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Figura 1.4. Esquema de las reclasificaciones taxonémicas sufridas por el complejo M. abscessus desde el
afio 1992 al afio 2013. Fuente de la imagen: “Mycobacterium abscessus Complex Infections in Humans”
(Emerging Infectious Diseases * www.cdc.gov/eid * Vol. 21, No. 9, September 2015).

Figura 1.5. Distribucién de las cepas de micobacterias aisladas a partir de muestras de agua de hemodidlisis.
El &rbol refleja las relaciones evolutivas basadas en el andlisis de secuencia multilocus basada en los genes
gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA, y ADNr 16S. Fuente de la Figura: “Diversity of environmental
Mycobacterium isolates from hemodialysis water as shown by a multigene sequencing approach”, Gomila
y colaboradores, Applied Environmental Microbiology, 2007).

Figura 1.6. James Dewey Watson y Francis Crick frente a un modelo tridimensional de la estructura del
ADN. Fuente de la imagen: https://abcienciade.wordpress.com.

Figura 1.7. Representacion del funcionamiento de A) método de secuenciacion desarrollado por Maxam y
Gilbert; y B) método de secuenciacion por terminacion de cadena de Frederick Sanger. Fuente de la imagen:
http://classroom.sdmesa.edu/eschmid.

Figura 1.8. Graficas que reflejan A) la evolucién en el descenso del precio de secuenciacién por genoma
durante el periodo 2001-2014 (Fuente de la figura: National Humna Genome Research Institute,
https://www.genome.gov/) y B) Numero de genomas depositados en las bases de datos durante el periodo
1995-2014 en GenBank (Fuente de la imagen: “Insights from 20 years of bacterial genome sequencing”,
Miriam Land y colaboradores. Functional integrative Genomics, 2015).

Figura 1.9. Numero de genomas publicados por afio en GenBank durante el periodo 2001-2014 de las
especies M. immunogenum, M. chelonae y M. abascessus/M. abscessus subsp. bolletii. Datos obtenidos de
The National Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Capitulo 1

Figura 3.1. Seccién superior del arbol obtenido a partir del concatenado de las secuencias del ADNr 16S
y de los genes gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA realizado por Gomila y colaboradores (2007) [43].

Figura 3.2. Esquema del protocolo para la preparacion de ADN destinado a la secuenciaciéon por
plataformas SNG. Se indican los pasos incluidos en las cuatro grandes etapas del mismo: 1) cultivo, 2)
extraccion, 3) comprobacion y 4) confirmacion.

Figura 3.3. Principios del protocolo de ensamblaje HGAP.Nonhybrid, finished microbial genome
assemblies from long-read SMRT sequencing data, Chen-Shan Chin y col. (2013)[61]
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Figura 3.4. Curvas FRC de los asilamientos A) MG2, B) MG8, C) MHSD2, D) MHSD3 y E) CR-UIBL.
Se representan los resultados para los ensamblajes obtenidos con Velvet (Verde), SPAdes (Rojo) y Newbler
(Azul).

Figura 3.5. Curvas FRC de (A) los tres ensamblajes iniciales obtenidos con Velvet (Verde), SPAdes (Rojo)
y Newbler (Azul) y (B) la comparacion del contenido de errores entre el ensamblaje inicial de Velvet
(Verde) y el mismo ensamblaje después de ser procesado con PAGIT y GapFiller (Morado).

Capitulo 2

Figura 4.1. Curvas representativas de la proyeccion del genoma esencial y pangenoma del grupo MCR.

Figura 4.2. Nimero de grupos que conforman el A) pangenoma y B) genoma esencial monocopia. C)
Clasificacion de las distintas familias proteicas del pangenoma en genoma esencial, genoma esencial laxo,
Shell y Cloud. El nimero de familias proteicas del genoma esencial laxo representado en la leyenda resulta
de la suma de grupos presentes en el 95 % de los genomas y el genoma esencial estricto.

Figura 4.3. Arbol filogenético del grupo MCR basado en la secuencia del ADNr 16S. Las secuencias
destacadas en rojo corresponden a las obtenidas en GenBank después de la identificacion de la cepa tipo de
las distintas especies a través de Strainfo.

Figura 4.4. Representacion del &rbol basado en el genoma esencial monocopia (A) y del dendograma
basado en la matriz de presencia/ausencia del pangenoma (B).

Figura 4.5. Clasificacién por categorias funcionales [94] de las proteinas exclusivas del conjunto de
genomas de especie analizados en el presente estudio. Se indica el nimero hallado para cada categoria.

Figura 4.6. Curvas representativas de la proyeccion del genoma esencial y pangenoma del grupo abscessus-
chelonae-immunogenum.

Figura 4.7. Namero de grupos que conforman el A) pangenoma y B) genoma esencial monocopia. C)
Clasificacion de las distintas familias proteicas del pangenoma en genoma esencial, genoma esencial laxo,
Shell y Cloud. EI nimero de familias proteicas del genoma esencial laxo representado en la leyenda es el
resultado de la suma de grupos presentes en el 95% de los genomas y el genoma esencial estricto.

Figura 4.8. Arbol basado en las posiciones homélogas derivadas del genoma esencial monocopia. Para
mas detalles relativos a los grupos obtenidos, ver texto.

Figura 4.9. Dendrograma derivado de la matriz del pangenoma basada en la presencia/ausencia de genes.
Para mas detalles relativos a los grupos obtenidos, ver texto.

Figura 4.10. Curvas representativas de la tendencia del genoma esencial y pangenoma del grupo de cepas
analizadas de Mycobacterium immunogenum.

Figura 4.11. Numero de grupos que conforman el A) pangenoma y B) genoma esencial monocopia. C)
Clasificacion de las distintas familias proteicas del pangenoma en genoma esencial, genoma esencial laxo,
Shell y Cloud. El nimero de familias proteicas del genoma esencial laxo representado en la leyenda resulta
de la suma de grupos presentes en el 95 % de los genomas (74) y el genoma esencial estricto.

Figura 4.12. Representacion del arbol basado en el genoma esencial monocopia (A) y el dendograma
basado en la matriz de presencia/ausencia del pangenoma (B) del conjunto de cepas pertenecientes a la
especie Mycobacterium immunogenum.
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Figura 4.13. Categorizacién funcional de las proteinas especificas de los grupos A y C de cepas de
Mycobacterium immunogenum. Se indica el nimero de proteinas que han podido ser asignadas a las
distintas categorias funcionales en cada caso (Columna 3, Tabla 4.2).

