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1. INTRODUCCION

La comparacion y analisis de secuencias genéticas a través de métodos
bioinformaticos es un método ampliamente utilizado en el campo de estudio de
la evolucién molecular, ya que permite una buena descripcion e interpretacion de
la evolucion de un linaje, es util para proponer marcadores taxonémicos, asi
como también puede utilizarse al tratar de otorgar identidad a un taxén. En este
trabajo se analizaron nueve genomas completos de espiroquetas utilizando
métodos bioinformaticos, en busca de genes uUnicos de las especies de
espiroquetas analizadas. A estos genes encontrados solo dentro de los nueve
genomas utilizados, y no en otras especies, se les considera su firma genética.
Al hacer una filogenia de los genes firma, que ratifigue que las especies
analizadas son representativas de todo el grupo de las espiroquetas, es posible
considerar la firma gendmica encontrada para los nueve genomas analizados,
como del Phylum completo, hasta que otros genomas de espiroquetas sean
secuenciados y sea posible llevar a cabo nuevos analisis. Es por esto que en el

presente trabajo se hizo también una filogenia de los genes firma.

Debido a la falta de informacion sobre este grupo de organismos, la
determinacién de un pardmetro genético distintivo seria de gran ayuda en su
estudio y la dilucidacion del posible papel de estas bacterias en relacion a la
evolucion de elementos estructurales en otros grupos de organismos. Asi
mismo, podria dar pie a una posterior busqueda de firmas gendmicas por

especie en este mismo grupo.

Las espiroquetas son un grupo de bacterias que se caracterizan por tener
una morfologia en espiral o bien en forma de sacacorchos, y por poseer una
forma de movimiento ondulante similar al de una hélice. Las principales
variedades que se reconocen de este grupo incluyen Treponema, Borrelia,

Leptospira y Spirillum. Es importante mencionar que uno de los factores que han



contribuido para que en la actualidad la informacion que existe de este grupo de
organismos sea muy limitada, es quiza que la mayoria de los estudios se han
enfocado en las especies patégenas de humanos, las cuales son muy pocas en
relacion con el grupo completo. En consecuencia, las filogenias realizadas hasta
ahora, y la descripcion por subgrupos del Phylum aln son tentativas, por lo que
muy frecuentemente es necesario reconsiderar ciertas especies y crear nuevos

géneros.

En suma, es posible decir que el Phylum Spirochaetes como blanco de
estudios genéticos posee diversos puntos de interés. Desde el punto de vista
meédico, su estudio podria dilucidar aspectos de la patogeneidad de ciertas
especies y la relacién con sus hospederos, asi como encontrar nuevas técnicas
para el diagnostico y tratamiento de las enfermedades que ocasionan. Desde el
punto de vista taxondmico, en apoyo a la caracterizacion y delimitacién de los
subgrupos del Phylum, y desde el punto de vista evolutivo, en apoyo de la teoria
endosimbidtica. Debido a la morfologia caracteristica de las bacterias de este
Phylum vy a la naturaleza simbionte de varias de sus especies, se ha llegado a
sugerir una relacién directa de las espiroquetas con la evolucion del

undulipodium en los eucariontes, entre otras estructuras intracelulares.

Siendo las espiroquetas un grupo con tantos puntos de interés y tan poco
estudiado, se espera que el presente trabajo aporte informacién que sirva de

referencia para futuros trabajos sobre estas bacterias.



1.1. Firmas genomicas

El andlisis de secuencias de DNA es extremadamente util en estudios de
historia evolutiva y en taxonomia. El muestreo exhaustivo de secuencias de DNA
ha ayudado a entender mejor la diversidad de los seres vivos, y ha permitido a
los investigadores analizar las relaciones evolutivas entre grupos de manera
mas objetiva que soOlo tomando en las caracteristicas fenotipicas. La
secuenciacion de DNA también ha sido utilizada para identificar especimenes, y
para resolver los limites entre las diferentes especies dentro de poblaciones de
organismos aparentemente similares (Stoeckle, M. 2003). La informacién
genomica obtenida del analisis de genomas completos o secuencias mas
pequefias, puede complementar o corroborar la informacion que proveen las

caracteristicas fenotipicas de los organismos (Rossell6-Mora & Amann, 2001).

La década de los afios 50’s fue testigo del florecimiento de la evolucién
molecular. Dos eventos fueron los responsables: el primero fue el
descubrimiento por James Watson y Francis Crick de la estructura molecular del
DNA (Watson & Crick, 1953). El segundo fue la publicacién, en 1955, de la
primer comparacion de secuencias de aminoacidos (en ese caso de la insulina)
de diferentes especies, llevada a cabo por Fred Sanger y sus colegas. A raiz de
esto fue evidente que la evolucién, a su nivel mas fundamental, puede ser
considerada como cambios en la estructura del DNA a pesar de que las fuerzas

evolutivas actien a nivel proteinico (Page, R.D.M. & Holmes, E.C. 1998).

Establecido lo anterior, a partir de 1953, con un nuevo marco de
referencia evolutivo molecular, se comenzaron a desarrollar y a utilizar
ampliamente métodos de andlisis de secuencias genéticas para estudios
evolutivos, con diferentes objetivos. Uno de los mas importantes fue proponer
nuevos parametros para conocer la historia filogenética de los organismos y por

ende su clasificacion. Asi, en los 70°s Carl Woese y George Fox, utilizando el



altamente conservado gen del RNA ribosomal (rRNA) de la subunidad pequefia
(16S), mostraron que habia en realidad dos grupos muy diferentes de
procariontes (las Eubacterias y las Arqueobacterias), y que uno de ellos, las
Arqueobacterias de hecho estan mas cercanamente relacionadas con los
Eucariontes de lo que estan con las Eubacterias (Fox, E.G. et al. 1977). Estos
resultados sirvieron como base para que posteriormente se estableciera el
modelo de los tres dominios celulares Arquea, Bacteria Y Eucaria (Page, R.D.M.
and Holmes, E.C. 1998).

Por otro lado, también se comenzaron a buscar elementos moleculares
gue, de alguna, manera pudieran definir o delimitar intrinsecamente a los
organismos y a los linajes (Rossell6-Mora & Amann, 2001). Esto se buscaba
hacer a través de la identificacién de conjuntos de moléculas exclusivas a cada
organismo, o linajes, surgiendo asi el concepto de las firmas proteinicas, y
después el de las firmas genomicas (Page, R.D.M. and Holmes, E.C. 1998).
Tanto las firmas proteinicas como las firmas gendmicas, incluyen proteinas y
genes respectivamente, que se encuentran presentes en todos los organismos
de un linaje, y que no tienen homélogos funcionales fuera del linaje para la cual
se les define. Dada la naturaleza de las firmas proteinicas y genémicas, es
posible utilizarlas como marcadores taxondmicos moleculares, ya que los
marcadores taxonOmicos sefalan caracteristicas especificas, Unicas y
conservadas dentro de los linajes. Los marcadores taxonémicos permiten
reconocer organismos de un linaje determinado, de una manera mas facil y

objetiva, al ser especificos y Unicos de cada linaje (Graham D. et al. 1999).

También recientemente se ha introducido un nuevo concepto, en busca
de un pardmetro universal para la clasificacion de los seres vivos, conocido
como The Bar Code of life (el codigo de barras de la vida). Este proyecto, se
basa en la utilidad potencial que podria tener un esfuerzo masivo por secuenciar

blancos genéticos uniformes en todas las especies de seres vivos, con el



objetivo de proporcionar un método practico para la identificacion de las
especies, y permitir un mejor entendimiento de la historia evolutiva de los seres
vivos (Stoeckle, M. 2003). Se ha mostrado con el andlisis de las secuencias de
la subunidad c oxidasa del citocromo (COI), que el DNA bar coding puede
distinguir al menos algunas especies entre especies cercanamente relacionadas,
a través de diversos phyla en el reino animal (Hebert et al. 2003). Con estos
ejemplos, es importante mencionar que mucha de la biologia moderna depende

de descifrar la informacion almacenada en las secuencias genémicas.

Al intentar aplicar los ya mencionados métodos de evolucion molecular a
las espiroquetas, es importante mencionar que actualmente la taxonomia de
bacterias enfrenta todos los problemas de la clasificacion biolégica en general,
como: la falta de consenso respecto al concepto de especie, que no existan
limites absolutos entre los grupos, y que no todos los grupos de organismos
cuentan con un registro fosil. Aunadas a estos problemas, se encuentran las
dificultades taxonGmicas propias de los procariontes, por ejemplo, su dificil (y a
veces imposible) aislamiento en cultivos puros, que no se reproducen de manera
sexual, la presencia de una alta tasa de transferencia horizontal, y que parecen
ser geograficamente ubicuas (pueden estar presentes en todas partes)
(Rossello-Mora & Amann, 2001). Estas dificultades, que se han ido resolviendo
por medio de las técnicas de secuenciacién y comparacion molecular (Holt, J., et
al. 1999).

En términos filogenéticos, las espiroquetas son uno de los mayores
grupos de bacterias cuyas relaciones filogenéticas naturales son evidentes por
sus caracteristicas fenotipicas, como: ultra estructura celular que es Unica entre
las Eubacterias, flagelos periplasmaticos, la resistencia que tienen al antibiético
rifampin y la presencia de ornitina en los peptidoglicanos de su pared celular
(Paster B.J. et al. 1991). Sin embargo, a pesar de que la relacion de estas

caracteristicas de alguna forma muestran la historia y naturaleza de las



espiroquetas, no son necesariamente caracteristicas definitorias, ya que algunas
de las caracteristicas compartidas podrian tener un origen analogo, en vez de
homologo (Graham D. et al. 1999).

Es importante mencionar que no existe una caracteristica fisiolégica,
ecoldgica o estructural intrinseca de un grupo de organismos, definida por la
filogenia de un solo gen, haciendo que la busqueda de un solo gen
representativo un grupo arroje poca o ninguna informacion sobre éste. Es quiza
aqui donde entra la importancia de identificar no un gen, sino una firma
gendmica, ya que la filogenia del conjunto de genes de la firma gendmica podria
arrojar datos que posteriormente permitan definir alguna caracteristica
estructural intrinseca del grupo (ya que no estardn presentes en otros grupos), o

incluso alguna caracteristica fisiol6gica o ecoldgica.

Hacer una filogenia de los genes firma de las espiroquetas, ayuda a
determinar que tan representativos son para el phylum completo de las
espiroquetas (si estan o no ampliamente distribuidos en la filogenia). Asi mismo,
permite comparar si los grupos resultantes en la filogenia de los genes firma
corresponden, en origen y distancias evolutivas a los grupos filogenéticos
descritos con 16s rRNA (Paster, B.J. et al. 1991). Esto ultimo aportaria datos,
gue podrian ayudar en la taxonomia de estas bacterias. Para esto, es importante
mencionar que los genes firma pueden funcionar como marcadores moleculares
de las espiroquetas, al ser exclusivos de éstas, dando pie a la identificacion y
descripcion de secuencias que estan presentes (conservadas) en todas las
espiroquetas. Asi, las firmas gendmicas ayudan a describir los taxa con mas
detalle, ya que su amplitud lejos de reemplazar, complementa las filogenias
moleculares hechas con 16s rRNA, que son menos costosas, mejor entendidas
en cuanto a funcion y estructura, y directamente comparables dentro de grandes
distancias evolutivas. Por lo tanto, la definicion de las firmas gendmicas de las

espiroquetas y de todos los grandes linajes ser4 de gran ayuda para la



comprension de como se dio la evolucién de los tipos modernos de células
(Graham D. et al. 1999).

Por otro lado, el reconocimiento de los genes firma de las espiroquetas
podria ayudar a sugerir uno o varios marcadores taxondmicos, siendo ésta una
importante aportacion a las futuras investigaciones sobre los miembros de este
grupo de bacterias. La identificaciébn de nuevas especies seria mas objetiva, y en
la medicina los marcadores taxondmicos serian de gran utilidad para

diagnosticar enfermedades causadas por espiroquetas.

1.1.1. Definicion y delimitacién

En realidad no existe una definicion universal de firma gendmica, ni una
sola forma de delimitarla. Para fines de este trabajo, se definio la firma gendmica
en términos generales como el conjunto de genes que es posible encontrar en al
menos dos miembros alejados de un taxén y que funcionan unicamente dentro
del taxén al que pertenecen. Las proteinas de la firma no poseen homologos que

hayan sido o puedan ser reconocidos en otros taxa.

Mas puntualmente, la firma gendémica de las espiroquetas se delimito para
este trabajo como aquellos genes que es posible encontrar en al menos una de
las especies de cada género que se analizd, que no es posible encontrar en
ningun otro grupo de organismos fuera del Phylum Spirochaete y que no tienen

homologos claros en otros grupos.



1.1.2. Ejemplo de otras firmas gendémicas de bacterias ya

determinadas

Existen dos grupos de microorganismos cuyas firmas genémicas ya han
sido identificadas, las Cianobacterias (Martin, K.A. et al. 2002) y las
Euryarchaeotas (Graham D. et al. 1999). Para determinar la firma genémica de
ambos grupos se utilizaron 8 genomas secuenciados de organismos

pertenecientes a cada uno de los dos grupos analizados.

A. Cianobacterias

En el caso de las Cianobacterias la identificacion de su firma genomica,
ha permitido describir las caracteristicas que compartieron los primeros
miembros que existieron de su grupo y la antigiedad de estos. Lo anterior
resulta de gran interés para los estudios de la historia temprana de la vida, ya
gue algunas de estas caracteristicas tuvieron gran impacto sobre la vida

primitiva y podrian incluso persistir hasta hoy en dia (Martin, K.A. et al. 2002).

Los 8 genomas de Cianobacterias hoy dia comparados, representan los
mayores linajes de las ramas derivadas mas recientemente en el arbol
filogenético de las Cianobacterias. El resultado de la comparacién, revel6 que
existen 181 genes compartidos entre Cianobacterias, que al parecer no tienen
homologos (mismo gen con la misma funcién) obvios en otras bacterias
(Apéndice 1). Aproximadamente 25% de estos genes (43 genes) estan
asociados con alguna funcién conocida; 34 de estos estan relacionados directa o
indirectamente con la fotosintesis, mientras que los 9 restantes estan
involucrados con otro tipo de funciones no relacionadas con la fotosintesis. La

mayoria de los genes de la firma (138 genes), aun son tomados como genes



hipotéticos (Martin, K.A. et al. 2002).

También se encontraron varios genes ampliamente conservados (dos o
mas genes de la firma), lo cual sugiere que las Cianobacterias pueden tener
procesos regulatorios especificos de ellas, que se hayan preservado durante su
larga historia evolutiva (Martin, K.A. et al. 2002). Por otro lado, 46 de los 181
genes de la firma estan incluidos dentro de un conjunto de 434 genes
propuestos como candidatos para la transferencia horizontal inter-dominio de
genes (Martin, K.A. et al. 2002).

Obtenida esta informacion, en el caso de las Cianobacterias, la mayoria
de los genes de la firma no contaron con una funcion asignada, y no se pudo
determinar la relevancia de los genes de la firma en las caracteristicas de las
Cianobacterias. Por lo tanto, la importancia de dichos genes aun se desconoce
(Martin, K.A. et al. 2002).

B. Euryarchaeotas

En Euryarchaeotas, la comparaciéon de genomas para obtener la firma
gendmica, llevada a cabo por Graham, et al., se hizo para poder tener una
mayor comprension del proceso evolutivo de estas bacterias. Encontraron que
en su mayoria, el conjunto de genes descritos dentro de la firma estan altamente
conservados. Estos genes cumplen su funcién Unicamente dentro de las
Archaeas, y a pesar de que el andlisis comparativo fue Unicamente entre
Euryarchaeotas - ya que hasta la fecha solo existe un genoma de
Crenarchaeales secuenciado - la firma gendmica se hizo extensiva a todas las
Archaeas (Graham D. et al. 1999).

