C

print “acabe REPS\n"™;
&sal2; &ca3d; &nuevamat; &valmax; & t; &h
LLAMADA A LAS OTRAS SUBRUTINAS DEL ELEMENTO REP —»

BUSQUEDA DE ELEMENTOS REP <

print “\n\n\n<———————\n\n\n";

$NN =17, $NNN=14, $MM=18;, S$MMM =15;

print Vuelta: $jJ\n\n\n™;

system(“./a.out”™); LLAMADO A LA SUBRUTINA EN C PARA

print “acabe REPS\n™;, EL ELEMENTO REP <«

@dv1 = 0; @Dvl =0; $dv1=0; $Dv1=0; $Sumatc1=0; $Sumatc2=0;

print “loopl\n™; $variz =0,

&sal2l; &ca3l; &nuevamatl; &valmaxl; &matoutl; &hastal;

LLAMADO A LAS OTRAS SUBRUTINAS PARA EL ELEMENTO REP <—

sub inicio { GENERACION MATRIZ ELEMENTO —
open (SAL,">$archiv™);
print SAL “$Orgascc\n$erchrep\nS$erchfrec\n™;
close (SAL);

open (SAL,”>>8$archiv®),

@veel= qw(

0000000100000.5000
001100000100100.5
0100051001010.5010
1000050010000000.5),;
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@vee2= qw( 00.5000000100050000010
01005100001050011001
0.501000000001100000
0000501101000000100);

forcach $J (1..15) { $a=16 + $uno; $b=31+ $uno;$c=46+%unoc; $uno +=1;
$Mat1{1][$J] = $Vecl[3]};
$Mat1[2]{$J] = $Vecl{$a]:
$Mat1{3][$J]) = $Vecl[$b];
~  $Matl[4][$]] = $Vecl[$c];

foreach $j (1..18) { $a1=19 + $un; $bl= 37+ Sun;
$c1=55 +S$un; Sun +=1;
$Mat2{1}[$j] = $Vec2|$j);
$Mat2[2][$j] = $Vec2($al];
$Mat12[3]{$j] = $Vec2[3bl];
$Mat2{4}[$i] = $Vec2[Scl];

print *(.( ya acabe la matriz\n®;
foreach $Aa (1..4) {
foreach $AaA (1..15) {
print SAL “$Mat1[$Aa][SAaA]\n";

close (SAL);
open (SAL,”>>3%archiv’);
forcach $Aa (1..4) ¢
foreach $AaA (1..18) {
print SAL “SMnt2l$An][$AaA]\n"
}

close (SAL);

open (SAL,">>$archiv’);

print SAL “$score\n$scoreC 1\n$scoreC2”;
closc (SAL);

sub sal2 { GENERACION DE UNA MATRIZ TEMPORAL PARA EL ELEMENTO —

print “empece sal2\n”;
open (SAL,"$erchfrec”) || die “no pude abrir\n™;
print « ###cmpece sal2\n”;
forcach (1..11) {
while (<SAL>) {
chomp;
$vari-++;  $_; Sdbi$vari] = $_; $vari\n”;

foreach $nucajal (2..5)
$dv2[$nuca_|u1] = $db[$nucajal];
}

foreach $nucajal (7..10) {
$Dv2([$nucajal § = $db[$nucajal];
) ;
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$dv = join(* *,@dv2);
$Dv = join(* “,@Dv2);
@dv = split(* “.,$dv);
@Dv = split(* “,$Dv);

foreach $nucleo (1..4) {
foreach $ZZ (1..15) ¢
$nunu =0 +$avan; Savan ++; E
$acum] [$nucleo][$ZZ] += $dv[$nunu],

}

foreach $Z7Zz (1..18) {
$nunu2 =0+3avan2; S$avan2 ++;
S$acum2{$nuclcoj[$ZZ2] += $Dv[$nunu2];

Savan=0;
$avan2=0;
Savante =0;
$anate =0;

foreach $Aa (1..4) {
foreach SAnA (1..15) {
print “Sacuml [$Aa]{$AaA] ;
}

}
print “\n";print “\n";
foreach $Aa (1..4) {
foreach $AaA (1..18) {
print “$ucum2[$Au][$AnA] “,
}.