Figura 4.14. Curvas representativas de la proyeccion del genoma esencial y pangenoma del grupo de cepas
de Mycobacterium tuberculosis.

Figura 4.15. NUmero de grupos que conforman el A) pangenoma y B) genoma esencial monocopia. C)
Clasificacion de las distintas familias proteicas del pangenoma en genoma esencial, genoma esencial laxo,
Shell y Cloud.

Figura 4.16. Arbol basado en las posiciones homélogas a partir del genoma esencial monocopia de los 41
genomas de Mycobacterium tuberculosis.

Figura 4.17. Dendograma basado en la presencia/ausencia de proteinas partir del pangenoma de los 41
genomas de Mycobacterium tuberculosis.

Capitulo 3

Figura 5.1. Representacion de las diferentes agrupaciones de MBL por comparacion de secuencias,
obtenidas con el algoritmo MLE (bootstrap=100).

Figura 5.2. Ensayo experimental de la inhibicion de MBL por EDTA en A) P. monteilli (control positivo),
B) M. chelonae CCUG 474457, C) M. immunogenum CCUG 472867, D) M. abscessus subsp. bolletii
CCUG 501847, E) Mycobacterium sp. MG2, F) Mycobacterium sp. MG8, G) Mycobacterium sp. MHSD?2,
H) Mycobacterium sp. MHSD3, I) Mycobacterium sp. CR-UIBL.

Figura 5.3. A) Sintenia del sistema de secrecion tipo V11 esx-3 entre las distintas cepas, utilizando como
modelo el sistema de M. smegmatis. Entre paréntesis se indica la orientacién encontrada en el respectivo
genoma (-). B) Proteasa mycPs y los genes adyacentes.

Figura 5.4. Sintenia resultante entre los sistemas de captacién de hierro encontrados en las distintas cepas.
La orientacidn reflejada en la figura es la encontrada en los respectivos genomas.

Figura 5.5. Factores de virulencia hallados en Mycobacterium chelonae CCUG 47445TT con la misma
organizacion en las diferentes cepas: A) antigeno 85 (fopABC), B) subunidades de la enzima ureasa, C)
elementos implicados en la sisntesis de fenazinas y D) subunidades de la proteasa clp.

Figura 5.6. Organizacion de los operones mce encontrados en las cepas estudiadas. Se puede observar la
disposicién de los transportadores de membrana (rojo), genes mce (azul), proteinas hipotéticas (blanco) y
genes de otro tipo (amarillo).

Figura 5.7. Hipotéticas islas genémicas encontradas en los distintos genomas estudiados. La posicion
relativa de las mismas sdlo es concluyente en los genomas cerrados de las cepas tipo CCUG 474457 y
CCUG 47286".

Figura 5.8. Posicion relativa de los potenciales profagos encontrados en las cepas tipo de M. chelonae y
M. immunogenum. Se indican también los componentes génicos de cada uno de los profagos indicados
como "intactos" por PHAST.

Figura 5.9. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus. Se
encontraron relaciones de proximidad (verde), coexpresion (negro) y evidencias experimentales (rosa).

Figura 5.10. Red de relaciones predichas entre las proteinas identificadas como permeasas Opp homélogas
en el genoma de M. abscessus. Se encontraron relaciones de proximidad (verde), co-expresién (negro) y
existencia de datos procedentes de bases de datos curadas (azul).
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Figura 5.11. Red de relaciones predichas entre las proteinas homélogas en el genoma de M. abscessus para
el conjunto de proteinas relacionadas con permeasas Dpp. Se encontraron relaciones de proximidad (verde),
co-expresion (negro) y existencia de datos procedentes de bases de datos curadas (azul).

Figura 5.12. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus,
pertenecientes al trasnportador de cadenas de aminoacidos ramificadas LivFGHM Se encontraron
relaciones de proximidad (verde), co-expresion (negro) y existencia de datos procedentes de bases de datos
curadas (azul).

Figura 5.13. Red de relaciones predichas entre las proteinas homélogas en el genoma de M. abscessus para
las proteinas YajC, SecF, SecD y la proteina de union a solutos Se encontraron relaciones de proximidad
(verde), co-expresion (negro).

Figura 5.14. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus,
pertenecientes a las hipotéticas subunidades del SDC KdpD/E y la Kdp-ATPasa (KdpFABC). Se
encontraron relaciones de proximidad (verde), co-expresion (negro) y evidencias experimentales (rosa).

Figura 5.15. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus,
pertenecientes a la peptidasa sefial I, ffh y ftsY, asi como las proteinas codificadas entre ellas Se encontraron
relaciones de proximidad (verde), co-expresion (negro), evidencias experimentales (rosa), y existencia de
datos procedentes de bases de datos curadas (azul).

Capitulo 4

Figura 6.1. Caracteristicas generales y mapas de los vectores de expresion seleccionados. Se indica el
tamafio total en pares de bases (pb) y el inductor al que responden los respectivos promotores (imagenes de
los mapas obtenidas a partir de los manuales de las respectivas casas comerciales).

Figura 6.2. Férmula utilizada para el calculo de las cantidades equimolares con una ratio 1/3
(inserto/vector) a partir de 50 ng de vector.

Figura 6.3. Variacién de la secuencia aminoacidica de las proteinas VapB27 y VapC27 antes y después de
completar la secuencia. La secuencia afiadida manualmente se resalta en morado, mientras que la secuencia
original se encuentra resaltada en azul.

Figura 6.4. Distribucion de los 68 STAs de CR-UIB2 de acuerdo a los distintos tipos encontrados en su
genoma.

Figura 6.5. Amplicones obtenidos mediante PCR a partir de ADN gendmico (A) y a partir del ADN
plasmidico de los clones finales (B). La estimacion de los tamafios permite confirmar que, a priori, los
tamafios obtenidos son los esperados. Las toxinas MT0934-S y las toxinas zeta* corresponden a las
potenciales toxinas sin antitoxina asociada.