La comparacion mostré 351 grupos de genes identificados dentro de la

firma, que comprenden 1, 149 genes codificantes de proteinas en las Archaeas.



Estos genes comprenden una porcion significativa (9 — 15%) del DNA gendémico
de los organismos comparados. Se espera que la posterior secuenciacion de
mas genomas de Crenarchaeales introduzca nuevos grupos de genes a la firma
(Graham D. et al. 1999).

La mayor parte de los genes de la firma son hipotéticos, por lo que a la
fecha, no tienen una funcién conocida, lo cual resulta l6gico, ya que la mayor
parte de los genes cuya funcién se conoce en las Archaeas, tienen homologos

en Eubacterias y Eucariontes.

Estos conjuntos de genes hipotéticos en la firma incluyen 12 grupos de
proteinas fijadoras de ATP/GTP; un grupo grande que incluye la ruta metabdlica
de la metanogénesis y 10 grupos de enzimas procesadoras de DNA o RNA
tnicas de Archaeotas. Por definicion los grupos no incluyen proteinas
conservadas universalmente (translacion, transcripcion, metabolismo central,
division celular, y la biosintesis de aminoacidos y nucleoétidos), y estan casi por

completo ausentes (Graham, D. et al. 1999).

A pesar de que ninguna de las proteinas de la firma gendomica de las
Euryarchaeas tiene homdlogas cercanas fuera de los genomas de las Archaeas,
algunas de ellas han divergido funcionalmente de sus homologas en los
genomas de Eubacterias y Eucariontes. A pesar de ello se toman dentro de la
firma, ya que su modo de operacion ancestral, como parte de una ruta
metabdlica metanogénica reductiva (en organismos Euryarchaeales
profundamente ramificados), encaja dentro del criterio de funcién Unica dentro

del linaje de las Archaeas (Graham, D. et al. 1999).

En perspectiva, la firma gendmica de las Euryarcheas cuestiona el punto
de vista clasico sobre aquello que distingue de mejor forma las Archaeas de las

Eubacterias o los Eucariontes. Los factores de resistencia a antibiodticos, las



proteinas de pared celular y la mayor parte de los sistemas procesadores de
informacién estan ausentes en la firma. En su lugar se encuentran sistemas
energéticos claves, biosintesis de cofactores y muchos genes aun no
caracterizados. Por lo tanto esta firma apoya la conclusion filogenética de que
las Archaeas son un gran linaje que divergié ancestralmente, y que contiene una

gran proporcion de genes Unicos (Graham, D. et al. 1999).



1.2. Simbiosis y Simbiogénesis

El término simbiosis se refiere a un tipo de interaccion ecoldgica en la que
dos o mas organismos de diferentes especies (simbiontes), viven juntos en una
relacion muy estrecha que beneficia al menos a uno de ellos. En la naturaleza
existen innumerables ejemplos de éste tipo de relacion ecoldgica, la cual ha sido
muy popular desde hace millones afios entre los seres vivos, y ha permitido a
muchos organismos vivir en nichos ecolégicos donde individualmente no lo
habrian podido hacer (Knox, B., et al. 2005).

El término simbiogénesis se basa en el de endosimbiosis — un tipo de
simbiosis donde un simbionte vive dentro del otro (Knox, B., et al. 2005) —, y es
utilizado para nombrar el proceso por el cual a través de una relacion simbidtica
a largo plazo entre diferentes organismos surgen nuevos tipos de organismos
por “fusién” de las especies que originalmente participaban en la relacion
simbidtica (comunicacion oral, Margulis, L. 2008). En la actualidad se sabe que
fue a través de éste proceso que surgieron los primeros Eucariontes, y que asi
adquirieron varios de los organelos que poseen hoy en dia. Esta teoria fue
propuesta por Andreas Schimper en 1883 para explicar el origen de las
mitocondrias, y en 1905 por Konstantin Mereschkowsky. En 1926, Ivan Wallin
propuso que las mitocondrias se habian originado de cianobacterias capturadas
en el interior de protistas. Sin embargo, la hipétesis de Wallin estaba basada en
la falsa premisa de que las mitocondrias no contienen DNA, y fue
descontinuada. Esta idea fue retomada y desarrollada posteriormente - después
de que el DNA mitocondrial fuera identificado - por Lynn Margulis (Sagan, L.
1967), quién la consolido en su Teoria Endosimbidtica (Teoria Endosimbidtica

del origen de las células eucariéticas). Uno de los puntos de esta teoria, sefala



gue por simbiogénesis fue que se originé el undolipodio en los eucariontes a
partir de una relacién endosimbidtica que incluia espiroquetas (Margulis, L.
1981).

1.2.1. Undulipodium y cilios

Al hablar de undulipodium y cilios - los érganos de motilidad de las células
eucariontes - es importantes no confundirlos con los flagelos bacterianos, cuya

composicidon y estructura es muy diferente (ver apéndice | y figura 1.2.1.).
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Figura 1.2.1. Esquema de la estructura del flagelo de una bacteria Gram negativa

(modificacién del original, Alberts, et al. 1994).

Los cilios son apéndices que se proyectan de las células eucariontes que
miden cerca de 0.25 ym de didmetro y se encuentran en la mayoria de las
especies animales y en algunas plantas simples. Su funcion principal es mover
fluidos sobre la superficie de la célula o impulsar a las células a través de fluidos
con un tipo de movimiento ondulante (figura 1.2.2.) (Alberts, et al. 1994). Sin

embargo existe otro tipo de cilios sin movilidad que generalmente cumplen con



funciones sensoriales, y se encuentran uno por célula si los llegan a presentar.
Ciertos protistas por ejemplo, usan a los cilios tanto para recolectar particulas de
comida como para su locomocion. Los cilios también ayudan a arrastrar los
ovulos a través del oviducto, y las estructuras relacionadas. Por su parte, los
nematodos y los artropodos presentan cilios inmoviles en algunas células

nerviosas sensoriales (Alberts, et al. 1994).
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Figura 1.2.2. Diferencia entre el movimiento de los cilios y los flagelos (imagen

modificada del original de Kohidai, L. 2008, hecha para Wikimedia Commons)

Los undulipodia (singular undulipodium) al igual que los cilios, son
extensiones de las células eucariontes. Tienen forma de latigo y otorgan
movimiento de propulsion a las células individuales, por lo que a diferencia de
los cilios, son mas largos e impulsan a las células con un movimiento parecido al
de una hélice (figura 1.2.2.). Generalmente se encuentra un undulipodium por

célula. Un ejemplo de estos son las colas de los espermatozoides.

Los cilios y flagelos son estructuralmente idénticos, ambos estan
compuestos de microtubulos que son formados por moléculas de tubulina, un
heterodimero consistente de dos subunidades globulares muy cercanamente

relacionadas. Estas subunidades son proteinas relacionadas (cada una



compuesta de cerca de 450 residuos de aminoacidos) llamadas a-tubulina y

3-tubulina (Alberts, et al. 1994).

Cuando las moléculas de tubulina se ensamblan en microtubulos, forman
protofilamentos lineares con la subunidad de la B-tubulina de una molécula de
tubulina en contacto con la subunidad de la a-tubulina de la siguiente. En el
microtubulo completo hay 13 protofilamentos organizados en paralelo alrededor
de un ndcleo central que parece estar vacio en las micrografias electronicas. A
partir de que todos los protofilamentos estan alineados en paralelo con la misma
polaridad, un microtibulo es una estructura polarizada con un lado positivo y uno
negativo. El lado positivo esta localizado en la punta distal del cilio o
undulipodium (Alberts, et al. 1994).

A la estructura axial formada por microtubulos de los cilios y flagelos se le
denomina axonema, y se caracteriza por su disposicion de microtubulos 9(2)+2,
es decir, 9 pares de microtibulos fusionados periféricos y dos en el centro (o
nucleo), rodeados por una extension de la membrana plasmética de la célula,
teniendo el interior de estos érganos de locomocion acceso al citoplasma de la
célula (figura 1.2.3). En la base de los cilios y los undulipodia se encuentra un
cuerpo basal llamado cinetosoma que es el centro donde se organizan los
microtubulos, y es estructuralmente idéntico al los centriolos con la conformacion
9+0 (Margulis, L. & Dolan M.F. 2002).
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Figura 1.2.3. Esquema de la estructura 9(2)+2 del undulipodium (imagen modificada del

original de Hats, L. 2007, hecha para Wikimedia Commons).

1.2.2. Teoria Endosimbidtica de Lynn Margulis

La teoria endosimbidtica del origen de las células eucarionticas de
Margulis postula que Arqueobacterias y Eubacterias de vida libre se unieron
como células hospedera y simbionte, primero por casualidad y después por
necesidad formando asociaciones mas estables, mucho antes de que se diera la
simbiosis mitocondrial. La quimera resultante fue una célula anaerobia movil. El
ndcleo emergio dentro de esta quimera arqueobacteria-bacteria, primero como
un organelo simbidtico de union — para unir genes de ambos organismos y poder
segregarlos a su descendencia —, que posteriormente se adjunté a las
espiroguetas simbiontes que se unieron en algin momento a la quimera
original, y dieron origen al undulipodio y a todas las estructuras celulares de
movimiento interno con el arreglo 9(2)+2 caracteristico de los axonemas. Con el
paso del tiempo y conforme las presiones evolutivas favorecieron estas
relaciones simbidticas, las células asociadas quedaron permanentemente unidas

en un nuevo tipo de célula, ahora eucariontica, ya que tenia un nucleo y estaba



formada de componentes interdependientes. Este primer eucarionte era movil
gracias a su undulipodium, anaerobio debido a que aun no habia adquirido
mitocondrias, y heterétrofo ya que no tenia organulos fotosintéticos (Margulis, L.
2001).

De acuerdo a la teoria de Margulis, tres clases de organelos
(undulipodium, mitocondrias y plastidos) vivieron alguna vez como procariontes
independientes: moviles, respiradores de oxigeno y fotosintéticos,
respectivamente. Esta idea explica el material genético separado y diferente en
el caso de las mitocondrias y los plasmidos, sin embargo, el hecho de que el
undulipodium no tenga DNA asociado a ellos aun necesita explicacion (Margulis,
L. 2001).

La teoria de Margulis se ha fundamentado principalmente en que esta
secuencia de acontecimientos que describe, aparece en las relaciones
simbitticas de muchas formas modernas de vida; muchos organismos viven en
el interior de, o adheridos a, otros organismos. Por otro lado, la simbiosis
hereditaria, aquella en la cual los miembros permanecen juntos a lo largo de
todo su ciclo vital, es de una gran frecuencia también. Casi todos los grupos de
organismos poseen miembros que han formado alguna estrecha asociacion, ya
sea para la alimentacion, la limpieza o la proteccion. La fisiologia y los modelos
de herencia de las simbiosis modernas aportan analogias para la evaluacién de
esta teoria, en que los organulos celulares surgieron a través de una relacion de
simbiosis (Margulis, L. 2001).

1.2.3. Espiroquetas y el origen del undulipodium

En relacion al origen del undulipodio, en particular, la teoria de la

endosimbiosis plantea que el undolipodio surgié de una simbiosis temprana

entre una bacteria movil del tipo de las espiroquetas y una arqueobacteria. De



acuerdo con esta teoria, las espiroquetas se asociaban tanto con bacterias
heterétrofas como autétrofas, para tomar ventaja del alimento que
inevitablemente escapaba de la membrana exterior de éstas. Eventualmente las
espiroquetas ondulantes comenzaron a propulsar a las bacterias con las que se
asociaban a través del medio acuoso, y con el paso del tiempo las espiroquetas
en la superficie se integraron con su arqueobacteria acompafante y se

convirtieron en el undolipodia (Margulis, L. and Dolan M. 2002).

Este tipo de relaciones entre espiroquetas y protistas en la actualidad,
incluso simbiosis especificas de motilidad, son bien conocidas. Un ejemplo es el
de Mixotrichia paradoxa, un protista que vive en el intestino de las termitas
australianas (Mastotermes darwiniensis), y su relacion simbidtica con medio
millébn de espiroquetas que viven adheridas a su superficie. Las espiroquetas
coordinan su movimiento para impulsar a Mixotrichia (Margulis, L. and Dolan M.
2002).

Si el undulipodia se deriva de las espiroquetas, seria facil ver por qué los
eucariontes en la actualidad, varian enormemente en el nimero de undulipodia
gue portan, pero no en el tamafio y la forma de cada undulipodium. Como todas
las bacterias, las primeras espiroquetas simbiontes tenian un tamafio
caracteristico de undulipodium méas o menos constante, pero el niamero de
undulipodia que poseian era variable. Por lo tanto, es posible encontrar tan
pocos undulipodia como uno solo en ciertas especies acuaticas, y mas de un

millén en algunos ciliados (Margulis, L. and Dolan M. 2002).

La teoria del origen del undolipodia tiene ciertos puntos débiles. No existe
DNA en el cinetosoma, y el undolipodia no contiene su propio material genético.
Los genes que determinan la secuencia de aminoécidos de la tubulina se
encuentran en cromosomas en el nucleo celular, por lo que las espiorquetas

originales no dejaron ningn remanente genético separado. Perdieron sus



membranas, se fusionaron completamente y ahora dependen totalmente de la
célula protoctista, animal o vegetal para sustentarse y reproducirse. Aunque
cabe mencionar que si poseen una minima cantidad de RNA (Margulis, L. and
Dolan M. 2002).

De acuerdo a lo postulado por la teoria endosimbidtica, algunas de las
cosas que deberian encontrarse en futuras investigaciones, serian ciertas
espiroquetas que contengan proteinas hechas de secuencias de aminoacidos
similares a aquellas de la tubulina “MAPS” (microtublue-associated proteins) y
algunas otras proteinas de motilidad funcionales eucarionticas. Y si estas
espiroquetas son encontradas, deberian contener alguna parte de DNA y RNA
con las mismas secuencias de nucle6tidos que se encuentran en los genes
responsables de los kinetosomas y los axonemas (Margulis, L. and Dolan M.
2002).

Una analisis importante relacionado con el origen del undolipodio, seria la
busqueda de genes en los genomas de las espiroquetas, que en la actualidad
puedan compartir solamente con los eucariontes, e indagar aun quedan en sus
genomas rastros de aquella relacion simbiotica original, y si es posible, buscar
alguna relacion de esos genes que podrian compartir, con funciones de

motilidad.
1.3. Biologia del Phylum Spirochaetes

1.3. 1. Descripcion General del Pylum Spirochaetes

Las bacterias del Phylum Spirochaetes son bacterias Gram negativas de
morfologia ondulada o en espiral (helicoidales) y dimensiones variables (0.1 a 3

um de didmetro por 5 a 250 ym de longitud), cuya pared celular es fina y flexible.

Poseen una membrana externa muy fina y fragil esencial para la integridad



estructural de las espiroquetas, formada por multiples capas llamada envoltura
celular o membrana externa. Esta envoltura es de naturaleza lipoproteina, y
contiene lipopolisacaridos que constituyen la mayoria de los antigenos
especificos estas bacterias. La membrana externa rodea completamente al
llamado cilindro protoplasmatico (helicoidal) constituido por el citoplasma
(protoplasma) y el nacleo, y delimitado por el complejo formado por la membrana
citoplasmatica y la pared celular (capa de peptidoglicanos) que lo rodea, Unico
de las espiroquetas, ya que en el resto de las bacterias Gram negativas los
peptidoglicanos estan asociados a la membrana externa. Casi todas son
unicelulares, aunque se sospecha que Spirochaeta plicatilis pudiera ser

multicelular (Pumarola, A. et al. 1987).