}

print “\n"™;

print “\n™;

sub ca3 { CALCULO DE LA DESVIACION ESTANDAR PARA EL ELEMENTO —>
chomp ($db[1]);
$mn[$j]]) = $db[1]; $swnCa3 +=$mn[$jJ];
$ca3 = ($sumCa3/4)**(1/2);
if (3sumCa3 < 1) { : e
print wene - FUE CERO\n™;
$ca3 =1,

}

print “\n\n  jJ $jJ
. mn: @mn sumCa3: S$sumCa3 \n\n";
}
sub nuevamat { NUEVA MATRIZ PARA EL, ELEMENTO —
$espa = 44,
$punto = “#"
print “ca3: $ca3\n®,;
foreach SLALA (1.3MM) {
foreach SLULU (1..4) {
$Matl [SLULU}SLALA] = (S3acun] [SLULU}|SLALA)/$ca3);
$_=S$Matl[$LULU]{$LALA];
SN\D/#/g, s/™Md. *#1$cspa/g;, @_ = split (*“,$_); $r_=

147




@_;Srr_=$r_;-2 ST o
. if ($r_> 2) { foreach (0..$r_-1) { chop
: ($Mut1[SLULUJ[SLALA]):
}

}

}
foreach SLA (1..3MMM) {
" foreach SLU (1..4) {
$SMat2[SLUJ[SLA] = ($acum2{SLU}[SLA}/$ca3);
$_ = $Mat2[SLU][SLA];
s\D/#/g; sI™\d.*#/Sespa/g; @r_ = split ¢*%); $r_=
@r_; $rr_ = $r_-2;
if ($r_> 2) { foreach (0..$rr_-1) { chop;
(SMat2[SLUJ[SLAD);

}
sub \'n‘lmnx { CALCULO DE NUEVOS VALORES PARA EL ELEMENTO —

. foreach $PP (1..$MM) {
$mayor =0;
foreach $HH (1..4) { . .
if ($Mat1[$SHH]{$PP) > $mayor) { $mayor =
$Mat1[SHH][$PP]; ’

}

$sumatcl += $mayor;

1
foreach $PPP (1.$MMM) {
$mayorl = 0;
foreach $HHH (1..4) §{
if ($Mat2[$HHH]{$PPP] > $mayorl) { $mayorl =
$Mnt2{$HHH][$PPP);
H
}
$sumate2 += $mayorl;

H

$valmax = $sumatcl + $sumatc2;
$por = ($porcentnje-68)/3;
$porcentaje = $porcentaje-$por;

if ($jJ > 6) ¢
print * sub por\n";
$porcentaje = 70,

}
if (SsumCa3 <1) ¢
$valmax = 30;
$sumatc]l = 12.15; #90% maximo 13.5

$sumate2 = 14.85;
pﬁnt ‘4““-.‘..‘.‘ll.“‘.'.“‘.‘.‘."."‘U‘ FUE \ﬂ”; .

}

$score = ($valmax*$porcentaje)/100;
$scoreCl = ($sumatc! *$porcentaje)/ 100;
$scoreC2 = ($sumatc2 *$porcentaje)/100;
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$x_ = $score;
foreach $xx_ (0..2) {
$_ = $x_; s\D/M#/g; sINd.*#/Sespalg;, @x_= split
(*%.%5); $r_=@x_; $rr_= $r_-2;
if (3r_>2) (l‘urtnch ©..9m, -l) { chop (8x_);

H

}

if ($xx_ == 0) { $score = $x_; $x_ = $scoreCl;}

if ($xx_ == 1) { $scoreC1 = $x_; $x_ = $scoreC2;}
If ($xx_==2) { $scoreC2=8%x_; }

print *\n\nvamax = $valmax score= $score ... $scoreC1 ... $scoreC2 porcentaje:
$porcentaje\n\n ’

sub matout { SALIDA DE LA NUEVA MATRIZ PARA EL ELEMENTO —>
open (MAT,”>%archiv™); o :
if $sumCa3 <1) {
8] =0; $a=0; $b=0 $c=0; $unc=0 $_|—0 $n1=0 $b!=0
$c1=0; Sun=0;
&inicio;

else {
foreach $aA6 (1:.4) {
foreach $nAn6 (l 15 { :
prml MAT “$Mnll [$nA6]l$nAu6|\n”
} ;