Figura 6.6. Curvas de crecimiento obtenidas a partir de las DO durante 7 horas y curvas de la evolucion
del nimero de UFC/ml a lo largo del tiempo a partir del momento de induccion (3 horas) de las distintas
condiciones experimentales de los tres sistemas funcionales: A) VapBC27, B) VapBC28 y C) HP-Toxina
zeta.

Figura 6.7. Secuencia proteica de la toxina VapC28 cubierta con los péptidos identificados. La secuencia
aminoacidica de los péptidos identificada corresponde a 71 de 133 aminoé&cidos, resaltados en rojo.

Figura 6.8. Secuencia cubierta con los péptidos identificados. La secuencia aminoacidica de los péptidos
identificados en el total de las proteinas analizadas (156 aminoacidos para la toxina y 78 aminoacidos para
la proteina hipotética) se indican en rojo.
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Figura 6.9. Dendrogramas obtenidos por MLE (100 iteraciones) con las proteinas que mediante BLAST
mostraron una similitud de secuencia aminoacidica superior al 50 % (con un 50 % de cobertura) a VapB27
(A) y VapC27 (B). TR (del inglés Transcriptional Regulator), UP (del inglés Uncharacterized Protein).

Figura 6.10. Prediccion estructural de la potencial toxina VapC27 (A) y de la potencial antitoxina VapB27
(B) obtenida a través de la plataforma bioinformatica I-TASSER. Se destacan en rojo las hélices a y en
verde las laminas B. Dichas estructuras aparecen numeradas en orden de aparicion desde el extremo amino-
terminal al extremo carboxilo-terminal dentro de cada tipo.

Figura 6.11. Representacion de la superposicion estructural entre la toxina VapC de S. flexneri (rojo) y M.
llatzerense MG13T (azul) donde se observa la coincidencia entre los distintos elementos estructurales de
ambas proteinas.

Figura 6.12. Comparativa estructural entre la toxina VapB27 (azul) de M. llatzerense MG13" y la proteasa
Lon de Meiothermus taiwanensis (rojo). En el modelo se pueden observar las notables diferencias
estructurales entre ambas proteinas.

Figura 6.13. Dendogramas obtenidos mediante el algoritmo de MLE (100 iteraciones) a partir de las
proteinas que mostraron méas de un 50 % de similitud (y més de un 50 % de cobertura) con las proteinas
VapB28 (A) y VapC28 (B). UP (Proteina no caracterizada).

Figura 6.14. Prediccion estructural de la toxina VapC28 (A) y de la antitoxina VVapB28 (B) obtenida a
través del programa I-TASSER. Se indica en rojo las hélices a y en azul las laminas B. Dichos elementos
se enumeran por orden de aparicion desde el extremo amino-terminal al extremo carboxilo-terminal dentro
de cada tipo de estructura.

Figura 6.15. Comparativa estructural entre la toxina VapC30 (rojo) de M. tuberculosis y VapC28 (azul) de
M. llatzerense MG13" desde diferentes perspectivas.

Figura 6.16. Comparativa estructural entre el represor Arc (rojo) y VapB28 (azul) de M. llatzerense MG13"
desde diferentes perspectivas.

Figura 6.17. Diagrama de Markov de la familia de proteinas con dominio PIN (base de datos Pfam). En
dicho diagrama se destacan principalmente el grado de conservacion de los 4 aminoécidos que conforman
su centro activo (mayor tamafio de letra, mayor grado de conservacion).

Figura 6.18. Representacion de las posiciones de los residuos potencialmente implicados en la actividad
de las toxinas donde D: Aspartato, E: glutamina, G: glicina y N: asparagina. A) Proteina con dominio PIN
de Pyrobaculum aerophilum ATCC 51768, B) Archaeoglobus fulgidus DSM 4304, C) VapC5 de M.
tuberculosis H37Rv, D) VapC27, E) VapC28 de M. llatzerense MG13T y F) VapC5 de la cepa CR-UIB1.

Figura 6.19. Dendogramas obtenidos mediante el algoritmo de MLE (100 iteraciones) a partir de las
proteinas que mostraron mas de un 50 % de similitud (y mas de un 50 % de cobertura) con la proteina
hipotética (A) y la toxina zeta (B). UP (Proteina no caracterizada).

Figura 6.20. Sintenia observada en los bloques génicos que enmarcan los genes que representan el
potencial operon P.H.-toxina zeta. Se destaca en verde el gen de la P.H. de interés, en rojo el gen que
codifica para la toxina zeta, en violeta los genes que contienen dominios relacionados con actividad -
lactamasa, en amarillo los genes con dominios de respuesta a estrés y en negro se representan los genes
relacionados con otras funciones.

Figura 6.21. Prediccion estructural de la toxina zeta (A) y de la potencial antitoxina (B) presente
Unicamente en el genoma de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3. En rojo se destacan las hélices o y en
verde las laminas . Estos elementos se enumeran por orden de aparicion desde el extremo amino-terminal
al extremo carboxilo-terminal dentro de cada tipo.
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Figura 6.22. Comparativa estructural entre la toxina { del plasmido pSM 1035 S. pyogenes (rojo) y la toxina
zeta presente en el genoma de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3 (azul). Se observa la similitud en el
nucleo central de ambas proteinas.

Figura 6.23. Residuos potencialmente implicados en la zona de unién a ATP (molécula destacada en color
violeta). ARG: arginina, ASN: asparagina, LYS: Lisina, THR: treonina, HIS: histidina, PHE: fenilalanina.

Figura 6.24. Comparativa estructural entre la helicasa PriA de Klebsiella pneumoniae (Azul) y la potencial
antitoxina del genoma de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3 (rojo) desde diferentes perspectivas.

Figura 6.25. Comparativa estructural entre la antitoxina ParD (A, B) y la potencial antitoxina de MHSD3
(C,D).
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Capitulo 1
Tabla 3.1. Procedencia de las cepas seleccionadas para su secuenciacion.

Tabla 3.2. Nameros de acceso de las secuencias de genes “housekeeping” originales de las cepas
secuenciadas.

Tabla 3.3. Caracteristicas de las muestras de ADN obtenidas aplicando el protocolo optimizado.

Tabla 3.4. Rendimientos de secuenciacion obtenidos con la plataforma Illumina HiSeq-2500.

Tabla 3.5. Rendimientos de secuenciacion obtenidos con la plataforma PacBio RSII.