La caracteristica distintiva de las espiroquetas es su mecanismo de
locomocién, que consiste de apéndices llamados filamentos axiales o flagelos
periplasmicos, que corren alrededor del cilindro protoplasmatico, y estan
cubiertos junto con el cilindro protoplasmatico por la membrana externa. Estos
flagelos pueden llegar a presentarse desde una cantidad tan pequefia como dos,
hasta una conglomeracién de cien. Su estructura es casi idéntica a la de los
flagelos bacteriales, pero sé diferencian de estos por estar permanentemente
dispuestos alrededor de la célula y por ser completamente intracelulares, ya que
se encuentran entre la membrana externa y el cilindro protoplasmatico cubiertos
por una envoltura de proteinas, azucares y lipidos. La funcion exacta de dicha
envoltura se desconoce, pero se sabe que es esencial para el funcionamiento
adecuado del filamento axial, ya que el removerla o dafarla resulta en una
perdida de movilidad en la bacteria. Uno de los extremos de cada filamento axial
se encuentra insertado cerca de un polo del cilindro protoplasmatico, y el otro
extremo queda libre. Cada polo tiene el mismo numero de flagelos
periplasmaticos insertados. En general, los extremos libres del flamento axial

tienen terminaciones en forma de gancho. Los mutantes que carecen de
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Figura 1.3.2. Esquema representativo de una espiroqueta. La cubierta
anaranjada representa la membrana externa, el &rea azul, la fina cubierta de
peptidoglicanos, que a su vez recubre el cilindro protoplasmatico
representado en verde. La linea verde oscuro sefiala la membrana
citoplasmatica, y los circulos en los polos del cilindro protoplasmético indican
los discos S de insercidon de los filamentos axiales. Las lineas moradas
alrededor del cilindro protoplasmético son los filamentos axiales (modificado

de Holt, J., et al. 1999).

Las estructuras de la cubierta y el centro del filamento axial en general
han sido vagamente caracterizados. En la bacteria Treponema pallidum, la
cubierta parece estar hecha de dos tipos proteinas grandes, una de 37
kilodaltones y la otra de 31.5 kilodaltones, y algunas otras moléculas pequefias
dispersas. El centro del filamento parece estar compuesto de al menos dos

polipéptidos, uno de 33.5 kilodaltones y el otro de 34 kilodaltones.

Las espiroguetas son microorganismos moviles, que a diferencia de otras

bacterias tienen movilidad en contacto directo con el medio externo, aun sin la



presencia de flagelos que las impulsen por rotacion. Presentan tres tipos de
movimiento en medios liquidos: rotacién a lo largo de su eje longitudinal, flexion
y progresion en forma de tirabuzon (Pumarola, A. et al. 1987). También pueden
desplazarse en ambientes altamente viscosos, medios donde otras bacterias
flageladas normalmente se vuelven inmdviles, incluso son capaces de moverse
en medios so6lidos con 1% de agar. Los mecanismos por los que el filamento
axial produce estos movimientos son desconocidos y las teorias sobre este tema

son altamente presuntuosas.

Los grupos de espiroquetas se diferencian por sus caracteres
morfolégicos y fisiologicos. Los de mayor diametro pueden observarse con un
microscopio Optico en preparaciones tefiidas con el métodos de Giemsa o de
Gram. Los mas finos solo se observan en fresco con el microscopio de fondo
oscuro y contraste de fases o por métodos de coloracion que aumenten su
diametro, como las técnicas de impregnacién antigénica (Pumarola, A. et al.
1987). En general es casi imposible cultivar a estos organismos en el laboratorio,
ya que sus necesidades nutritivas son diversas lo que hace su estudio méas
dificil, sin embargo algunas especies si pueden cultivarse en medios artificiales.
Pueden ser aerbbias o anaerbbias, y su metabolismo de tipo oxidativo o

fermentativo (Pumarola, A. et al. 1987).

Las espiroquetas se encuentran muy difundidas en la naturaleza ya sea
de vida libre y anaerobias en las aguas, o0 como simbiontes en los animales y los
humanos, donde generalmente se comportan como comensales, aunque se
tienen algunas especies patdégenas (Pumarola, A. et al. 1987). Los
carbohidratos, los aminoacidos, las largas cadenas de &cidos grasos o las

cadenas largas de alcoholes grasos les sirven de fuente de carbono y energia.



1.3.2. Taxonomia

Las espiroquetas son un grupo con muy pocas especies bien estudiadas,
por lo que su clasificacion taxonémica cambia frecuentemente conforme se
encuentran nuevas especies, son caracterizadas y es necesario reagruparlas, a
veces teniendo que reconsiderar los géneros anteriormente establecidos, siendo
muy comudn que surjan nuevos géneros y desaparezcan. En la actualidad el
numero de familias y géneros, asi como sus nombres y las especies que
incluyen varian aun ampliamente de autor a autor, salvo por algunos géneros

como Borrelia y Leptospira, que se han conocido y estudiado por mas tiempo.

En funcién de definir lo mejor posible a este grupo de bacterias para su
comparacion y andlisis, en el presente trabajo Unicamente se tomaré en cuenta
una sola de las clasificaciones existentes, la de NCBI mostrada en la figura
1.3.1. (NCBI Website, 2006). Existen otras clasificaciones importantes
propuestas para las espiroquetas como la que aparece en el Manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey’s (Holt, J. et al. 1984-1999), donde coincide
con la clasificacion de NCBI en 7 géneros (Borrelia, Brevinema, Cristispera,
Spirochaeta, Treponema, Leptospiray Leptonema), pero propone otros dos
géneros (Serpulina y Brachyspira) que no concuerdan con ninguno de los
géneros que aparecen en NCBI (Turneriella y Spironema) y que no aparecen en
Bergey’s. Esto tiene que ver los parametros que utilizan las diferente
clasificaciones para determinar los diferentes grupos y especies. En el caso del
manual de Bergey’s el enfoque es mas morfolégico y médico, de tal forma que
pardmetros genéticos importantes (como contenido G+C), no son tomados en
cuenta para la clasificacion. En el caso de la clasificacion de NCBI, los

parametros morfoldégicos no son tomados en cuenta.



En términos de la taxonomia de espiroquetas, sera necesario hacer un
consenso de los grupos hasta ahora propuestos por diferentes clasificaciones,
tomando en cuenta en la mayor cantidad posible parametros genéticos y
fenotipicos, para tener una clasificacion y una delimitacion de grupos mucho
mas objetiva (Rosell6-Mora, R., & Amann, R., 2001).

Phylum Spirochoetes Familla Género Leptospira
: Spirochoetocece Génera Leptonema
ﬂi!!ﬁ_ﬂlrﬂ:huem Génera Turnerella
Orden Spirochastales e
. Género Forrelia
T Familia

Leptospiraceqe | GéPero Brevinema
Genero Cristispera
Génern Spirochaeta
Genero Spironema

Eﬁnrnrn Treponema

Tabla 1.3.1. Clasificacion de los subgrupos del Phylum Spirochaetes (NCBI, 2006).

1.4. Espiroquetas con genoma completo secuenciado

Hoy dia existen 12 genomas de espiroquetas secuenciados completos, de
los cuales en este trabajo se utilizaron 9 para buscar su firma genética - los
disponibles en el momento en que se llevo a cabo la comparacion de secuencias
y el andlisis de datos - (KEGG Website, 2007). Losgenomas pertenecen a las
siguientes especies de espiroquetas: tres especies del género Borrelia (B.
burgdoferi, B. garinii y B. afzelii), dos del género Treponema (T. pallidum y T.
denticola) y dos especie del género Leptospira secuenciadas para dos
genotipos cada una (L. interrogans serovar LAI, L.interrogans serovar

Copenhageni, L. borgpetersenii JB197 y L. borgpetersenii L550).



De acuerdo a una filogenia publicada de espiroquetas (Paster, B.J. et al.
1991), los nueve genomas de espiroquetas utilizados para obtener la firma
gendmica pueden tomarse como representativos del phylum completo (al menos
hasta que se pueda hacer una andlisis con mas genomas), ya que los géneros
gue representan se encuentran en diferentes ramas del arbol filogenético con

distancias evolutivas aceptables entre ellas (Fig. 1.4.1.).

Para ver una descripcion mas detallada de las caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas del diverso Phylum Spirochaetes enumeradas género

por género, ver el Apéndice Il.
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Figura 1.4.1. Filogenia del Phylum Spirochaetes, con E. coli como grupo
externo. La escala representa una diferencia del 10% en las secuencias de
nucledtidos, determinada tomando la suma de todas las lineas horizontales

gue conectan dos especies (Paster, B.J. et al. 1991).



1.4.1. Descripcion de las Borrelia secuenciadas

Los genomas secuenciados del género Borrelia pertenecen a tres
especies de espiroquetas (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii) que
biol6gicamente son descritas como una misma especie: Borrelia burgdorferi
sensu lato. Hasta hace muy poco se hizo la separacion de estas tres especies
que originalmente eran variedades de una sola especie, B. burgdorferi.
Sin embargo, analisis genéticos comparativos de las diferentes variedades de
B. burgdorferi, mostraron que al menos dos de las variedades debian ser
consideradas especies separadas. De esta forma B. burgdorferi fue dividida en
tres especies separadas, B. burgdorferi sensu stricto, encontrada en los Estados
Unidos y Europa, y B. garinii y B. afzelii encontradas en Europa y Japon (Cossart
P., et al. 2005).

A. Biologia de Borrelia burgdorferi sensu lato

Las tres especies de Borrelia que se incluyen en Borrelia burgdorferi
sensu lato son morfoldgica vy fisiolégicamente idénticas, y Unicamente pueden
ser diferenciadas a nivel genético y por los sintomas que causan. Una de las
formas mas efectivas para identificar las diferentes genoespecies de
B. burgdorferi sensu lato es la amplificacion de PCR especifico de especie del
16S r DNA (De la Maza, L. et al. 2004).

Todas los microorganismos de este grupo, son bacterias altamente
patdgenas. Fueron aisladas y cultivadas por primera vez a principio de los afios
80’s por Willy Burgdofer, quien las aislé del intestino de la termita Ixodes y
posteriormente de pacientes que presentaban la enfermedad de Lyme,

confirmando a Borrelia burgdorferi sensu lato como el agente causante de esta



enfermedad (www.tigr.org). Se piensa que infectan a través de la piel,
produciendo sintomas variados como comezoén, fiebre, complicaciones
neuroldgicas y artritis (Cossart P., et al. 2005). La enfermedad de Lyme aguda
se caracteriza por fiebre, erupcién cutdnea en forma de “ojo de buey”
(concéntrica) migratoria, mialgias, y a menudo pruebas de irritacion meningea.
En una forma crénica que evoluciona durante varios afios pueden desarrollarse
meningeoencefalitis, miocarditis y artritis recurrente incapacitante (Ryan y Ray,
2004).

Estas borrelias pasan por un ciclo complejo que incluye garrapatas,
ratones y ciervos (aunque actualmente también se relaciona con aves marinas).
La enfermedad ocurre cuando las garrapatas se alimentan de seres humanos
gue invaden su habitat. La enfermedad es endémica en diversas regiones de
Estados Unidos y Canad4, y en las porciones templadas de Europa y Asia.
Cerca del 90% de los 10,000 a 15,000 casos informados cada afio en Estados
Unidos ocurren en regiones situadas a lo largo de la costa nororiental y media
del Atlantico. Es probable que la mayoria de los casos pasen inadvertidos, en

particular fuera de las regiones endémicas primarias (Ryan y Ray, 2004).

Los miembros de Borrelia burgdorferi sensu lato como el resto de las
espiroguetas son bacterias helicoidales, altamente especializadas, mdviles, con
doble membrana y de 7 a 11 flagelos periplasmaticos, las cuales viven
principalmente como patdégenos extracelulares. Las células se caracterizan por
estar conformadas por 3 a 10 giros sueltos sobre su propio eje longitudinal, y
miden de 10 a 30 ym de largo, por 0.2 a 0.5 um de diametro (Aguero-Rosenfeld
M. et al. 2005).

Los microorganismos cultivados de B. burgdorferi sensu lato son moviles
y nadan sobre las placas recién preparadas. Los organismos vivos pueden
observarse por medio de la microscopia de campo oscuro o de contraste de

fases. Estas bacterias también pueden ser vistas por medio de microscopia de



campo claro (light microscopy) después de haber sido tefiidas con tintes de
plata, o con métodos microscoépicos de fluorescencia (Aguero-Rosenfeld M. et al.
2005).

B. Parasitologia de Borrelia burgdorferi sensu lato

Como la enfermedad de Lyme es un padecimiento recién descubierto y
que tiene una biologia compleja, no se han podido establecer aun con claridad
los mecanismos patogénicos de estas borrelias en el ser humano (Ryan y Ray,
2004).

Se cree que algunas adhesinas podrian tener importancia en las etapas
incipientes de la infeccion humana. Se ha demostrado que estas proteinas y
lipoproteinas en la superficie de las bacterias, median la fijacion a integrinas,
plaguetas y elementos relacionados con colagena en la matriz extracelular
(ECM). Otras moléculas que se fijan a la plasmina sobre la superficie de las
espiroquetas pueden activar sistemas proteoliticos del huésped y facilitar su
diseminacion por la matriz extracelular hacia los tejidos adyacentes. Se sabe
gue la membrana exterior de la espirogueta contiene proteinas y un
lipopolisacérido téxico que difiere de la endotoxina Gram negativa ordinaria. El
peptidoglicano de B. burgdorferi sensu lato tiene propiedades inflamatorias,
persiste por tiempo considerable en los tejidos y puede contribuir a la artritis

cuando se deposita en los tejidos articulares (Ryan y Ray, 2004).

B. burgdorferi persiste en humanos y animales por meses 0 afios una vez
que se ha presentado la infeccién inicial, a pesar de provocar una fuerte
respuesta inmune. B. burgdorferi es susceptible a antibiéticos in vitro, sin
embargo, hay reportes contradictorios sobre la eficacia de los antibiéticos in vivo.
Por lo tanto se ha dado mucho énfasis al desarrollo de una vacuna contra la

enfermedad de Lyme.
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C. Caracteristicas genéticas de B. burgdorferi sensu stricto

El genoma de B. burgdorferi fue el primer genoma de espiroquetas en ser
completamente secuenciado (Fraser C., et al. 1997) y presenta una de las
estructuras gendomicas mas complejas conocidas en los procariontes (Porcella,
S.F. and Schwan, T.G., 2001). El tamafio del genoma de la variedad B.
burgdorferi sensu stricto B31 incluye un cromosoma linear de aproximadamente
una megabase de tamafio (910,724 pb), con un origen de replicacion localizado
en el centro (Cossart P., et al. 2005), y con un contenido G+C de 28% y 21

plasmidos (12 lineares y 9 circulares) (Aguero-Rosenfeld M. et al. 2005).

Cuando B. burgdorferi se cultiva por un periodo largo de tiempo ocurre la
pérdida de algunos sus plasmidos asi como cambios en los patrones de
expresion de proteinas, lo cual esta asociado con una pérdida en la capacidad
de infectar animales en el laboratorio sugiriendo de esta forma que los plasmidos

codifican para varios genes involucrados en su patogeneidad (www.tigr.org).