}
forcach $n/\7 (1..4) (
forcach $2Aa7 (1 18) {
pnnl MAT “SMnl2[$aA7]l$aAu7]\n"
}
}

print MAT “$scorc\n$soorcC 1\n8scoreC2”;
close (MAT);
}

}
sub hasta { INDICADOR PARA EL ELEMENTO —>

print “van $jJ tumos

# elementos encontrados @mn
# en ¢l ultimo tumo $db[! \n
s H

t \n\n\n";
open (OUT,">>%erchrep™),
print OUT *\n\n van $jf turnos
ca3 =Fcald vaunax = $vahmax score= $score ... $scoreCl... $scoreC2 ... % S$porcentaje
clementos encontrados @min en el ultimo turno $dbl1]\n

H \ri\n\n";

close (OUT):
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8. ANEXO II. PROGRAMA DE FORMACION DE UNIDADES Y ASIGNACION
DE GENES

#/diego/bin/perlt

&pasol;, AGRUPACION DE LOS ELEMENTOS EN LAS UNIDADES
close (OUT);
close (OUT2),
close (QUT3);
print "El s: § L Unidades: $TtT\n";

&puso2; CALCULO DEL TAMANO DE LAS UNIDADES
close (QUTS),
close (QUT4),
print "Unidades = $GGf\n";

&puso3; ASIGNACION DE LA UNIDAD A LOS GENES
close (OU);
close (OU2),
close (OU3);
close (OU4);
print "Unidades: $FIN\n";

sub pasol {

print "pasol\n";

system ("rm ULTIMO"),

open (OUT,">>ULTIMO"),

open (OUT2,"concK")|| die "no pude abrir si®;

while (<OUT2>) §

chomp;

if (/AN |
$sub ++;
$as="§_ < RE
H3as=3%_; 7
Sespa=""; :
Sesp="";
sA\D/$espa/g;
$nam = $_;
@nu2 = split (* ", $nam);
$nn{$nu2{0]} = $as;
$a[$sub] = $nu2{0];

}

}
open (OUT3,"conncK") || die "no pude abrir no";
while (<OUT3>) { .
chomp;, 5 o
N QA ¢ N
San="$_ —>"; . L
$sub ++;
Sespa = " " $esp="";
sN\D/$espa/g;
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$naam = §_;

@n2 = split (" ",$naam),
$nn{$n2[0]} = $aa;
$a[$sub] = $n2[0];

}
}
$1=@n;
@re = sort {$a <=> $b} @a;
print QUT "$nn{$re[1]} "
&restn -
; .
sub resta { .
foreach $eq (1..$1) {
$tot = Sre[Seq+1] - SrefFeq);
&grupo, -
, .
}
sub grupo {
if ($tot <100) {
. $em ++;
print OUT "$nn{$re[$eq+1]} "
} TR .
else { R
- “Ssumal 4= $em; . -
print OUT "\n# Sem”;,
$STUT ++; )
Sem'=1; .. .
print OUT "n\m\n$nn {$re{$eq +1]} "
} .
sub paso2 {

print "paso2\n*;
system ("rm DESULTIMO");
open (OUTS,">>DESULTIMO"),
print OUTS5 "\n";
&ultimo;
open (OUT4,"ULTIMO");
while (<OUT4>) {
chomp;
if (~\dY) {
$GGf++;
$w=1+$wmv;
Sww+=4;
Sespa="";
$K = "#",
s/score. {18}/$K/g;
s/\D/$espa/g;
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$na=$_;

@nu = split (" ",$na);
#print *@nu\n"™;

Sl = @nu;

$e =0;

@nn =0;

&mayor;

&print;

}
sub ultimo {

open (OUT4,"ULTIMO"),
@dd = OUT4>;
#print "0 $d[0],1 $d[1],2 $d[2],3 $d[3],4 $d{4],5
$d[5].6 $d[6],7 $d[7],8 $d[8],9 $d[9]\n";
}

sub mayor §{

foreach $ee (0..$1) {
if ($nu[$ec) > 1000 and $nu[S$ec] < 50000000) {
Se ++;
&nn[$e] = $nu[S$ee];

H
$yy = @nn;

sub print {

chomp($dd{$w-1]);
$_ =3dd[$w-1];
S$espa="*",

Sesp="",
s/loop/9/g,
#s\s/$espalg;
s/:/$espa/g;
sN\d/$espa/g;