Tabla 3.6. Resultados de los protocolos de ensamblaje aplicados para cada una de las cepas tipo.

Tabla 3.7. Caracteristicas de los mejores ensamblajes obtenidos para cada una de las cepas.

Tabla 3.8. Resultados comparativos de cada una de las etapas del ensamblaje del aislamiento CR-UIB2.

Tabla 3.9. Resultados de la anotacion con Prokka v1.10 para los genomas secuenciados y ensamblados.

Capitulo 2

Tabla 4.1. Namero de familias proteicas exclusivas aportadas por especie y nimero de familias clasificadas
funcionalmente en base a los COGs.

Tabla 4.2. Proteinas exclusivas de las distintas agrupaciones de cepas de Mycobacterium immunogenum.

Capitulo 3

Tabla 5.1. Inventario de los elementos de resistencia a antibiéticos identificados por RGI. Se indica el tipo
de antibidtico contra el que se han encontrado resistencias, asi como el nimero de proteinas detectadas en
cada caso, tanto para las cepas tipo (") como para el resto de cepas.

Tabla 5.2. Potenciales MBL identificadas en los genomas secuenciados. Se indica el nimero de genes
encontrados en cada caso.

Tabla 5.3. Didmetro de los halos de inhibicion frente a Imipenem (Imp) en ausencia y presencia de EDTA.
Se indica el porcentaje de incremento de halo observado en cada caso.

Tabla 5.4. Nimero de proteinas relacionadas con la resistencia a otros elementos externos diferentes a
antibioticos representadas en el proteoma de las cepas estudiadas.

Tabla 5.5. Factores de virulencia encontrados a partir de los proteomas de las cepas estudiadas. Se indica
la presencia (+) o ausencia (-) de los factores encontrados en cada caso. Se destaca la ausencia en algunas
agrupaciones de los componentes A) eccD3, B) mbtE y C) irtA.

Tabla 5.6. Familias de reguladores transcripcionales encontradas en los diferentes genomas analizados. Se
indica el nimero de representantes encontrados en cada caso.

Tabla 5.7. Familias de reguladores de respuesta encontrados en los genomas analizados. Se indica el
ntmero de representantes encontrados en cada caso.
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Tabla 5.8. Factores sigma identificados en el andlisis del reguloma de los genomas secuenciados. Se indica
el nimero de representantes encontrados en cada caso.

Tabla 5.9. Reguladores negativos (Factores antisigma) identificados en la prospeccion de los proteomas.
Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de cada factor en los distintos genomas.

Tabla 5.10. Numero de elementos relacionados con SDC encontrados en los genomas analizados. Se indica
el nimero de histidina quinasas, reguladores de respuesta y el nimero de SDC completos formados entre
ellos. Se indica también el nimero de elementos para los cuales no se ha hallado el elemento relacionado
gue completaria el SDC.

Tabla 5.11. NUmero de integrasas y transposasas, Islas gendmicas y fagos intactos encontrados en las cepas
estudiadas.

Tabla 5.12. Conjunto de elementos agrupados en la categoria funcional "Percepcién del quorum” por la
base de datos KEGG. Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de cada elemento en cada caso.

Tabla 5.13. NUmero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457
(anotacion con Prokka v1.10 y su homdlogo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas
implicadas en la sintesis de fenazinas. Se indica el nombre del producto, asi como los valores de identidad
y bit-score en cada caso.

Tabla 5.14. NUmero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homdlogo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas relacionadas con
permeasas Opp. Se indica el nombre del producto, asi como los valores de identidad y bit-score en cada
caso.

Tabla 5.15. NUmero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homélogo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas relacionadas con
permeasas Dpp. Se indica el nombre del producto, asi como los valores de identidad y bit-score en cada
caso.

Tabla 5.16. Namero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homologo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas que conforman
las hipotéticas subunidades del transportador LivFGHM. Se indica el nombre del producto, asi como los
valores de identidad y bit-score en cada caso.

Tabla 5.17. NUmero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homélogo en el genoma de M. abscessus para las proteinas YajC, SecF, SecD y la
proteina de union a solutos. Se indica el nombre del producto, asi como los valores de identidad y bit-score
en cada caso.

Tabla 5.18. Numero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homologo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas que conforman
las hipotéticas subunidades del SDC KdpD/E y la Kdp-ATPasa (KdpFABC). Se indica el nombre del
producto, asi como los valores de identidad y bit-score en cada caso.

Tabla 5.19. Namero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka) y su homoélogo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de la peptidasa sefial I, ffh y ftsY,
asi como las proteinas codificadas entre ellas. Se indica el nombre del producto, asi como los valores de
identidad y bit-score en cada caso.
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Capitulo 4

Tabla 6.1. Secuencia de los cebadores comerciales utilizados. Se indica la diana para la que estan disefiados
y la referencia donde se encuentran sus secuencias.

Tabla 6.2. Potenciales STA identificados en los genomas de las cepas secuenciadas. Se incluyen asi mismo
aquellos potenciales sistemas cuyas toxinas han sido anotadas, pero para los cuales no se ha hallado la
antitoxina correspondiente.

Tabla 6.3. Caracterizacion de la secuencia de toxinas y antitoxinas de los operones bien definidos (Grupo
1). Se indica el nombre de la familia asignada por Pfam para cada proteina, asi como el nombre de la
proteina mas similar segtn los resultados de BLAST en UniProt.

Tabla 6.4. Caracterizacion de la secuencia de los genes que conforman el potencial sistema de tres
componentes. Se indica la cepa de procedencia, el componente TA en cuestion, asi como la familia a la que
se ha asignado segln Pfam y el nombre de la proteina mas similar segin UniProt.

Tabla 6.5. Caracterizacion de la secuencia de los genes anotados como toxinas para los que no se ha
encontrado antitoxina asociada. Se indica la cepa de procedencia, el componente en cuestion, asi como la
familia a la que se ha asignado segin Pfam y el nombre de la proteina mas similar segin UniProt.

Tabla 6.6. Andlisis del efecto de los STA sobre el crecimiento bacteriano. Se indican las cepas de origen
de cada sistema, asi como la observacién de efecto toxico por parte de la toxina de cada sistema.

Tabla 6.7. Estimacién de los pesos moleculares basada en secuencia de aminodcidos de las distintas
proteinas que conforman los tres STA funcionales.