El cromosoma linear contiene 851 genes que codifican para el grupo de
proteinas de replicacion de DNA, transcripcion, translacion, transporte de
solventes y metabolismo energético, pero como en el genoma de Mycoplasma
genitalium, no contiene genes para las reacciones celulares biosintéticas, por lo
gue estas borrelias dependen completamente del huésped para la obtencion de
aminoacidos, acidos grasos, cofactores de enzimas y nucleésidos. Debido a que
B. burgdorferi y M. genitalium son bacterias distantes, se sugiere que dichas
capacidades metabdlicas limitadas reflejan una convergencia evolutiva a través
de la pérdida de genes de progenitores que eran metabolicamente competentes.
De 430 genes en 11 plasmidos, la mayoria no tienen una funcién biolégica
conocida; 39% de los genes de los plasmidos son paralogos que forman 47

familias genéticas. La significacion biolégica de los genes codificantes en los



multiples plasmidos aun no es clara, pero podria estar involucrada con una

variacion antigénica o con una evasion inmune (Ostberg Y.,et al. 2004).

No todas las variedades de B. burgdorferi tienen el complemento de
plasmidos completos, por lo que el tamafio del genoma completo de las
diferentes B. burgdorferi aisladas puede variar (Aguero-Rosenfeld M. et al.
2005). En general poseen una abundancia de genes virulentos obvios pero mas
aun, un gran nimero de genes para la quimiotaxis, los cuales se encuentran
duplicados entre los diferentes plasmidos. Se ha sugerido que pueden ser
importantes en el proceso patoldgico con una posible expresion diferencial de
los genes duplicados en diversos tejidos. Debido a esto, y a que muchos otros
genes son encontrados también en varios de los plasmidos se piensa que podria
ser la base para la recombinaciéon que lleva a las variaciones antigénicas. Esta
evidencia de recombinacion viene de pseudogenes en los plasmidos, que llegan
a disminuir la capacidad para codificar de éstos hasta un 71% comparada con el

93% en el cromosoma (Cossart P., et al. 2005).

Los analisis genéticos han revelado también que B. burgdorferi posee
ciertas estructuras genéticas poco comunes entre los procariontes como su
cromosoma linear y multiples pladsmidos lineares y circulares dentro de la misma
bacteria. También B. burgdorferi muestra una organizacion Unica en su grupo de
genes de rRNA, gque consiste de un solo gen 16s rRNA (rrs), un 23s (rrl) repetido
en tandem y genes 5s (rrf) rRNA. Asi mismo, esta especie cuenta con mas de
150 genes que codifican para lipoproteinas que constan el 4.9% de los genes
cromosomales y el 14.5% de los genes en los plasmidos, lo cual es
significativamente méas alto que en cualquier otro genoma de bacteria

secuenciado hasta la fecha (Aguero-Rosenfeld M. et al. 2005).

Otros aspectos genéticos particulares de B. burgdorferi son una fraccion

substancial de DNA de los plasmidos que parece encontrarse en un estado de



decaimiento evolutivo (tienden a desaparecer), la evidencia de numerosos
rearreglos potencialmente recientes de DNA entre los genes de los plasmidos, y
la ausencia de genes conocidos que codifiquen para enzimas requeridas para la
sintesis de aminoé&cidos, acidos grasos, cofactores de enzimas y nucledtidos. B.
burgdorferi también carece de genes que codifiguen para enzimas del ciclo del
acido tricarboxilico o para compuestos involucrados en el transporte de
electrones. Todas estas caracteristicas genéticas particulares de B. burgdorferi
remiten necesariamente a la naturaleza parésita de este microorganismo
(Aguero-Rosenfeld M. et al. 2005).

D. Caracteristicas genéticas de Borrelia garinii

La especie Borrelia garinii fue originalmente clasificada como una
variedad de Borrelia burgdorferi, sin embargo, B. garinii fue subsecuentemente
determinada como una especie separada con base en analisis genéticos
(Baranton G.,et al. 1992). La variedad tipo de B. garinii fue aislada de la especie
de garrapata Ixodes ricinus en Francia, y es el mayor agente causante de las
borreliosis asociadas a las garrapatas en Eurasia. Los sintomas que ocasiona

este organismo difieren de los causados por B. burgdorferi.

B. garinii es transmitida por aves y roedores (hospederos) a los humanos
a través de I. ricinus y |. persulcatus. Por su parte, |. uriae es una garrapata de
aves marinas que recientemente también fue identificada como hospedera de B.
garinii, manteniendo a este agente en un silencioso ciclo enzootico en las aves
marinas y sus nidos sobre una gran pero discontinua area (Smith R., et al.
2006).

Borrelia garinii posee un cromosoma linear de 904,246 pb con un
contenido G+C del 28%. Este cromosoma contiene un total de 870 genes, de los

cuales 832 codifican para proteinas. Hasta el momento solo se han identificado



dos de los plasmidos en este organismo (cp26 y Ip54), ambos lineares, que
contienen aproximadamente 100 genes en total (www.ncbi.nlm.nih.gov), pero
como el resto de las Borrelias, B.garinii posee mas de 20 plasmidos que pueden
ser lineares o circulares. Al igual que el genoma de B. burgdorferi, el genoma de
B. garinii no contiene genes para las reacciones celulares biosintéticas, por lo

que también depende de su huésped.

Un andlisis comparativo entre el genoma de Borrelia garinii variedad Pbi y
B. burgdorferi sensu stricto B31, mostré que la mayor parte del cromosoma
linear se ha conservado en ambas especies (92.7% de identidad tanto en DNA
como en aminoacidos), y no se observaron reareglos cromosomales,
(inserciones o pérdidas grandes). El cromosoma y los dos plasmidos lineares
(Ip54 y cp26) de B. garinii, parecen pertenecer al inventario gendmico basico de
las especies Borrelia. La comparacion genética también mostré que la mayoria
de la informacién genética en los plasmidos de B. burgdorferi estd también
presente en B. garinii, a pesar de que los genes ortdlogos no son faciles de
definir debido a la alta redundancia en los plasmidos. Sin embargo, no se
encontrd contraparte alguna para los plasmidos Ip36 K y Ip38 J de B. burgdorferi
en el repertorio genético de B. garinii. De esta forma se sugiri6 que las
diferencias fenotipicas entres estas dos especies se pueden atribuir a la
presencia o ausencia de estos dos plasmidos, asi como los genes
potencialmente seleccionados positivamente, ya que las duplicaciones y
reareglos interplasmidicos pueden cambiar el fenotipo virulento de las especies
de Borrelia (Glockner G., et al. 2004).

De los genes predichos para B. burgdorferi, 36 no estan presentes en el
genoma de B. garinii, donde dos de las secuencias codificantes que aun no han
sido verificadas parecen estar fusionadas con sus secuencias codificantes
vecinas. En total 768 genes se encuentran predichos igualmente para ambas

especies (Glockner G., et al. 2004). La mayor parte de los plasmidos de



B. garinii aun deben ser aislados y estudiados, para poder tener una mejor
perspectiva de las caracteristicas Unicas de esta especie en comparacion al
resto de las Borrelias, asi como para entender en cuales de sus genes o

plasmidos esta la clave para su tipo de virulencia en particular.

E. Caracteristicas genéticas de Borrelia afzelii

Borrelia afzelii es una genoespecie de B. burgdorferi sensu lato
prevalente en Europa y principalmente en Asia. En estudios recientes para la
identificacion genotipica de las genoespecies de B. burgdorferi sensu lato (como
PCR especifico de especie, analisis de la curva de fusionamiento o analisis
polimorfico amplificado al azar de DNA) se ha encontrado que la diferencia entre
los valores de referencia encontrados para B. burgdorferi sensu stricto y B.
afzelii es demasiado pequeia, de tal forma que no pueden ser utilizados para

distinguir las dos especies (Pietila, J. et al. 2000).

Aungue estas dos especies podrian ser diferenciadas si un gen con una
mas amplia heterogeneidad fuera utilizado para su identificacion y descripcién
genotipica en futuros andlisis, por el momento es dificil contar con una
descripcion genética que difiera mucho de la hecha para B. burgdorferi sensu
estricto (Pietila, J. et al. 2000), esto también debido a la falta de investigacién
sobre B. azfelii como una especie separada, ocasionada por su reciente

separacion como especie independiente de B. burgdorferi sensu stricto.

El genoma de B. afzelii mide 905,394 pb, y tiene un contenido G+C del
28%. Su cromosoma es linera, y hasta la fecha han sido identificados 8 de sus
plasmidos (cp30, cp27, Ip60, Ip60-2, Ip34, Ip32, Ip28 y Ip25). Tiene 894 genes de

los cuales 855 han sido predichos para ser codificantes (www.ncbi.nlm.nih.gov).



Al igual que para B. garinii es necesario aislar y analizar los plasmidos
de B. afzelii, para poder entender la diferencia entre su tipo de virulencia y el del
resto de las Borrelias. Un andlisis genético comparativo entre B. afzelii, B. garinii
y B. burgdorferi seria de gran utilidad, aunque es posible sugerir que el
cromosoma de estas 3 especies resultaria ser coolinear, y sus diferencias
fenotipicas y virulentas serian el resultado de la presencia o ausencia de ciertos

plasmidos en especifico.
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1.4.2 Descripcion de las especies de Treponema secuenciadas

A. Biologiade Treponema pallidum

Treponema pallidum es el organismo responsable de la sifilis, una
enfermedad sistémica de evolucion crénica transmitida por contacto sexual, que
se reconocid por primera vez durante el siglo XVI y fue considerada como una
de las grandes plagas que se extendié por Europa como consecuencia de la
urbanizacién y las campafas militares. Su evolucion extendida y la naturaleza
variable y a menudo impresionante de sus manifestaciones (Ulceras genitales,
ataxia, demencia, estallamiento aértico), se deben a un estado de parasitismo
equilibrado que dura decenios. La bacteria causante de la sifilis es en realidad

una subespecie, T. pallidum subespecie pallidum (Ryan y Ray, 2005).

Los miembros de esta especie son espiroquetas delgadas con forma de
sacacorchos por sus extremidades afiladas, de 5 a 15 ym de longitud por 0.15
um de didmetro, con espirales regulares (de 4 a 14) con una longitud de onda de
1 ym y una amplitud de 0.3 ym. Son bacterias que poseen de 6 a 8 flagelos
periplasmaticos enredados alrededor del cilindro protoplasmatico (Zavala, 1995).
Su motilidad es rotatoria y lenta caracteristicamente, con flexiones repentinas en

un angulo de 90° (Ryan y Ray, 2005).

Para observar estos microorganismos se utilizan la microscopia de campo
oscuro, técnicas histolégicas de impregnacidon antigénica o técnicas de
inmunofluorescencia (Urefia, 2002). El cultivo de estas bacterias es dificil, hasta
ahora se han logrado mantener cepas vivas inoculadas en testiculos de conejo,
trasfiriéendolas periddicamente bajo un control cuidadoso de la tension de
oxigeno y pH. Se multiplica durante varias generaciones en un cultivo celular
primario. Su crecimiento es lento, con un tiempo promedio de generacion de 30

horas. Debido a su dificil cultivo, la informacién sobre las propiedades



metabdlicas de los miembros de esta especie es limitada por la dificultad
extrema para obtener microorganismos suficientes para su estudio. Treponema
pallidum es en extremo susceptible a cualquier desviacion en las condiciones
fisiolégicas de su entorno. Muere con rapidez al desecarse y lo matan con
facilidad gran variedad de detergentes y desinfectantes. También es muy

susceptible a cambios de temperatura (Ryan y Ray, 2005).

La capacidad patogénica de estos microorganismos parece estar
relacionada con su capacidad de adherirse por medio de las proteinas en su
membrana externa, a ciertos receptores celulares (fibronectina) del hospedero,
junto con la produccion en las cepas virulentas de hialuronidasa, que actua
sobre el &cido hialurénico presente en los espacios intercelulares de los
hospederos, facilitando la infiltracion perivascular, con una respuesta inmune
fundamentalmente de base celular, a la que se debe la destruccion tisular y las

lesiones observadas (Urefia, 2002).

B. Caracteristicas genéticas de Treponema pallidum

El genoma de Treponema pallidum fue el segundo genoma de
espiroquetas en ser secuenciado (Fraser, C.M., et al. 1998). A diferencia de
Borrelia burgdorferi sensu stricto, el genoma de T. pallidum posee un
cromosoma circular de 1,138,011 pb, con un solo replicon y un contenido G+C
del 52%, para el cual se han predicho 1,036 proteinas de las cuales 46% tienen
ortdlogas en B. burgdorferi. Mas de 70 de estas proteinas ortdlogas parecen ser
Unicas de espiroquetas, sin embargo no estan presentes en los pldsmidos de B.
burgdorferi. Las similitudes en los complementos de genes para la reparacion de
DNA, el transporte y el metabolismo de energia, junto con la ausencia de genes
para las rutas metabdlicas biosintéticas, sugieren que B. burgdorferi y T.

pallidum pueden haber sufrido evolucidn reductiva convergente. A pesar de que



ambos genomas favorecen los transportadores de amplio espectro, estos
frecuentemente estdn compuestos de diferentes familias de transportadores de

proteinas (Cossart P., et al. 2005).

El hecho de que para mas de la mitad de las secuencias codificantes
predichas para T. pallidum no se hayan encontrado ortélogos en B. burgdorferi
sensu stricto, da una idea de cuan lejanamente estan emparentadas estas dos
especies de bacterias, y ya que el 80% de los genes predichos para T. pallidum
no cuentan con una funcion biolégica conocida, aun hace falta mucha
investigacion sobre la genética y biologia de T. pallidum (Cossart P., et al. 2005),
sobre todo para poder relacionar ciertos aspectos de su patogeneidad con

algunas de sus caracteristicas genéticas particulares.

La naturaleza microaerofilica de T. pallidum se correlaciona con un
requerimiento metabdlico de oxigeno junto con la ausencia de enzimas para la
proteccion contra sus propiedades destructivas. La ausencia de enzimas en la
membrana externa de T. pallidum ocasiona problemas para su deteccién inmune
y el desarrollo de vacunas. De esta forma es de gran interés que la
secuenciaciéon del genoma muestre una numerosa familia de proteinas (TprA-L)

las cuales pueden funcionar como porinas o adhesinas (Cossart P., et al. 2005).

Por otro lado, es importante mencionar que la especie Treponema
pallidum incluye tres subespecies (subesp. Pallidum [Sifilis], subesp. Endemicum
[bejel], y subesp. Pertenue [yaws]). Esta clasificacion esta basada en los rasgos
distintivos de los hospederos y la manifestacion clinica de cada infeccion. Estas
tres subespecies son morfolégicamente indistinguibles por microscopia de
inmunofluorescencia o electronica, e inducen cambios histopatologicos similares,

indicando un alto nivel de relacion antigénica (Centurion-Lara A., et al. 2006).



C. Biologia de Treponema denticola

Las bacterias de la especie Treponema denticola son espiroquetas
relacionadas con la incidencia y la severidad de las enfermedades periodontales
humanas, que se comportan casi como patdégenos oportunistas. Son bacterias
anaerobias estrictas, probablemente de las bacterias conocidas que requieren él
mas bajo potencial de oxidorreduccion. Miden de 6 a 12 ym de largo por 0.5 ym
de didmetro, tienen pliegues poco pegados entre si y poseen de 2 a 10 flagelos
periplasmaticos. La energia que requieren la obtienen del metabolismo de

aminoécidos (Urefia, 2002).

Como parasitos de la cavidad bucal de los humanos, viven en las zonas
mas profundas de las placas supragingivales o en el surco gingival, es decir
donde las condiciones anaerobias permiten su desarrollo. Su crecimiento se
establece por sinergia con otras bacterias que les proporcionan compuestos
excretados y productos de deshecho que las T. denticola pueden aprovechar.
Viven dentro de una comunidad microbiana muy compleja y diversa, por lo que
son microorganismos altamente especializados. Estas bacterias poseen una
adaptacion especial al medio que les permite utilizar cualquier nutriente que les
sea necesario (Urefa, 2002). En estudios recientes se ha encontrado que T.
denticola forma agregaciones especificas dentro de la cavidad bucal con las
bacterias P. gingivalis, S. crista y Fusobacterium nucleatum (Edwards, A.M. et al.
2003).