#Hprint *$_\n";

@OL =split(" “,$_);

$WsD = join(" ",@OL),

#print “0 $OL[0],1 $OL[1],2 $OL[2],3 $OL[3].4 $OL[4},5
$OL(5]),6 $OL{6],7 SOL[7].8 $OL[8],9 $SOL[9]\n";

#print "$WsD\n";

print OUTS "($nn{1]..$nn[$yy-1]) $WsD $dd[$w]";#$WsD
$dd[$w] \n\n\n
}

HHHH Hi 4 m 4

sub paso3 {

print "paso3\n”;
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& posREP;

&REP;

print "termine con pos y REP\n";
foreach (1..$rm) {

open (OU3, "ecoli.gbk”) || die "no pude";

$hh=1 + Shhll

$hhii +=:

\\'hile (<OU3>) {
if (/Vgenc=".{1,6}/) {&nomb;} #note="b.{1,6}
if (/gene. {10,12}Q\d).*/ ||
/gene.{10,12}complement.*/) {&compl; &ti;

}

}

sub posREP {
system ("nn tmpK222"), # CAMBIO
open (OU2,"DESULTIMO™);

print "posREPW™;
while (<OU2>) {

chomp;
fUAQdY) {
$DKKD ++;
$x +=2;
Sespa
S$espan = ""
s/score. ‘/$cspnn/g;
sA\D/$espa/g;
Ssim=$_;
@sim = s‘plll ", $sim),
$sem([$x -1] = $snm[0],
$semf$x] = $sim[1];
#print " $x, $xyx\n";,
$rr =@sem;
$rrr = $11/2;
}
}
#print "@scm\n";
print * $DkkD\n";
sub compt {
if (/gene. {10,12}3(\d).*/) §
i=1;
} else §
$i=0;
$a [3] = $i;
$a[1] = $af2]; $a|2|=%af3}; S
Hprint™/ 11111111, $a[1] 1An*,
) o .
subti {
Sesp="";
s/\D/$csp/g,
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@te = split (" ",$ )

$ti[3] = $1e[0);

$ti[1] = $i[2]; $Li[2]=%$ti[3];
Sui[3] = $tefl]s

$uti[ 1] = $i(2]; Stti[2])=$tti[3];

sub nomb {
$espa ="";
S$espp =" "
s/$uspplﬂ/§,.
s/#/$espa/g;
$gene = "gene: "
$gana = "lgx.nc="
s/$gana/$gene/g;,
$ta ="3%_";

$hash{$ti[2]) = Sta;
chomp ($hash {$ti{2]});

if ($sem[$hh] < $ti[2]) {
SW=0+8S; $S +=1; &be;
print “$sem[$hh] <= $ti[2]\n";
close (OU3);

sub be {

open (OU,"™>>unpK222"), # CAMBIO
Fidefix ++;

print "IN Andiamno... ($ti[1]-$ui[1])
Shash{$ti[1]} ##Sidefix (S[2])-$ti[2])
$hash{$ti[2]}\n";

if ($a{1] cq 1 and $a[2] eq 1) {
print OU “$hash{$ti[1]} IDE:$idefix $db[SW]"; -

}
if ($a[1] ¢q 0 and $a[2] eq 1) {

print OU “($ti[1])-Suti[1]) Shash{Stif1]}*+rsessvessores’ ($u[2]-$m[2])
IDE:$idefix $hash {$ti{2]}#»eseserevesesgdb[sW]";

if ($a[1] eq O and $a[2] eq 0) {
print OU "$hash{$ti[2]} IDE:$idefix $db[$W]";

}
if ($a[1] eq 1 and $a[2] eqO) {

print OU "$hash {$ti[2]} IDE:Sidefix $db[$W] - $hash{$u[l]) IDE:S$idefix
$db[$W]";

}
close (OU),

sub REP { :
print "REP\n";

open (OU4,"DESULTIMO"),
while (<OU4>) {
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@db = <0U4>;

chomp; f .
#print "0 $db[0],1 $db[1],2 $db[2],3 $db[3}].4 $db[4].5 "
$db[51,6 $db[6],7 $db[7],8 $db[8],9 $db[2]\n";
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