Tabla 6.8. Secuencias peptidicas identificadas como pertenecientes a la toxina VapC28, relacionadas con
las respectivas masas observadas experimentalmente, esperadas y tedricas. Se indica el % de error
observado entre la masa tedrica y experimental. “M” representa el nimero de lisinas o argininas no
digeridas por la tripsina.

Tabla 6.9. Secuencias peptidicas identificadas como pertenecientes a la toxina zeta relacionadas con las
respectivas masas observadas experimentalmente, esperadas y tedricas. Se indica el % de error observado
entre la masa tedrica y experimental. “M” representa el niimero de lisinas o argininas no digeridas por la
tripsina.

Tabla 6.10. Secuencias peptidicas identificadas como pertenecientes a la HP, relacionadas con las
respectivas masas observadas experimentalmente, esperadas y teéricas. Se indica el % de error observado
entre la masa tedrica y experimental. “M” representa el nimero de lisinas o argininas no digeridas por la
tripsina.
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Tabla suplementaria 1. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y pangenoma del grupo
de micobacterias de crecimiento rapido. Se incluyen los nimeros de acceso para cada uno, incluyendo los
correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes.

Tabla suplementaria 2. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y pangenoma del grupo
de abscessus-chelonae-immunogenum. Se incluyen los nimeros de acceso para cada uno, incluyendo los
correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes. Los genomas correspondientes a
M. immunogenum incluidos en esta tabla son los utilizados para el mismo estudio centrado en esta especie.

Tabla suplementaria 3. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y pangenoma de la especie
M. tuberculosis. Se incluyen los nimeros de acceso para cada uno.

Tabla suplementaria 4. Listado de los cddigos de las categorias funcionales de los COG relacionados con
las funciones especificas que representan en cada caso.
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Tabla suplementaria 1. Listado completo de todos los FT encontrados en las cepas de MCR estudiadas,
incluyendo las listadas en la tabla reducida el capitulo 3.

Tabla suplementaria 2. Listado completo de todos los FT encontrados en las cepas cepas M.
tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv., incluyendo las listadas en la tabla reducida el capitulo
3.

Tabla suplementaria 3. Familias de reguladores de respuesta encontrados en los genomas de las cepas M.
tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica el nimero de representantes encontrados en
cada caso.

Tabla suplementaria 4. Factores sigma identificados en el anélisis del reguloma de los genomas de las
cepas M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica el nimero de representantes
encontrados en cada caso.

Tabla suplementaria 5. Reguladores negativos (Factores antisigma) identificados en la prospeccién de los
proteomas de las cepas M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica la presencia (+) o
ausencia (-) de cada factor en los distintos genomas.

Tabla suplementaria 6. Nimero de elementos relacionados con SDC encontrados en los genomas de las
cepas M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica el nimero de histidina quinasas,
reguladores de respuesta y el nimero de SDC completos formados entre ellos. Se indica también el nimero
de elementos para los cuales no se ha hallado el elemento relacionado que completaria el SDC.




Listado del Anexo 3

Listado del Anexo 3

Tabla suplementaria 1. Cebadores disefiados para la amplificacién de los elementos de los STA. En rojo
se muestran las dianas de restriccidn pertinentes en cada caso. Previa a esta diana se insertaron 6 nucle6tidos
coincidentes con la secuencia original del genoma para incrementar la eficiencia de hibridacién en la PCR
inicial.

Tabla sumplementaria 2. Porcentajes de identidad entre las secuencias de las proteinas MT0933, la lipasa
y MT0934, utilizando la secuencia del genoma de la cepa tipo de M. chelonae CCUG 474457 como
referencia.

Tabla suplementaria 3. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la antitoxina VapB27 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Tabla suplementaria 4. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construcciéon del
dendograma de la antitoxina VapC27 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Tabla suplementaria 5. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la antitoxina VapB28 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Tabla suplementaria 6. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la antitoxina VapC28 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Tabla suplementaria 7. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la proteina hipotética de la cepa Mycobacterium MHSD3. Se indica la cepa de procedencia
y la anotacion con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Tabla suplementaria 8. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la toxina zeta de la cepa Mycobacterium MHSD3. Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Tabla suplementaria 9. Aminoéacidos del centro activo de las proteinas con dominio PIN utilizadas. Asp:
aspartato, Glut: glutamina, Gly: glicina, Asn: asparagina.

Figura suplementaria 1. Patrén de bandas proteicas obtenidos para los sistemas VapBC27 y VapBC28
(A) y el sistema PH y Toxina zeta (B). Se destacan en rojo los pesos moleculares (en kDa) referentes a la
zona donde se enmarcan las proteinas de interés. Se destacan también las bandas potencialmente
representativas de las toxinas VapC28 y zeta, asi como la proteina hipotética relacionada con esta Gltima.

Figura suplementaria 2. Alineamiento obtenido a partir de la superposicién de las estructuras terciarias.
Entre paréntesis se indican el nimero de aminoacidos que no se superponen entre los distintos bloques
alineados. Se resaltan aquellos aminoéacidos conservados del centro activo en amarillo, y en rojo los
aminoacidos que corresponden a la cuarta posicion del mismo, no conservados en las toxinas VapC28 y
VapC5.

Figura suplementaria 3. Prediccion estructural realizada por I-TASSER a partir de la secuencia de
aminodcidos de la hipotética toxina MT0934 del par MT0933-34 de M. llatzerense MG13T.
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Resumen

El objetivo principal de la presente tesis es realizar un estudio detallado desde el punto de
vista genomico de todas aquellas caracteristicas que pueden beneficiar el caracter
patogeénico de las micobacterias de crecimiento rapido (MCR), en especial de las especies
estrechamente relacionadas Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae y
Mycobacterium immunogenum. Dichas especies son consideradas como importantes
patdgenos oportunistas, responsables de infecciones dificiles de tratar por sus
caracteristicas intrinsecas y que complican el estado de salud de los pacientes
hospitalizados. Ademas, con este estudio se pretende compensar el desequilibrio historico
existente en cuanto al estudio del género Mycobacterium, donde los esfuerzos se han
centrado fundamentalmente en especies patdgenas como Mycobacterium tuberculosis.
Incrementar la informacion disponible de las MCR mencionadas permitird futuros
estudios centrados en la investigacion de los elementos de patogenicidad que poseen, asi
como proponer nuevas dianas para el desarrollo de tratamientos alternativos de las

infecciones que provocan.