La infeccidn polimicrobial y la inflamacion de la gingiva que causan estos
microorganismos la llega a presentar el 80% de la poblacion adulta en alguna
etapa de su vida, y puede evolucionar a formas severas incluyendo una
periodontitis refractoria y una necrogingivitis aguda, resultando en una

reabsorcion 0sea o la pérdida de los dientes (Seshadri, R. et al. 2004)..



T. denticola produce una enzima similar a la tripsina y algunas enzimas
del tipo las esterasas y fosfatasas activas sobre diversos sustratos. Esta bacteria
degrada la gelatina y tiene la capacidad de producir acidos grasos de cadena
corta, que pueden ejercer un efecto toxico tisular. Su movilidad le permite
penetrar, invadir y difundirse en los tejidos periodontales de tal forma que en
esta zona las sustancias como la endotoxina u otros compuestos toxicos
actuarian directamente sobre los fibroblastos, las células epiteliales y otros
componentes tisulares. In vitro, T. denticola altera la funcionalidad de los
leucocitos polimorfonucleares, inhibiendo la fusion de los fagosomas y lisosomas
asi como disminuyendo la respuesta linfocitica a varios antigenos y mutagenos,
causando una inmunodepresion que podria ser la causa del déficit de

anticuerpos que existe en las periodontitis mas agresivas (Urefia, 2002).

D. Caracteristicas genéticas de Treponema denticola

El genoma de Treponema denticola refleja claramente sus adaptaciones
para la colonizacion y la supervivencia en la placa dental subgingival.
Comparada con otras espiroquetas, T. denticola es relativamente facil de cultivar
y manipular genéticamente, haciéndola un excelente modelo para la

investigacion de las espiroquetas (Seshadri, R. et al. 2004).

El cromosoma de 2,843,201 pb de T. denticola con una concentracion de
G+C del 37%, se predice codifica 2,767 proteinas de las cuales el 26.5% (734
secuencias codificantes) son Unicas. A pesar de que el tamafio del genoma de
T. denticola es considerablemente mas grande que el de T. pallidum, el nGmero
de RNAs estables presentes en cada uno es casi idéntico. Las diferencias entre
ambos genomas se atribuyen a la combinacién de tres fenbmenos: reduccién
gendmica, expansiones especificas al linaje y transferencia horizontal de genes.
Los genes perdidos a consecuencia de la evolucion reductiva parecen estar

ampliamente implicados en el metabolismo y el transporte, mientras que los



genes que han aparecido a consecuencia de expansiones especificas al linaje,
estan implicados en varios tipos de interacciones patdgenas. Los genes
adquiridos via transferencia horizontal de genes estan relacionados con la

fagocitosis 0 no se conoce su funcién (Seshadri, R. et al. 2004).

La organizacion del origen cromosomico de replicacion de T. denticola es
diferente de la organizacién tipica de las bacterias, incluidas el resto de las
espiroquetas. Esto sugiere que quizd hubo un rearreglo genético especifico del

linaje en la region del origen de la replicacion (Seshadri, R. et al. 2004).

Se ha propuesto que el genoma de T. pallidum se derivo del genoma de
T. denticola o de otros treponemas asociados a hospederos, a través de la
delecion y la divergencia. Las comparaciones revelan que el genoma de
T. pallidum comparte una identidad limitada de nucledtidos con el genoma de
T. denticola. Cerca de un cuarto de los genes de T. denticola (728 genes) tienen
sus contrapartes mas similares en el genoma de T. pallidum, y en promedio,
estos comparten solamente 53% de la identidad en aminoéacidos (70.6% de
similitud). Esencialmente no existe una conservacion en el orden de los genes
entre los genomas de ambas especies (a excepcidon de los operones altamente
conservados que codifican para proteinas ribosomales (TDEQ766-TDE0792) y
flagelares (TDE1198-TDE1219)(Seshadri, R. et al. 2004).

Los estudios genéticos han mostrado que la divergencia entre T. denticola
y T. pallidum de su ancestro comdn fue un evento muy antiguo relativo a la
reciente divergencia de muchos grupos de bacterias. La comparacion del
genoma completo de T. denticola con el de otras espiroquetas secuenciadas,
revel6 un conjunto de 618 genes conservados en otros tres genomas de
espiroguetas. De estos aproximadamente 90% tienen una funcién asignada,
principalmente de mantenimiento (replicacion de DNA, division celular,

transcripcion, translacion, metabolismo de energia, etc.), y los genes restantes



incluyen transportadores ABC (aproximadamente 120 CDS), y genes

relacionados la quimiotaxia (Seshadri, R. et al. 2004).

Un total de 1,268 genes de T. denticola no tienen una contraparte en el
genoma del resto de las espiroquetas. Mas de la mitad de estos son genes
hipotéticos (Seshadri, R. et al. 2004).

Un pequefio subconjunto de 618 productos genéticos predichos
conservados en T. denticola y el resto de las espiroquetas no tienen
contrapartes significativas en otros phyla. Estos incluyen componentes
flagelares, FliL (TDE2764) y FliE (TDE1214), la proteina putativa de membrana
exterior FlaA (TDE1408) y sus paralogos distantes TDE1712 y TDE1409 que
guizad pueden contribuir a la ubicacion flagelar periplasméatica Unica de las
espiroquetas y a sus propiedades de motilidad. Los otros genes asociados a
espiroquetas (TDE2598, TDE2751, TDE1300 y TDE1334) no tienen una funcién
predicha, y dos tienen regiones de similitud al fibronectina (TDE0446), y a las
proteinas con dominio TPR (TDE2696). Este grupo de genes podria ser el
responsable de las propiedades especificas de espiroquetas, incluyendo su

morfologia y las interacciones hospedero-patdégeno (Seshadri, R. et al. 2004).

1.4.3. Descripcion de las especies de Leptospiras secuenciadas

A. Biologia de Leptospira interrogans

Leptospira interrogans es una de las especies patdégenas del género
Leptospira e infecta tanto a humanos como a animales. Es una espiroqueta
delgada de unos 0.15 ym de diametro por 5 a 15 ym de longitud, con espirales
muy finas y apretadas, y extremos en forma de gancho. Estas bacterias
Uunicamente poseen un flagelo protoplasmatico en cada polo de la célula. No es

posible visualizarlas con los procedimientos ordinarios de coloracion, y su



identificacion se logra mejor con microscopia de campo oscuro. Puede cultivarse
de forma aerobia en ciertos medios especiales semisolidos enriquecidos. Las
bacterias de esta especie puede sobrevivir en el ambiente durante dias o
semanas en algunas aguas con pH superior a 7.0. Las condiciones &cidas, como
las que pueden encontrarse en la orina, matan rapido a este microorganismo. Es
muy sensible a la desecacion y a gran variedad de desinfectantes. (Ryan, K.J. y
Ray, C.G. 2005). Las bacterias de esta especie y sus serotipos utilizan la beta-
oxidacién de cadenas largas de acidos grasos como su mayor fuente de energia

y de carbono (Nascimento, A. et al. 2004).

Leptospira interrogans ha sido clasificada serolégicamente en multiples
serogrupos y mas de 200 serotipos patdgenos, muchos de ellos considerados
especies con anterioridad (p.ej., L. icterohaemorrhagiae, L. canicola y
L. pomona). Esta diversidad de serotipos es el resultado de la heterogeneidad
estructural en el componente carbohidrato de los lipopolisacaridos (Nascimento
A. et al. 2004). Los serotipos o serogrupos ademas se catalogan con base en su
ocurrencia geogréfica, las diferencias en las especies que los hospedan y los
sintomas clinicos relacionados. La distincion entre serogrupos y serotipos tiene
importancia epidemioldgica y epizoolédgica, pero no clinica (Ryan, K.J. y Ray,
C.G. 2005).

Leptospira interrogans es uno de los agentes causantes de la
leptospirosis, una enfermedad sistémica del tipo de la influenza, relacionada con
aguas contaminadas por orina de animales. Se inicia con fiebre, nauseas,
vomitos, cefalea, dolor abdominal y mialgias. En casos graves ocurre una
segunda fase caracterizada por el trastorno de las funciones hepética y renales,
con ictericia, postracion y colapso circulatorio. A menudo se encuentra afectado
el sistema nervioso central, con cuello rigido y cambios inflamatorios en el

liquido cefalorraquideo (Ryan, K.J. y Ray, C.G. 2005).



Muchos de los serotipos estan adaptados a huéspedes mamiferos
especificos, que transportan a estos microorganismos en sus tubulos renales.
Debido al gran espectro de especies animales que sirven de reservorios a estas
bacterias, la leptospirosis es considerada como la enfermedad zoontica mas

ampliamente distribuida en el mundo (Nascimento A. et al. 2004).

B. Caracteristicas genéticas de Leptospira interrogans serovar

Copenhageni

El genoma de L. interrogans serovar Copenhageni contiene dos
cromosomas circulares con un total de 4,627,366 pb. El cromosoma | tiene
4,277,185 pb, con un contenido G+C del 35% y el cromosoma Il mide 350,181
pb, con un contenido G+C del 35% (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para el cromosoma |
hay 3394 secuencias codificantes, de un total de 3481 genes. Para el
cromosoma Il se han predicho 264 secuencias codificantes de un total de 272
genes. El origen de replicacion del replicén grande se identifico entre los genes
dnaA y dnaN, como en los genomas de otras bacterias, sin embargo, los genes
rRNA de L. interrogans serovar Copenhageni no estan organizados en operones
como en la mayoria de las bacterias, encontrandose dispersos a lo largo del

cromosoma | (Nascimento, A. et al. 2004).

El genoma de L. interrogans serovar Copenhageni incluye un nimero
relativamente grande de genes relacionados con la motilidad y la quimiotaxis.
Las bacterias por lo regular poseen cerca de 50 genes que codifican para
proteinas estructurales y funcionales involucradas en la motilidad. Un nimero
similar de genes se han identificado para las espiroquetas T. pallidum y B.
burgdorferi sensu stricto. Aparentemente, el aparato de motilidad y quimiotaxis
de L. interrogans serovar Copenhageni es mas complejo, ya que su genoma
contiene al menos 79 genes putativos asociados a la motilidad. Todos los genes

se encuentran bien conservados entre L. interrogans serovar Copenhageni, T.



pallidum y B. burgdorferi sensu stricto, y 42 de estos genes son comunes a estos
tres géneros. Sin embargo, el genoma L. interrogans serovar Copenhageni
contiene copias multiples de cierto nimero de genes asociados al movimiento,
que contribuyen parcialmente al alto nimero de estos genes en sus
cromosomas. Por ejemplo, el genoma del L. interrogans serovar Copenhageni
contiene 5 genes fla B, 4 genes motB y 2 genes motA comparados con 3 genes
flaB y una sola copia de los genes motA y motB en el genoma de T. pallidum, y
una sola copia de cada uno en el genoma de B. burgdorferi (Nascimento, A. et
al. 2004).

En L. interrogans serovar Copenhageni como en T. pallidum y B.
burgdorferi, la mayoria de los genes estructurales y funcionales de movimiento
se localizan en operones potenciales. Sin embargo, probablemente los operones
en L. interrogans serovar Copenhageni sufrieron reareglos extensivos, ya que
generalmente son mas pequefios, muy frecuentemente correspondiendo
Unicamente a partes de los operones principales de Treponema y Borrelia. La
diferencia en numero de genes y su organizacion en operones podria estar
asociada a la gran flexibilidad de las leptospiras patdégenas en general,
permitiéndoles sobrevivir y adaptarse a una variedad de ambientes y

hospederos (Nascimento, A. et al. 2004).

El genoma de L. interrogans serovar Copenhageni provee un nuevo
entendimiento sobre las rutas metabdlicas, familias de transportadores,
respuestas al medio ambiente y patogeneidad. Una amplia seleccién de
proteinas reguladoras le permite a este microorganismo responder a las sefiales
del ambiente. Varias categorias de proteinas expuestas a la superficie
requeridas para la colonizacion y la supervivencia del hospedero mamifero han
sido identificadas en L. interrogans serovar Copenhageni. Dichas proteinas
podrian tener un rol importante en el mecanismo de la patogeneidad leptospiral y

la inmunidad protectora. Las proteinas expuestas a la superficie que se



conservan entre los serotipos patégenos podrian ser usadas en el desarrollo de

vacunas para la prevencién de la leptospirosis (Nascimento, A. et al. 2004).

C. Caracteristicas genéticas de Leptospira interrogans serovar Lai

Leptospira interrogans serovar Lai fue identificado por primera vez en
1958 en China, donde es el agente etiolégico causante de leptospirosis mas
comunmente encontrado, responsable del 50% de los casos reportados. En
1966 fue catalogada como un nuevo serovar dentro del serogrupo
icterohaemorrhagiae, que contiene otros 11 serovares (Masuzawa, T. et al.
1988).

El genoma de Leptospira interrogans serovar Lai al igual que el genoma
del serovar Copenhageni tiene dos cromosomas, pero a diferencia del serovar
Copenhageni, Leptospira interrogans serovar Lai posee un plasmido circular de
54 kb de largo, que contiene 103 secuencias codificantes predichas ausentes en
el genoma del serovar Copenhageni. Este plasmido es una isla gendémica
patogénica que se encuentra en algunos otros serotipos de L. interrogans
(Bourhy, P. et al. 2007). El cromosoma | de Leptospira interrogans serovar Lai,
mide 4,332,241 pb con un contenido G+C del 35%, y el cromosoma Il mide
358,943 pb con un contenido G+C del 35% también. Se han predicho 4,727

genes codificantes en total para los dos cromosomas (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Un analisis comparativo hecho entre los genomas de L. interrogans
serovar Lai y el del serovar Copenhageni, mostré un porcentaje promedio de
identidad de nucledtidos entre ambos genomas del 95%. El porcentaje promedio
de identidad de nucledétidos entre pares de genes codificantes predichos que son
ortélogos fue del 99%. Los cromosomas Il de ambas serovares son colineares,
pero existe un inversion grande en el cromosoma |, y la evidencia sugiere que el

rearreglo se llevo a cabo en el serovar Lai (Nascimento, A. et al. 2004).



El genoma de L.interrogans serovar Lai contiene al menos 79 genes
asociados a la motilidad, y 5 genes que codifican para hemolisinas
esfingomilasas secretadas del tipo C y una fosfolipasa que le sirven a la hora de
infectar diferentes tejidos para degradar las membranas celulares (Nascimento,
A. et al. 2004).

D. Biologia de Letospira borgpetersenii

Leptospira borgpetersenii es otra de las especies patdgenas del género
Leptospira, que fue aislada por primera vez en 1987 (Yasuda, et al. 1987). Son
bacterias con células espirales, delgadas y extremos en forma de gancho de 0.1
um de diametro por aproximadamente 6 ym de longitud. Al igual que el resto de
las leptospiras solamente poseen un flagelo periplasmatico en cada polo celular.
Estas bacterias son patdégenos aerobios, y son los agentes causantes de la
leptospirosis bovina que infectan principalmente ganado, causando grandes
pérdidas por mortalidad y abortos en la industria ganadera. Sin embargo,
también pueden llegar a causar infecciones zoonoticas en los humanos
(Naiman, Brian M. et. al. 2002). La transmision de la leptospirosis bovina ocurre
Unicamente de hospedero a hospedero, ya que recientemente se ha descubierto
gue L. borgpetersenii esta perdiendo su capacidad de vivir en el agua y esta
evolucionando hacia un ciclo estricto de transmision de huésped a huésped
(Bulach, D.M., et al. 2006).

Los miembros de esta especie son organismos mesofilicos, por lo que su
temperatura Optima de crecimiento es de 28 a 32°C. Son parasitos obligados,
por lo que no es posible cultivarlos en el laboratorio y no existen muchos
estudios sobre su crecimiento o caracteristicas morfologicas. En general se han
estudiado mas ampliamente a nivel genético, sobre todo su expresion proteinica

durante la infeccién. El serovar mas estudiado hasta ahora es el serovar Hardjo.



E. Caracterisiticas genéticas de Leptospira borgpetersenii
variedades L550y JB197.

Leptospira borgpetersenii L550 y Leptospira borgpetersenii JB197 son
dos variedades genéticas virulentas del serotipo Hardjo, uno de los mas
frecuentemente utilizados para estudios de patogeneidad (Bulach, D.M., et al.
2006). El genoma de ambas variedades contienen dos cromosomas circulares,
uno grande y uno pequefio. EI cromosoma | de la variedad L550 mide 3,614,446
pb con un contenido G+C del 40%, y su cromosoma Il mide 317,336 pb con un
contenido G+C del 40%. En total para ambos cromosomas se predicen 2,945
secuencias codificantes. Por su parte el cromosoma | de la variedad JB197 mide
3,576,473 pb con un contenido G+C del 40%, y el cromosoma Il mide 299,762
pb con un contenido G+C también del 40% . En total para ambos cromosomas

se predicen 2,880 secuencias codificantes (www.ncbi.nlm.nih.gov).

El cromosoma | (Cl) de ambas variedades es un cromosoma bacteriano
tipico, posee la mayoria de los genes para el mantenimiento celular, incluyendo
aquellos que codifican para todos los tipos de RNA, la mayoria de las proteinas
ribosomales, y los necesarios para la sintesis del DNA y el proceso de
replicacion. Como en las otras leptospiras, los genes rRNA no estan organizados
en operones, encontrandose dispersos alrededor del replicon del cromosoma |
(Bulach, D.M., et al. 2006).

En una comparacién hecha entre los genomas de las dos variedades de
L. borgpetersenii (L550 y JB197) contra el genoma de L. interrogans, se
encontré6 que los genomas de las variedades de L. borgpetersenii son en
promedio 16% mas pequefios que el de L. interrogans. El 12% de las
secuencias codificantes predichas para las variedades L550 y JB197 codifican

para transposasas 0 son pseudogenes o son fragmentos de genes, en



comparacion con soélo el 4% en el genoma de L. interrogans, por lo que se
concluyé que L. borgpetersenii esta sufriendo una reduccion gendémica, al
contrario que L. interrogans cuyo genoma esta en expansion. La pérdida de la
capacidad para vivir en el agua fuera del hospedero, en las variedades de
L. borgpetersenii, pueden estar relacionadas a esta reduccion génica, ya que la
presencia de menos funciones metabdlicas y de transporte de solutos limita la
diversidad de nutrientes que pueden consumir las variedades de
L. borgpetersenii (Bulach, D.M., et al. 2006).



2. OBJETIVOS

A) General:

Identificar la firma gendmica de las espiroquetas utilizando nueve

genomas de Phylum Spirochates.

B) Particulares:

- Analizar con la identificacion de la firma gendémica algunas de las

caracteristicas genotipicas de este grupo de organismos.

- ldentificar posibles marcadores taxonémicos moleculares.

- Analizar la informacion filogendémica de los genes firma.

- Buscar genes presentes Unicamente en espiroquetas y eucariontes que
pudieran apoyar la teoria de Endosimbiosis, sobre el origen del

undulipodio.

- Indagar y discutir la posible funcién de las proteinas hipotéticas que se

encuentren dentro de los genes firma.



3. HIPOTESIS

- Dada la escasa informacion sobre las funciones de los genes en genomas
completamente secuenciados, la mayor parte de los genes identificados en la

firma no tendréan una funcién conocida.

- Debido a la funcion central de los genes firma en la evolucion de las
espiroguetas, estos seran parte del cromosoma, y muy pocos se encontrara en

los plasmidos.

- Un grupo de genes de la firma estaré relacionado con el flagelo, ya que todas

las espiroquetas conocidas se caracterizan por su tipo movilidad.

- La firma carecerad completamente de genes involucrados en la biosintesis, ya
que dichos genes son parte de las rutas metabdlicas comunes al metabolismo

basico de todos los seres vivos.

- Si el origen del undulipodio se encuentra en las espiroquetas, existirian genes
homologos entre los eucariontes y las espiroquetas que no se encuentren en el

resto de los procariontes.

- Habrd genes compartidos Unicamente entre las espiroguetas y algunas

especies de eucariontes.



4. MATERIAL Y METODO

Se analizaron nueve genomas secuenciados de espiroquetas. Los
genomas fueron Borrelia burgdorferi B31 (Fraser, C.M., et al. 1997), Borrelia
Garinii PBi (Glockner, G., et al. 2004), Borrelia Afzelii Pko (Glockner, G., et al.
2006), Treponema pallidum subsp. pallidum Nichols (Fraser, C.M., et al. 1998),
Treponema denticola ATCC 35405 (Seshadri, R., et al. 2004), Leptospira
interrogans serovar Lai 56601 (Ren, S.X., et al. 2003), Leptospira interrogans
serovar Copenhageni Fiocruz L1-130 (Nascimento, A.L., et al. 2004), Leptospira
borgpetersenii serovar Hardjo-bovis JB197 (Bulach, .DM., et al. 2006), y
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis L550 (Bulach, D.M., et al.2006).
Los nueve genomas se tomaron de la Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (www.genome.jp/kegg) y se afiadieron a una base de datos.

Se hizo una comparacion inicial de los 9 genomas de espiroquetas contra
ellos mismos. Los genes que se encontraron presentes en al menos una especie
de cada uno de los tres géneros de espiroquetas representados por los 9
genomas y que no eran genes de biosintesis de la maquinaria celular basica
(comunes a todos los seres vivos), fueron seleccionados para hacer un core de
genes (Figura 4.1). La alineacién de secuencias multigénicas se llevo a cabo
usando CLUSTAL W plataforma LINUX (Higgins, D.G. et al. 1994), y la
comparacion de los nueve genomas se hizo con BLAST P (Smith, T.F., &
Waterman, M.S., 1981) con un valor de e= 0.0000001 (107). Las tabla que arroj6

BLAST se analiz6 manualmente para seleccionar los genes del core.



Figura 4.1. Genes descartados para obtener el core.
GENES QUE NO SON DE METABOLISMO BASICO Y ESTAN PRESENTES EN AL

MENOS UNA ESPECIE DE CADA GENERO DE LAS ESPIROQUETAS ESTUDIADAS 9,654
GENES QUE NO SON DE METABOLISMO BASICO Y ESTAN EN AL MENOS UNA 5 948
ESPECIE DE CADA GENERO DE LAS ESPIROQUETAS ESTUDIADAS ’
GENES DE METABOLISMO BASICO 7,949
TOTAL GENES CODIFICANTES EN LOS 9 GENOMAS ESPIROQUETAS 20,551

METODO

0 7,949
O 9,654

B 2,948

Se hizo una busqueda de los genes del core en todos los genomas
disponibles hasta noviembre del 2006 (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, www.genomes.jp/kegg) y se eliminaron todos los genes presentes en
organismo que no fuera espiroquetas, obteniendo la lista de genes Unicos de
espiroquetas (firma gendmica). La alineacion y la comparacién de secuencias se
hizo también con CLUSTAL W y BLAST P respectivamente. La seleccién de los
genes presentes en organismos que no fueran espiroquetas para eliminarlos de

la tabla que arrojo el BLAST se hizo manualmente.

También se hizo una busqueda manual de genes presentes en
espiroquetas y eucariontes Unicamente, en la tabla resultante de la comparacion

de genes entre el core y los todos los genomas secuenciados.



Se hizo también una filogenia de los del core genes que se encontraron
Unicamente en espiroquetas (genes firma) para comprobar si eran
representativos. La alineacion de secuencias se hizo en CLUSTAL W (Higgins,
D.G. et al. 1994) y la filogenia se hizo con el programa PHYLIP (Felsenstain, J.
2003) con neighborhood joinning. Para la prueba de robustez se utilizaron 500

alineaciones.



5. RESULTADOS

La comparacion inicial de los 9 genomas de espiroquetas contra ellos
mismos dio como resultado un core con 2948 genes (que no incluia ningdn gen
de la maquinaria celular basica). La busqueda de estos 2948 genes en todos los
genomas secuenciados hasta noviembre del 2006, mostré que 98.5% de los
genes del core también estaban presentes en el genoma de otros organismos,
descartando 2917 genes core como genes firma de las espiroquetas. El 1.5% de
los genes del core que no se encontraron en ningln otro organismo que no fuera
espiroqueta, correspondiente a 31 genes en total, fueron tomados como los
genes firma de las espiroquetas conformando asi la firma genémica de estas. El

54.8% de los genes firma codifican para proteinas hipotéticas.

Como genes firma se encontraron tres proteinas flagelares flbB
(asociadas al cuerpo basal), dos proteinas flagelares FliD (asociadas al gancho),
cuatro antigenos (p83/100), una proteina de membrana externa (tpn 50), un
factor de elongacion de transcripcién EF, una proteina DedA, una proteina de la
familia ParB y una proteina del dominio nucleasa del tipo ParB. El resto fueron

proteinas hipotéticas (Tabla 5.1 , Figura 5.1 y Tabla 5.2).



TABLA 5.1 Genes que constituyen la firma genémica de las espiroquetas

Gen Cantidad %0
Proteinas Hipotética 16 53.00%
Antigenos 4 13.00%
Proteina Flagelar FIbB 3 10.00%
Proteina Flagelar FliD 2 6.00%
Proteina de Membrana Externa 1 3.00%
Factor de Eloncacion de Transcripcion EF 1 3.00%
Proteina DedA 1 3.00%
Proteina Familia ParB 1 3.00%
Proteina del Dominio Nucleasa ParB 1 3.00%
Pobable chromosome partitioning protein parB 1 3.00%
TOTAL 31 100.00%

FIGURA 5.1 GENES QUE CONSTITUYEN LA FIRMA GENETICA
DE LAS ESPIROQUETAS

O Proteinas Hipotetica 16

M Antigenos 4

OProteina Flagelar FIbB 3
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El andlisis de la tabla resultante de comparar el core contra todos los
genomas en busca de genes presentes Unicamente en espiroquetas y
eucariontes, mostré que solamente dos eucariontes comparten genes con las
espiroquetas, la especie Danio rerio (pez zebra), que contiene 3 copias del gen
BB0236 (proteina hipotética) del genoma de B. burgdorferi, y Caenorhabditis

elegans (nemétodo) que contiene 2 copias del gen TP0421 (proteina hipotética).



Los demas genomas de eucariontes no contenian ninguna copia de los genes

del core de genes de espiroquetas.

La filogenia hecha con los genes firma resulté en el dendograma
mostrado en la Figura 5.1. Las relaciones filogenéticas obtenidas con el analisis
de las secuencias de los genes firma no variaron mucho de las obtenidas en
estudios previos hechos con el analisis de secuencias 16s rRNA (Paster, B.J. et
al. 1991)(Figura 1.4.1.).



Tabla 5.2. Genes aue constituven la firma aenética de las Espiroquetas

Genoma Clave del gen Gen
B. burgdorferi BB0011 K09766 hypothetical protein

BB0149 K02407 flagellar hook-associated protein 2
BB0744 Antigen p83/100

B. garinii BGO0011 K09766 hypothetical protein
BG0148 K02407 flagellar hook-associated protein 2
BG0765 Antigen p83/100
BGO0774 Hypothetical protein

B.afzelii BAPKO_016 Outer membrane protein (tpn50)
BAPKO_0245 Hypothetical protein
BAPKO_0787 Antigen p83/100

T. pallidum TP0018 Transcription elongation factor EF
TP0258 Hypothetical protein
TP0396 K02387 flagellar basal-body rod protein FlgB
TP0486 Antigen p83/100
TPO567 K02383 flagellar protein FIbB
TPO779 DedA protein (DedA)
TP0829 K09766 hypothetical protein
TP0996 Hypothetical protein

T. denticola TDE1212 K02387 flagellar basal-body rod protein FigB
TDE2187 ParB-like nuclease domain protein
TDE2274 K09766 hypothetical protein
TDE2293 Hypothetical protein
TDE2598 Hypothetical protein
TDE2608 Hypothetical protein
TDE2751 Hypothetical protein

L. interrogans Lai LAO0365 Hypothetical protein
LA2634 Probable chromosome partitioning protein parB
LA2739 K09766 hypothetical protein

L. interrogans LIC10314 Hypothetical protein

Copenhageni LIC11273 K09766 hypothetical protein

LIC11353 ParB family protein
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Figura 5.1. Dendograma de las espiroquetas hecho con las secuencias de los genes

firma.



6. DISCUSION

La busqueda de genes firma con 9 genomas de espiroquetas,
comparando las secuencias de un core de genes de espiroquetas contra todos
los genomas secuenciados hasta noviembre del 2006, mostré que existen 31
genes exclusivos de espiroquetas, que no pueden ser encontrados en ningun
otro organismo. Como se esperaba, varios genes de la firma gendmica estan
involucrados con el flagelo, el 16% de la firma en total. Tres de estos genes
codifican para proteinas flagelares flbB, asociadas al cuerpo basal y a la
regulacion de la sintesis del flagelo, y dos para proteinas flagelares FliD
asociadas al gancho, y esenciales para la polimerizacién de la flagelina (Ikeda,
T., et al. 1996). Estos 5 genes dentro de la firma gendmica deben estar
estrechamente ligados con la funcion y disposicion Unicas de los flagelos
endoplasmaticos, caracteristica distintiva de las espiroquetas. Su presencia
dentro de la firma gendémica parece bastante logica, ya que tanto el cuerpo basal
como el gancho de los flagelos de las espiroquetas deben tener caracteristicas
diferentes a las de los flagelos del resto de las bacterias, ya que son capaces de
desenvolver su funcion de motilidad aun estando dentro del espacio

periplasmatico.

El 13% de los genes de la firma gendmica (4 genes) correspondieron a
secuencias que codifican para antigenos p83/100 (anfigeno 83-kDa). La
presencia de antigenos dentro de la firma gendmica no se esperaba, pero era de
suponerse, ya que los nueve genomas de espiroquetas utilizados en la
comparacién, pertenecen a espiroquetas patdégenas. La presencia de estos 4
antigenos (BAPKO_0787, BB0744, BG0765 y TP0486) dentro de la firma
genomica de las espiroquetas tiene implicaciones médicas importantes, ya que
sugiere que es posible utilizarlos como marcadores taxonémico de ciertas

espiroquetas patégenas. En estudios previos, para la busqueda de métodos mas



precisos para la diagnosis de la enfermedad de Lyme, donde se utilizaron
antigenos nativos y recombinantes, se encontré que en los estadios avanzados
de la enfermedad, los anticuerpos son reactivos al poco expresado antigeno p83
de B. burgdorferi (gen BB0744), y también a los antigenos p94 y p100 que son
homdélogos del p83. Y aunque la funcién celular y las posibles implicaciones
patologicas del antigeno p83 y sus homdlogos en B. burgdorferi aiin no han sido
clarificados, se encontré que son antigenos altamente especificos, muy utiles
como marcadores taxonémicos de las etapas avanzadas de la enfermedad de
Lyme (Rauer, S., et al. 1995). De esta forma por extrapolacion, es posible decir
que la presencia de cualquiera de los 4 antigenos en la firma gendmica
confirmaria, en primera instancia, que se trata de espiroquetas, y podria dar pié
a una identificaciébn mas especifica por especie, dependiendo el genoma donde
se encuentre cada antigeno p83. Esto puede ser de gran ayuda en el
diagndéstico de las enfermedades que causan estos microorganismos, en
especial B. burgdorferi, B. garinii, B. afzelii y T. pallidum. También podria
contribuir a la caracterizacion de nuevas especies de espiroquetas, al hacer mas
facil la identificacibn de microorganismos como espiroquetas, a través de la
presencia en el genoma de cualquiera de estos 4 antigenos, sin embargo habria
gue corroborar si los genomas de las especies saprofiticas de espiroquetas

también contienen estos genes.