Con el fin de abordar el problema del escaso nimero de genomas presentes en las bases
de datos de las especies mencionadas; se desarrollé un protocolo de extraccion de ADN
eficaz para micobacterias, consideradas como microorganismos dificiles de lisar.
Obtenidas las muestras de ADN, se utilizaron tecnologias de secuenciacién de nueva
generacion para la obtencion de grandes cantidades de secuencias (denominadas lecturas)
a partir de las cuales se obtuvieron los genomas de las respectivas cepas. Con este fin se
utilizaron las herramientas bioinformaticas mas dptimas de las disponibles para el
ensamblaje, mejora y evaluacion de los genomas obtenidos. De esa forma se aseguré la

obtencion de genomas de alta calidad con las herramientas disponibles en el momento.

Los genomas obtenidos, junto con los disponibles en las bases de datos, se utilizaron para
el estudio comparativo basado en el calculo del genoma esencial (que incluye el conjunto
de proteinas compartidas por todos los genomas) y pangenoma (conjunto de todos los
grupos de proteinas diferentes presentes en un conjunto de genomas). EI genoma esencial
permitio clarificar las relaciones evolutivas de las diferentes especies consideradas,

especialmente en el complejo de subespecies de M. abscessus. El estudio del pangenoma
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permitid sugerir una alta capacidad adaptativa de las MCR debido a la tendencia abierta
detectada en su pangenoma. ElI mismo resultado se obtuvo en el grupo abscessus-
chelonae-immunogenum, pero no en la especie M. immunogenum, donde la tendencia

cerrada del pangenoma refleja la escasa plasticidad genomica de la especie.

Un hito importante conseguido fue la caracterizaron funcional de las proteinas exclusivas
de una determinada especie o0 genoma. En este sentido, se realiz6 un catalogo de todos
aquellos elementos gendmicos implicados en la patogenicidad de cada microorganismo.
Para ello se utilizaron toda una serie de bases de datos especializadas para la busqueda de
genes de resistencias a antibidticos, factores de virulencia, elementos mdviles, proteinas
reguladoras y elementos implicados en la percepcion del Quérum. De esta forma se
determind un extenso catdlogo de elementos genéticos que pueden influir de forma

decisiva en la patogenicidad de cada cepa analizada.

Finalmente, se caracterizaron los Ilamados sistemas toxina-antitoxina (STA), cuya
funcionalidad puede influir en la patogenicidad de los microorganismos. En este caso no
solo se utilizaron toda una serie de bases de datos especializadas y herramientas
bioinformaticas para la descripcion de estos elementos, sino que también se establecio un
protocolo para realizar el ensayo experimental de su funcionalidad, utilizando a
Escherichia coli como hospedador y vectores de expresion donde se clonaron los genes
de la toxina y la antitoxina por separado. De esta forma se consiguié la descripcién
completa desde el punto de vista genémico, estructural y funcional de todos los sistemas
detectados en las micobacterias objeto de estudio, observando resultados compatibles con

un STA en tres ellos.
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Resum

L’objectiu principal de la present tesis es realizar un estudi detallat desde el punt de vista
genomic de totes aquelles caracteristiques que poden bneficiar el caracter patogenic de
les micobacteris de creixement rapid (MCR), en especial de les especies estretament
relacionades Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae y Mycobacterium
immunogenum. Les especies esmentades es consideren importants patogens oportunistes,
responsables d’infeccions dificils de tractar degut a les seves caracteristiques intrinseques
i que compliquen I’estat de salut dels pacients hospitalitzats. A més a mes, amb aquest
estudi es pretén compensar el desequilibri historic existent en quant a I’estudi del genere
Mycobacterium, on 1’esfor¢ s’ha centrat fonamentalment en espécies patogenes com
Mycobacterium tuberculosis. Incrementar la informacié disponible de les MCR
esmentades permetrd futurs estudis centrats en la investigacié dels elements de
patogenicitat que posseeixen, aixi com proposar noves dianes per al desenvolupament de

tractaments alternatius de les infeccions que provoquen.

Amb la finalitat d’abordar el problema de 1’escas hombre de genomes presents en els
bases de dades de les espécies destacades, es va desenvolupar un protocol d’extraccid
d’ADN eficag per micobacteris, considerades com a microorganismes dificils de lisar. Un
cop obtingudes les mostres d’ADN, s’empraren tecnologies de seqlienciacié de nova
generacio per a 1’obtencio de grans quantitats de seqliencies (denominades lectures) a
partir de les quals es varen obtindre els genomes de les respectives soques. Amb aquest
objectiu es varen utilitzar les eines bioinformatiques més optimes de les disponibles per
a ’ensamblatje, millora y evaluacio dels genomes obtinguts. D’aquesta manera es va

asegurar 1’obtencio de genomes d’alta qualitat amb les eines disponibles en el moment.

Els genomes obtinguts, juntament amb els disponibles en les bases de dades, es varen
utilitzar per a I’estudi comparatiu basat en el calcul del genoma esencial (que inclou el
conjunt de proteines compartides per tots els genomes) y pangenoma (conjunt de tots els
grups de proteines diferents presents en un conjunt de genomes). El genoma esencial va
permetre aclarir les relacions evolutives de les diferents especies considerades,
especialment en el complexe de subespecies de M. abscessus. L’estudi del pangenoma va

permetre sugerir una alta capacitat adaptativa de les MCR degut a la tendéncia oberta
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detectada en el pangenoma. El mateix resultat es va obtenir en el grup abscessus-
chelonae-immunogenum, pero no en la especie M. immunogenum, en la que la tendéncia

tancada del pangenoma reflecteix la baixa plasticitat genomica de I’espécie.

Un fet important aconseguit va ser la caracteritzacio funcional de les proteines exclusives
d’una espécie determinada o genoma. En aquest sentit, es va realitzar un cataleg de tots
aquells elements genomics implicats en la patogenicitat de cada microorganisme. Per
aconseguir-ho es varen utilitzar tota una série de bases de dades especialitzades per a la
recerca de gens de resistencia a antibiotics, factors de virulencia, elements movils,
proteines reguladores y elements implicats en la percepcio del Quorum. D’aquesta forma
es va determinar un extens cataleg d’elements genctics que poden influir de manera

decisiva en la pateogenicitat de cada soca analitzada.