El 3% de los genes de la firma gendmica corresponde a una proteina de
membrana externa tpN50. Este tipo de proteina es funcionalmente equivalente a
las proteinas OmpA en E. coli, y no esta presente en la especie saprofitica de
espiroqueta B. biflexa (Hsieh, W.J., & Pan, M.J. 2006). Esto sugiere que esta
proteina puede estar relacionada con la composicion particular de la cubierta de
lipopolisacaridos en las espiroquetas patdégenas. Las proteinas en la membrana
externa de las espiroquetas patégenas juegan un papel fundamental en su
capacidad de infectar otras células y su virulencia. Sin embargo, también seria

necesario corroborar la presencia de este gen en el genoma de las espiroquetas



saprofiticas. Otra aspecto importante de la presencia de la proteina tpN50 en la
firma gendmica de las espiroquetas que salta a la vista, es que el gen que la
codifica fue descrito para la especie T. pallidum, cuya membrana externa es
anica por su composicion y los cambios rapidos que puede sufrir en dicha
composicién para adaptarse a diferentes medios. Es extremadamente raro
encontrar una proteina de la membrana externa de T. pallidum dentro de los
genes firma, en especial porque uno de los genomas que se incluyeron dentro
de la comparacion, fue el de T. denticola, que ha ido perdiendo este tipo de
sistemas complejos de proteinas en su membrana. Sin embargo, la presencia de
esta proteina tpN50 dentro de la firma gendmica debe estar relacionada
directamente con la patogeneidad de las 9 especies de las que se tomaron los
genomas, confiriéndoles alguna ventaja de adaptabilidad a sus hospederos
respectivamente. En el caso de T. denticola podria ser una de las pocas

proteinas de la membrana externa conservadas que contribuyen a su virulencia.

Otro de los genes firma, resultd ser un factor de elongacion de
transcripcion EF, lo cual es sumamente raro ya que los factores de elongacion
de transcripcion son parte de los genes de la maquinaria celular basica en todos
los seres vivos. Hasta el momento no se conoce ninguna funcion especifica de
las espiroquetas que pudiera explicar este factor de elongacién de transcripcién
dentro de los genes de la firma gendmica, sin embargo, se corroboro la
presencia del gen que codifica para este dentro de la firma. Se aline6é y comparé
nuevamente la secuencia que codifica para el factor de transcripcion EF con el
core, con pardmetros mas estrictos (que requirieran un porcentaje de similitud
mayor entre las secuencias), y el factor de elongaciéon de transcripcion EF sigui6
apareciendo dentro de los genes firma (presente en al menos una especie de
cada género de espiroquetas). Aun asi con la informacion que hay sobre las
espiroquetas hasta la fecha no es posible explicar que funciéon cumple este gen

en las espiroquetas, que lo haga Unico de éstas.



Un 3% de la firma gendmica fue un gen que codifica para un proteina de
la familia dedA. Es dificil interpretar la presencia de este gen dentro de la firma
gendmica ya que las proteinas de la familia dedA son proteinas integrinas de
membrana cuya funcion hasta la fecha es completamente desconocida
(Ledgham, L. et al. 2004). Es posible que también este asociado con la
patogeneidad de las espiroquetas por ser una proteina de membrana, dando
alguna clase de ventaja a las espiroquetas patdgenas para infectar células. No
es posible que esta proteina pudiera estar relacionada con el reconocimiento de
las circunstancias externas para la sobrevivencia, ya que se incluyo para
identificar la firma gendémica el genoma de T. denticola, una espiroqueta que ha

perdido la capacidad de llevar a cabo este tipo de funciones de reconocimiento.

Un gen codificante para una proteina ParB (proteina de particidn)
representa otro 3% de los genes firma. En general los genes que codifican para
proteinas ParB son encontrados en los plasmidos de otras bacterias, y cumplen
con varias funciones, entre ellas estabilizar los plasmidos (Funnell, B.E. 1998), lo
cual podria sugerir que en las espiroquetas la proteina ParB se encuentre en sus
cromosomas para darles algun tipo de estabilidad. Las proteinas ParB son DNA-
binding proteins, involucradas en la particion de los plasmidos y los cromosomas
bacterianos, y por lo tanto con la segregacion cromosdmica (Sievers, J. et al.
2002). En muchas bacterias como E. coli, la region ParB codifica para dos
genes, hok y sok, que sirven basicamente para matar otras células. El gen hok
codifica para un factor que es un potente asesino de células, y el gen sok regula
al gen hok (Gerdes, et al. 1986). Ya que en diferentes estudios se ha
demostrado que el mecanismo por el cual las proteinas de la familia ParB
funcionan se ha conservado en la mayoria de las bacterias (Sievers, J. et al.
2002), es posible que la proteina ParB en la firma gendmica de las espiroquetas
les conceda a éstas alguna funcion para infectar células de una forma mas
rapida y eficaz, pero sin matar a la célula hospedera. Las proteinas ParB

trabajan conjuntamente con las proteinas ParA y ParS (Lobocka, M., &



Yarmolinsky, M. 1996), sin embargo no se encontrd ningun gen codificante para
proteinas ParA ni ParS dentro de los genes firma. Esto puede deberse a que
cambios en las proteinas ParB pueden modificar radicalmente la funcién y
desempefio de las proteinas ParA y ParS (Lobocka, M., & Yarmolinsky, M.
1996), por lo que no es necesario tener proteinas ParA y ParS diferentes al del
resto de las bacterias para tener una funcion especifica y Unica en las
espiroquetas. De esta forma suena légico sugerir que la proteina ParB en los
genes firma de las espiroquetas cambie el funcionamiento de las proteinas ParA
y ParS también, otorgando alguna caracteristica diferente que le de ventajas en
su reproduccion a las espiroquetas patdgenas, por ejemplo, poder incrementar

mas rapidamente su poblacion.

Otro de los genes firma posiblemente codifica para una proteina con un
dominio del tipo ParB (3% de la firma gendmica). Esto no ha sido ratificado
todavia. Estudios sobre las proteinas con un dominio del tipo ParB, han sugerido
gue posiblemente se originaron por una duplicacion del gen que codifica para las
proteinas ParB, ya que al compararlas son idénticas en un 36%. Debido a que la
segregacion cromosOmica es esencial, se cree que las proteinas con dominio
del tipo ParB también estan involucradas en esta funcion (Sievers, J., et al.
2002). Al igual que la presencia de una proteina ParB dentro de la firma
gendmica de las espiroquetas, el que las espiroquetas tengan una proteina con
dominio tipo ParB unica de ellas, puede estar asociado con tener una
reproduccion mas rapida para facilitar la infecciéon del hospedero. Seria
necesario ratificar la presencia de esta proteina en las especies de espiroquetas
saprofiticas. Su ausencia en las especie saprofiticas ratificaria su contribucion a

la virulencia de las especies patdgenas de espiroquetas.

Como se esperaba, la mayor proporcion de genes dentro de la firma
gendmica de las espiroquetas codifican para proteinas hipotéticas (55%). Esto

se debe a que la mayoria de las proteinas para las que codifican estos genes



(15 genes de la firma gendmica), no tienen homdlogos conocidos en los
genomas de otras especies, por lo que su caracterizacién es mas dificil, y ain
no se ha hecho. Es posible sugerir que varios de estos genes estén relacionados
con proteinas flagelares, sin embargo, dadas las caracteristicas y funciones
diversas de los genes para los que se sabe que proteinas codifican dentro de la
firma, no es posible hacer una suposicién acertada, ya que también podria
tratarse de proteinas relacionadas con la virulencia y patogeneidad de las 9
especies cuyos genomas se utilizaron en este analisis. También podria tratarse
de genes involucrados en funciones poco conocidas o desconocidas de las

espiroquetas, como podria ser su tipo Unico de esporulacion.

Para determinar la representabilidad de los nueve genomas de
espiroquetas para el Phylum completo de las espiroquetas, se hizo una filogenia
con los genes firma. La filogenia mostré que los géneros representados en los
nueve genomas si pueden ser representativos del grupo completo, al menos
hasta que se hayan secuenciado mas genomas de espiroquetas, ya que los
géneros Borrelia, Treponema y Leptospira aparecen en diferentes ramas
evolutivas. Esta filogenia comparada con la filogenia de espiroquetas hecha
antes con 16S rRNA (Paster, B.J. et al. 1991), confirma que la firma gendémica
de los 9 genomas de espiroquetas secuenciados puede extrapolarse al Phylum

completo hasta que se hagan nuevas comparaciones con mas genomas.

Por otro lado, la busqueda de genes del core de espiroquetas, presentes
también eucariontes, mostré que los genes BB0236 y TP0421 se encuentran
presentes en Danio rerio y Caenorhabditis elegans respectivamente. El primero
con 3 copias y el segundo con 2 copias. Este hecho no tiene ninguna implicacion
con la aparicion del undulipodo en eucarionte, y es muy dificil dar una
interpretacion a la presencia de estos genes de espiroquetas en eucariontes.
Podria deberse a una posible transferencia horizontal de genes fortuita sin

implicaciones evolutivas.



Dentro de la informacién obtenida con la firma gendmica de las
espiroquetas, no fue posible encontrar ningan indicio de alguna evidencia
relacionada con el origen endosimbiético del undulipodium. Esto podria deberse
a que con el paso del tiempo el undolipodio ha perdido todos sus genes, y quiza
no se encuentre una evidencia tan clara en el genoma eucarionte, como en el

caso de las mitocondrias y los cloroplastos.



7. CONCLUSION

El 1.5% de los genes del core de espiroquetas no se encontraron en
ningun otro organismo que no fuera espiroqueta, correspondiente a 31 genes en
total y se tomaron como la firma gendmica de las espiroquetas. Los genes firma
inclyen tres proteinas flagelares floB (asociadas al cuerpo basal), dos proteinas
flagelares FliD (asociadas al gancho), cuatro antigenos (p83/100), una proteina
de membrana externa (tpn 50), un factor de elongacién de transcripcion EF, una
proteina DedA, una proteina de la familia ParB y una proteina del dominio

nucleasa del tipo ParB. El resto fueron proteinas hipotéticas (Tabla 5.1y 5.2).

Los resultados de este trabajo no pueden ser complementados con
futuros trabajos, ya que el niumero de genomas disponibles hoy dia es muy
limitado. Aun es necesario hacer un analisis comparativo de los genes de la
firma gendmica contra genomas de espiroquetas saprofiticas para determinar si
todos ellos pueden extrapolarse como genes firma de todo el Phylum. Asi
mismo, en el futuro serd necesario caracterizar las proteinas hipotéticas de la
firma gendmica, para poder tener una mejor idea de las caracteristicas

morfoldgicas y fisiologicas distintivas de las espiroquetas.

En lo que respecta a la busqueda de evidencia sobre el origen
endosimbiédtico del undulipodium, los resultados fueron no contundentes. En el
futuro podria hacerse una comparacion entre las secuencias de las proteinas
hipotéticas de la firma gendmica de las espiroquetas y las secuencias de los
genes que codifican para las proteinas asociados a microtubulos y sintesis de

tubulina, en busca de secuencias de aminoacidos similares.

La identificaciéon de los genes firma puede ayudar al diagndstico clinico,

ya que incluyen genes relacionados directamente con la patogeneidad, que



sirven como marcadores taxondémicos. Pueden servir para identificar las

especies patdgenas de espiroquetas.



8. APENDICES

1) APENDICE I: Flagelos bacterianos

El término flagelo se refiere al érgano de locomocidon bacteriano cuya
composicion y estructura difiere mucho de la de los flagelos eucarioticos
denominados undulipodia. Los flagelos bacterianos son mucho mas pequefios y
simples, constan de un solo filamento helicoidal de unos 20 nanémetros de
diametro conformado Unicamente por un tipo de subunidad proteinica llamada
flagelina. Cada flagelo esta unido a la célula en su base a través de un gancho
corto y flexible que se adhiere a discos (anillos) proteicos incrustados en las

membranas bacterianas (Alberts, et al. 1994).

Las bacterias Gram positivas poseen dos anillos proteinicos, uno en la
cubierta de peptidoglicanos, y otro incrustado en la membrana citoplasmatica.
Las bacterias Gram negativas por su parte, tienen cuatro de estos anillos: el
anillo L, asociado a los lipopolisacaridos, el anillo P asociado con la cubierta de
peptidoglicanos, el anillo M que esta incrustado en la membrana periplasmatica,
y el anillo S unido directamente sobre la membrana periplasmatica. Estos anillos
son parte de un pequefio “motor” 0 maquina rotatoria que utiliza la energia
almacenada en el gradiente transmembranal H* para originar y controlar el

movimiento rotatorio del flagelo (Alberts, et al. 1994).

En el caso de las espiroquetas, el flagelo se llama filamento axial o flagelo
periplasméatico ya que es un flagelo que se encuentra dispuesto a lo largo del
espacio periplasmatico y genera el movimiento bacterial desde el interior de la

célula (figura 1.4.1).



2) APENDICE II: Descripcion del Phylum Spirochaetes por
subgrupos (Clasificacion de NCBI 2006).

A) Familia Leptospiraceae

Familia de bacterias del orden Spirochaetales, que incluye tres géneros.
Sus miembros se caracterizan por ser bacterias aerobias helicoidales flexibles,
con un diametro celular de 0.1 micrometro y una conformacién dextrégira. Estos
organismos contienen acido diaminopimélico y utilizan los acidos grasos y los

alcoholes en las largas cadenas como fuentes de carbono y energia.

Género Leptospira

El género Leptospira es un grupo increiblemente amplio de
microorganismos, con mas de 200 serotipos descritos hasta el momento (NCBI,
2006). Las bacterias que lo conforman son muy delgadas en forma de espiral
(dexdgiras), con 0.1 yum de didmetro y una longitud de 6 a 20 ym (Holt, J., et al.
1999). La distancia promedio entre sus crestas es de unos 0.5 ym. Por lo
general uno o ambos extremos del organismo estadn curveados en forma de
gancho (figura 1.3.3). Como el resto de las espiroquetas presentan los
caracteristicos flagelos periplasméticos, uno en cada polo, por lo que las
espiroguetas de este género solo presentan 2 flagelos periplasmaticos en total,
que raramente se sobreponen hacia el centro de la célula. En virtud de su
estructura en espiral, alrededor de su eje axial puede haber hasta 20
enrollamientos de los flagelos en funcion de su longitud total (Ryan, K.J. y Ray,
C.G. 2004). En medios liquidos el movimiento tipico de estas células es la
rotacion sobre su eje axial, alternada con una traslacion (por plegamiento) en

direcciéon del extremo de la célula que no llega a tener forma de gancho. En



medios viscosos su movimiento se caracteriza por ser flexuloso, lento y
serpenteado (Holt, J., et al. 1999).

Figura 1.3.3. Microscopia electronica de Leptospira interrogans (CDC Public Health

Image Library, 2007).

Las bacterias del género Leptospira son tan delgadas que es muy dificil
verlas con el microscopio de luz corriente. Se pueden tefiir ligeramente con
tintes de anilina, pero se visualizan con mayor facilidad con un microscopio de
campo oscuro o de contraste de fases. Se pueden cultivar en medios al 1% y 2%
de agar, a una temperatura optima de 28 a 30 °C (Holt, J., et al. 1999).

Son organismos aerébios, quimoorganotroficos que utilizan acidos grasos
y alcoholes grasos con 15 o0 mas atomos de carbono como fuente de carbono y
energia. Son resistentes a la accion inhibitoria del 5’-fluorouracilo al cual los
demas géneros de espiroquetas son muy sensibles y sus lipidos celulares no
contienen glucolipidos. Pueden encontrarse en diversos ambientes y ciclos de
vida. Una parte de estas bacterias son patdégenas de mamiferos y la otra

organismos saprofitos (complejo biflexa) de vida libre geograficamente ubicuos



(excepto en la Antéartida). La mayoria de las Leptospira de vida libre son
hidrofilicas (una alta humedad y un pH neutral son esenciales para su
supervivencia), por lo que es mas comudn encontrarlas en reservorios naturales
como las aguas estancadas, pantanos, lagunas, estanques, y charcos (Ryan,
K.J.y Ray, C.G. 2004).

Las variedades no saprofiticas causan la leptospirosis, una zoonosis que
infecta principalmente animales domeésticos y salvajes, que actian como
incubadores. Los humanos pueden contraer leptospirosis como un hospedero
accidental. La capacidad de invadir tejidos de las especies patdégenas de este
género, esta facilitada por la produccion de la enzima hialuronidasa, la cual
altera la permeabilidad del tejido conjuntivo al hidrolizar el acido hialurénico
(Céspedes, 2005).

La clasificacion de las leptospiras ha sido dificil, debido a la casi
inexistente diferencia dentro del género (casi todos los miembros lucen
idénticos), y son generalmente consideradas un grupo demasiado complejo
debido a todas las tablas, listas, agrupamientos y argumentos que se publican

cada afo sobre el tema.

Las caracteristicas diferenciales entre los dos complejos que forman el
género Leptospira (patdgenos y biflexa), ademas de su capacidad para infectar
ciertos mamiferos, incluyen inhibicién del crecimiento con ciertas sustancias o
diferencias en la temperatura de crecimiento y pruebas moleculares generales
como la hibridacion DNA-DNA, en las que se ha encontrado distincion genética
entre ambas complejos. Sin embargo, la taxonomia de las leptospiras continla
siendo provisional, en tanto los continuos avances en la microbiologia basica de
estos microorganismos permitan la caracterizacion mas exacta y la definicién de
nuevas especies. Sobre la base de sus caracteristicas genéticas, se reconocen

actualmente no menos de 17 especies de Leptospira.



Género Leptonema

Este género fue creado en 1979 por Hovind-Hougen (Int. J. Syst.
Bacteriol. 29: 245-251) y validado en 1983. Incluye solo una especie Leptonema
illini. El género se describe morfolégicamente casi idéntico al género Leptospira
a excepcion de que el filamento axial esta insertado en la célula por medio de
un cuerpo basal con un solo par de discos en vez de dos como en el género
Leptospira, y que las células contienen dos juegos de tubulos
intracitoplasmaticos que se originan en los extremos de la célula y corren

paralelos al filamento axial (Holt, J., et al. 1999).

El metabolismo estas bacterias es respiratorio, y utilizan acidos grasos
como su principal fuente de carbono. No son organismos patdégenos. Y a
diferencia de las leptospiras, pueden crecer sin tener que adicionar serum o

serum albumina al medio de cultivo (Holt, J., et al. 1999).

Género Turneriella

El género Turneriella surgié en el afio 2005 (Levett et al. 2005, gen. nov.),
después de que un analisis de contenido G+C, asi como un analisis de relaciéon
DNA-DNA contra las demas leptospiras y una secuenciacion genética del RNA
16s de la especie antes llamada Leptospira parva (Hovind-Hougen et al. 1982),
mostraron que esta especie no tenia relacién alguna con las demas leptospiras.
De esta forma Leptospira parva fue renombrada Turneriella parva y considerada
dentro de un nuevo género aparte (http://www.bacterio.cict.fr y Holt, J., et al.
1999).



En este nuevo género, las bacterias se caracterizan por ser células de
0.3 ym de ancho por 3.5 a 7.5 ym de largo, que poseen 2 flagelos cada uno,
insertados en cada extremo de la célula. Son organismos de vida libre en agua
dulce, e igualmente pueden ser aisladas de muestras de albumina bobina y del
Utero de los cerdos hembras. Son bacterias aerdbias y crecen a una
temperatura Optima de 13 a 37 °C. No crecen en presencia de 8-azaguanina

(http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/ll/leptospira.html).

B) Familia Spirochaetaceae

Familia de bacterias de vida libre en su mayoria, que se encuentran con
mayor frecuencia en agua dulce o salada, aunque también es posible
encontrarlas en una relacion de comensalismo en los cuerpos de ostras y
algunas cuantas especies son patdgenas. Son anaerobias facultativas o
microaerofilicas, de forma helicoidal con un diametro comprendido entre 0.1 y
3.0 micrémetros. Los extremos de sus células no estan curveados como en las
leptospiras. En sus peptidoglicanos poseen L-ornitina. Utilizan carbohidratos o
aminoacidos como fuente de energia y de carbono (Ryan, K.J. y Ray, C.G.
2005).

Género Borrelia

El género Borrelia esta formado bacterias espirales laxas de 0.2 a 0.5 ym
de diametro por 3 a 20 ym de largo, compuestas de 3 a 10 espirales sueltas
(figura 1.3.4.). Las bacterias de este género poseen de 7 a 30 filamentos axiales
en cada extremo de la célula, que se enrollan sobre el cilindro protoplasmatico y
se sobreponen hacia el centro de la célula. Las células son altamente moviles, y
presentan una frecuente inversion de la direccion en la que se transportan. No

presentan tubulos intracitoplasmaticos (Holt, J., et al. 1999).



Figura 1.3.4. Micrografia electronica de Borrelia Burgdorferi (http:/fai.unne.edu.ar).

Las especies de Borrelia que se han cultivado in vitro son
microaerofilicas, quimoorganotrdéficas, y los requerimientos para cultivarlas in
vitro son complejos. Estos microorganismos son patdégenos de los humanos,
otros mamiferos y aves (Holt, J., et al. 1999). Son los agentes causantes de la
enfermedad de Lyme en humanos, que provoca anomalias dermatoldgicas,
reumatolégicas, neuroldgicas y cardiacas, asi como otros padecimientos
transmitidos por insectos y piojos. Tiene endotoxinas como factor principal de su
virulencia (Ryan, K.J. y Ray, C.G. 2005). La especie tipo de este género es

Borrelia anserina (Holt, J., et al. 1999).

Género Brevinema

El género Brevinema fue creado en 1995 (Defosse et al. 1995, gen. nov.)
y consta de una sola especie, Brevinema andersonii. Esta especie esta
conformada por un grupo de espiroquetas infecciosas que han sido aisladas de
la musarafa de cola corta (Blarina brevicauda) y del ratébn de patas blancas
(Peromyscus leucopus), que mostraron tener diferencias ultra estructurales vy

seroldgicas considerables respecto a los demas grupos de espiroquetas.



Las espiroquetas de este género son bacterias helicoidales de 0.2 a
0.3 ym de diametro, por 4 a 5 ym de largo, que presentan de una a dos
ondulaciones (con longitud de onda de 2 a 3 um), poseyendo de esta forma la
estructura tipica de las espiroquetas. Son moéviles a 30°C y presentan
movimientos de flexién, rotacién y de translacion, gracias a dos flagelos

periplasmaticos en total (http://www.bacterio.cict.fr).

Son organismos quimioorganotroéficos, microaerofilicos, desprovistos de
catalasas. Se cultivan en medios BSK (Barbour-Stoenner-Kelly) o BSK
modificado (sin N-acétilglucosamina o piruvato, a wuna temperatura
Optima de 30 a 34°C y un pH de 7.4. No requieren adicionar sérum albimina

bovina, pero necesitan cisteina, triptofano y catalasas. (www.bacterio.cict.fr).

Estos organismos viven en la sangre, bazo y riflones de la musarafia de
cola corta (Blarina brevicauda) y del ratén de patas blancas (Peromyscus

leucopus).

Género Cristispira

El género Cristispira esta formado por células helicoidales de 0.5 a 3.0 ym
de didmetro por 30 a 180 um de longitud, que generalmente muestran de 2 a 10
ondulaciones. Los extremos de las células estan redondeados (achatados) y
estrechos. En preparaciones fijadas o tefiidas, un filamento o espicula puede
emanar de uno o ambos extremos. Las preparaciones tefiidas revelan una serie
de inclusiones ovaladas que otorgan una apariencia de camara al cilindro
protoplasmatico. Un conjunto de 100 o mas filamentos axiales se entrelazan con
el cilindro protoplasmatico y puede dilatar la membrana externa para formando
una cresta (llamada crista) en el cilindro protoplasmatico. La crista no es siempre

obvia en células vivas, pero puede ser muy evidente cuando la célula deja de



moverse (Holt, J., et al. 1999).

El movimiento de las bacterias de este género es paralelo al eje axial de
sus células. Una célula individual se mueve hacia atras o hacia adelante sin una
polaridad anterior-posterior. El tipo de movimiento puede ser rotatorio sobre el
eje axial o puede tomar la forma de una onda helicoidal que viaja sin rotacién.

Los movimientos de flexion son comunes en este género (Holt, J., et al. 1999).

Las variedades de Cristispira estan ampliamente distribuidas entre los
moluscos marinos y de agua dulce (calamares, mejillones y ostras) y habitan
dentro del tracto digestivo. Son probablemente comensales. También se
encuentran en gasterépodos y en especies que no son moluscos. La especie

tipo de este género es Cristispira pectinis (Holt, J., et al. 1999).

Género Spirochaeta

El género Spirochaeta esta formado por bacterias helicoidales de
0.2 a 0.75 ym de didmetro por 5 a 20 ym de largo (figura 1.3.5.), que bajo
condiciones desfavorables forman células esféricas (esferas espiroquetales) o
estructuras tipo espora, de 0.5 a 2.0 um de diametro (ocasionalmente mayores a
10 yum). Todas las especies de este género tienen dos filamentos axiales, uno
insertado en cada extremo de la célula, excepto en Spirochaeta plicatilis, que
tiene varios filamentos axiales. Son bacterias altamente moviles cuando estan
suspendidas en liquidos, sin embargo en contacto con superficies sélidas
avanzan mas lentamente o se arrastran. El diaminoacido presente en los

peptidoglicanos es L-ornitina (Holt, J., et al. 1999).



Figura 1.3.5. Microfotografia de Spirochaeta americana, una especie encontrada
recientemente en el lago Mono de California, donde se pensaba no habia vida

(http://ciencia.nasa.gov).

Las espirochaetas son organismos anaerdbios o anaerébios facultativos,
guimioorganotroficos (usan una variedad de carbohidratos como fuente de
carbono y energia), y tienen una temperatura Optima de crecimiento de 25 a
40°C. Las especies anaeroObias facultativas bajo condiciones de crecimiento
aerdbias, producen pigmentos carotendides que dan una coloracién amarillenta,
anaranjada-amarillenta o roja a sus colonias. Los principales productos del
metabolismo anaerébio de carbohidratos son etanol, acetato, Co,, y H,, excepto
en una especie (Spirochaeta zuelzerae) que produce succinatos y lactatos en
lugar de etanol. Las especies anaerobias facultativas oxidan carbohidratos
aerobicamente produciendo principalmente CO, y acetato. Una especie marina
(Spirochaeta isovalerica) fermenta L-valina, L-isoleucina y L-leucina generando
ATP, pero no utiliza estos aminoacidos como unica fuente de carbono y energia

para su crecimiento (Holt, J., et al. 1999).

Las bacterias de éste género organismos de vida libre autéctonas de los



ambientes acuaticos donde habitan, como los sedimentos, el lodo, los
estanques, los pantanos, las ciénegas, los lagos y los rios. Se les encuentra
comunmente en ambientes que contienen H,S y estan presentes ambientes de
agua dulce y marinos. No se ha reportado que ningiin miembro de este género
sea patdgeno. La especie tipo de este grupo es Spirochaeta plicatilis (Holt, J., et
al. 1999).

Género Spironema

El género Spironema se creo para clasificar una nueva especie de
espiroquetas que aun no ha sido formalmente nombrada ni descrita: Spironema
culisis. Este microorganismo se encuentra en los mosquitos, en especifico en el
mosquito Culex pipiens junto con otros 7 tipos de espiroquetas aun no
identificadas hasta la fecha (Chechova L., et al. 2004).

El Unico documento donde se hace una descripcion general de esta

especie aun no ha sido publicado (Turk N., et al. [unpublished], 1999).

Género Treponema

Las bacterias de este género son finas y pequefias con forma de
bastones helicoidales de 0.1 a 0.4 um de didmetro por 5 a 20 ym de largo (Holt,
J., etal. 1999). Las células tienen espirales estrechas regulares o irregulares, y
extremos afilados (figura 1.3.6.). Poseen de uno a cinco filamentos axiales
insertados en cada extremo del cilindro periplasméatico, generalmente 3. Son
moviles en medios liquidos por medios de rotacién o translacion (Ryan, K.J. y
Ray, C.G. 2005). En medios semisélidos o sélidos las células exhiben un

movimiento de tipo serpenteado (Holt, J., et al. 1999).



Los miembros de este género se tifien muy poco (o practicamente nada)
con los métodos de Gemsa o Gram, de tal forma que los métodos mas
adecuados para tefiirlas son los de impregnaciéon con plata. La mejor forma de
observar estas bacterias, es por medio del microscopio de campo oscuro o el de
contraste de fases. Bajo condiciones de cultivo o ambientales desfavorables
forman células esféricas llamadas esferas espiorquetales, que son estructuras
tipo esporas exclusivas de las espiroquetas. Esto también sucede en cultivos
viejos (Holt, J., et al. 1999). Las especies patégenas son dificiles de cultivar en
laboratorio, siendo mas factible visualizar el organismo directamente de la
muestra con inmunofluorescencia directa y ciertas tinciones especializadas
(Ryan, K.J. y Ray, C.G. 2005).

Figura 1.3.6. Micrografia electronica de Treponema pallidum (CDC Public Health

Image Library, 1980).

Los microorganismos de este grupo son aerobios estrictos o microaerofilicos.
Las especies patdgenas de humanos actualmente se consideran

microaerofilicas y no han podido ser cultivadas en medios artificiales, a pesar de



gue algunas han sido cultivadas (con dificultad y sin poder ser serialmente
transferidas) en cultivos de tejido. Las treponema son quimoorganotrofas, y
utilizan una variedad de carbohidratos 0 aminoacidos como fuente de carbono y
energia. Las especies anaerobias cultivadas son catalasa y oxidasa negativas.
Algunas requieren largas cadenas de acidos grasos en el medio de cultivo para
crecer, mientras otras especies cultivadas requieren volatiles cadenas cortas de
acidos grasos para desarrollarse. También presentan L-ornitina en sus

peptidoglicanos (Holt, J., et al. 1999).

Estos microorganismos son normalmente parasitos y patdogenos de
humanos y animales. Viven en la cavidad bucal, en el tracto intestinal y en las
areas genitales (Ryan, K.J. y Ray, C.G. 2005). Los miembros del género siempre
estan asociados con un hospedero, y algunas especies son patdgenas. La
especie tipo que representa a este grupo es Treponema pallidum (Holt, J., et al.
1999).
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