Finalment, es caracteritzaren els coneguts com a sistemes toxina-antitoxina (STA), la
funcionalitat dels cuals pot influir en la patogenicitat dels microorganismes. En aquest
cas no tan sols es varen utilitzar tota una serie de bases de dades especialitzades y eines
bioinformatiques per a la descripcio d’aquests elements, sind que també es va establir un
protocol per realitzar [’assaig experimental de la seva funcionalitat, emprant a
Escherichia coli com hospedador y vectors d’expresio on es varen clonar els gens de la
toxina i la antitoxina per separat. D’aquesta manera es va aconseguir la descripcio
completa des del punt de vista genomic, estructural i funcional de tots els sistemas
detectats en els micobacteris objecte d’estudi, observant resultats compatibles amb un

STA en tres dels sistemes detectats.
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Summary

The main objective of the present thesis is to perform a detailed study from a genomic
point of view of all those characteristics that can benefit the pathogenicity of the rapid
growing mycobacteria (RGM), especially of the closely related species Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium chelonae and Mycobacterium immunogenum. These species
are considered important opportunistic pathogens, responsible of infections that are hard
to treat due to their intrinsic characteristics. These infections complicate the health status
of the hospitalized patients. In addition, this study pretends to compensate the historical
imbalance in the study of the genus Mycobacterium, in which the efforts have been put
in the study of pathogenic species as Mycobacterium tuberculosis. Increasing the
information available of the RGM mentioned before in the databases will allow future
studies to be focused on the research of the pathogenicity elements that they have, as well
as propose new targets for the development of alternative treatments of the infections that

they provoke.

With the objective to increase the actual low number of genomes present in the databases
of the species mentioned before, it was developed a DNA extraction protocol effective
for mycobacteria, considered as “hard-to-lyse” microorganism. Having obtained the
DNA samples, next-generation sequencing technologies were used to obtain massive
amounts of sequences (called reads) from which the genomes of the respective strains
were obtained. With this purpose, the most suitable and available bioinformatic tools were
used for the assembly, improvement and checking of the genomes obtained. Thus, it was
ensured the obtention of high-quality genomes with the tools available at that moment.

The resulting genomes, along with the genomes available in the databases, were used for
a comparative study based on the estimation of the core genome (which includes all the
proteins shared by all the genomes) and the pangenome (set of all the groups of different
proteins present in all the studied genomes). The core genome allowed to clarify the
evolutive relationships among the species considered, especially inside the complex of
subspecies of M. abscessus. The determination of the pangenome allowed to suggest a
high adaptive capacity of the RGM group due to the open tendency observed in its

pangenome. The same result was obtained in the group abscessus-chelonae-
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immunogenum, but not in the species M. immunogenum, in which the closed tendency

reflects the limited genomic plasticity of the species.

An important achievement was the characterization of the proteins exclusive of one
specific species or genome. In this sense, it was obtained a detailed catalogue of all those
genomic elements related with the pathogenicity of each microorganism using specialized
databases to find genes related to antibiotic resistances, virulence factors, mobile genetic
elements, regulatory proteins and elements related to the Quorum sensing. Consequently,
it was determined a large catalogue of genetic elements that can influence decisively in

the pathogenicity of each strain.

Finally, the elements called toxin-antitoxin systems (TAS) were characterized. The
functionality of these elements can be closely related with the pathogenicity of the
microorganisms. In this case, in addition to the use of specialized databases and
bioinformatic tools for the description of these elements, it was developed a protocol for
the experimental assay of their functionality. For this purpose, it was used Escherichia
coli as host and expression vectors where the genes of the toxins and antitoxins were
cloned separately. With this procedure, the TAS were completely described from the
genomic, structural and functional point of view, obtaining results compatible with a TAS
in three of them.
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1.1. El Género Mycobacterium

1.1.1. Caracteristicas generales de las micobacterias

El género Mycobacterium pertenece a la
clase Actinobacteria, uno de los grandes
grupos de bacterias Gram positivas,
caracterizadas por ser bacterias con forma
de bacilo o filamentosas, en su mayoria no

infecciosas, a pesar de grandes

excepciones. El género Mycobacterium

. . . e B T :
consta en la actualidad de 178 especies Y Figyra 1.1. Bacilos de Mycobacterium tuberculosis
tras la tincion Ziehl-Neelsen. Imagen de dominio
publico
distribuidas en multitud de nichos ecoldgicos diferentes. Se trata de microorganismos

13  subespecies [1] ampliamente

aerobios, no moviles y no formadores de esporas que, a pesar de ser considerados
estructuralmente Gram positivos, no se tifien a través de esta técnica, sino que se utiliza
una técnica especifica conocida como la tincion de bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) o Ziehl-Neelsen (Figura 1.1). Sus requerimientos nutricionales son
relativamente simples, pudiendo crecer en su mayoria en medios minerales con amonio y
glicerol como unicas fuentes de nitrogeno y carbono respectivamente. Son bacterias con
un elevado contenido GC, que en cultivo crecen formando colonias densas, compactas y

a menudo rugosas [2].

En lineas generales se clasifican en dos grandes grupos: micobacterias de crecimiento
lento, donde se concentran las micobacterias patogenas (MCL, crecimiento en mas de 7
dias), y las micobacterias de crecimiento rapido (MCR, crecimiento en menos de 7 dias).
En funcién de su capacidad de producir pigmentacion es posible clasificarlas en cuatro
grandes grupos: 1) fotocromogénicas (grupo de Runyon 1), cuya pigmentacion aparece al
hacerlas crecer expuestas a la luz; 2) escotocromogénicas (grupo de Runyon 11), las cuales
crecen formando colonias intensamente amarillas o naranjas estando expuestas 0 no a la
luz; 3) No cromogenicas, las cuales no producen pigmentacion o producen colonias
palidamente amarillas, cuya intensidad de color no incrementa si se expone o no a la luz

(grupos de Runyon 111y 1V) [2].
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Una de las particularidades mas destacadas de este género es la peculiar pared bacteriana
que presentan sus integrantes (Figura 1.2). Esta se caracteriza por ser muy gruesa y rica
en lipidos, siendo los acidos micdlicos un tipo de lipido muy caracteristico de su
estructura [3]. Estos lipidos se encuentran en la superficie bacteriana unidos
covalentemente al peptidoglucano de la pared celular. Esta configuracion de pared
bacteriana hace que sea una cubierta cerosa, altamente consistente e hidrofébica; lo que
la hace una de las principales responsable de la gran resistencia a factores externos tales
como desinfectantes, metales pesados, antibidticos, etc. [4]. De hecho, esta
hidrofobicidad es la que hace que estos bacilos no puedan tefiirse a traves de la tincion de
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Figura 1.2. Esquema general de la pared micobacteriana. De arriba abajo, se destaca a) las proteinas de membrana
(incluidas las porinas), b) acil-lipidos, c) acidos micolicos, del arabinogalactano, €) lipoarabinomanano (LAM), €)
peptidoglicano, g) fosfatidilinositol manosidos (PIM); y h) la membrana citoplasmética. Fuente de la imagen:

Community College of Baltimore County (faculty.cchcmd.edu).
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1.1.2. Contextualizacion historica

Histéricamente, el gran peso del estudio de este género
bacteriano ha recaido sobre las cepas oficialmente
reconocidas como patégenas, como Mycobacterium
tuberculosis. Una buena prueba de ello se encuentra en las
bases de datos, donde la gran mayoria de la informacion
sobre este género esta basada en estudios realizados sobre
dicha especie. EI motivo hay que buscarlo en las graves

enfermedades que provoca en el ser humano y que desde la

antigiiedad se sabe que han venido causando graves

Figura 1.3 Born Heinrich
Hermann Robert Koch (1843-
enfermedad fundamentalmente pulmonar, caracterizada por 1910). Fuente de la imagen

https://alchetron.com/Robert-
la expectoracion de esputo sanguinolento, tos, fiebre, Koch

problemas de salud [5,6]. La tuberculosis es una

sudores y pérdida de peso, aunque también puede extenderse a otras regiones del cuerpo;
como son los sistemas nervioso, circulatorio, linfatico o huesos, causando un cuadro
sintomético diverso en cada caso [7]. La tuberculosis se calcula que ha acompafiado al
ser humano durante miles de afios. Ya en tiempos de Hipdcrates, en la antigua Grecia, se
conocian perfectamente los efectos de esta enfermedad, entonces conocida como phthisis,
la cual se consideraba altamente contagiosa. Son numerosas las epidemias que ha
provocado a lo largo de la historia de la humanidad y que han sesgado un ndmero
incalculable de vidas hasta el momento [8], motivos que histéricamente han dado lugar a
la imperiosa necesidad de conocer cudl era la causa y las posibles soluciones. El agente
causal de la tuberculosis fue descrito finalmente por el médico y microbi6logo aleman
Heinrich Hermann Robert Koch (1843-1910) (Figura 1.3) el 24 de marzo de 1.882 en
Berlin. Durante sus estudios consigui6 aislar un agente microbiano que era capaz de
reproducir la enfermedad en animales [2]. Gracias a su descubrimiento, numerosos
investigadores comenzaron el camino para intentar entender los entresijos del proceso de
infeccion provocado por este microorganismo, carrera que, a dia de hoy, todavia no ha
concluido. En la actualidad se calcula que aproximadamente un tercio de la poblacién

mundial esta infectada por M. tuberculosis, y que este patdgeno se sigue cobrando
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alrededor de un millon de vidas anuales [9], convirtiéndose en el que probablemente sea

el microorganismo que mas muertes ha provocado con respecto al resto.

Con estos antecedentes histéricos, es entendible la urgencia y el esfuerzo de estudio
puesto sobre dicho microorganismo, pero esto ha provocado que se dejaran un poco de
lado a las micobacterias llamadas “ambientales”, también conocidas como micobacterias
no tuberculosas (MNT) o micobacterias atipicas. Este ultimo grupo de micobacterias se
estd convirtiendo en un grupo de gran interes clinico en los Gltimos afios ya que algunos
de sus representantes pueden desencadenar infecciones oportunistas de considerable
gravedad. Dichas infecciones provocadas por micobacterias ambientales se conocen
desde principios del siglo XX [5] y con el tiempo han ido cobrando més importancia
debido a los problemas clinicos que generan y que complican la recuperacién de los
pacientes [10]. Ademas, asi como en el caso de M. tuberculosis se realiza un control y
reporte exhaustivo del nimero de infecciones detectadas, no ocurre lo mismo con los
aislamientos de MNT en pacientes, por lo que la informacién epidemioldgica en este
ultimo caso es difusa. Sin embargo, algunos centros han comenzado a contabilizar los
casos de infecciones donde el agente causal es una MNT, observandose en algunos casos
que el nimero de aislamientos de MNT esta empezando a sobrepasar al numero de
aislamientos del agente causal de la tuberculosis [11], por lo que estas micobacterias
deben considerarse como una emergente e importante fuente de agentes potencialmente

infecciosos.
1.1.3. Relevancia clinica de las micobacterias no tuberculosas

Las MNT con capacidad de desarrolar infecciones suelen aprovechar situaciones en las
que el paciente ya tiene algun tipo de afeccion para sortear las defensas del organismo y
desencadenar una infeccion [5], hecho por el que son consideradas patdgenos
oportunistas, es decir, microorganismos que ante una situacion normal no nos afectan,
pero que ante determinadas circunstancias en las que existe alguna alteracion de los
sistemas de defensa del organismo, son capaces de desencadenar un proceso infectivo.
Este particular hecho se ha agravado por el incesante incremento de pacientes

inmunodeprimidos como, por ejemplo, los pacientes que han desarrollado el sindrome de
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inmunodeficiencia adquirida (SIDA) a causa de la infecciébn por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) [5].

Las infecciones provocadas por MNT, debido a las caracteristicas de resistencia intrinseca
a antibioticos de uso comun, asi como las propiedades inherentes a la propia pared celular
de estos microoganismos, hacen que no sean sencillas de tratar y que generalmente sea
de gran importancia conocer qué especie en concreto esta causando el problema para
aplicar un tratamiento especifico y dirigido, combinando los farmacos mas adecuados en
cada caso [12,13]. Asi, por ejemplo, MNT como M. abscessus son mas susceptibles a
antibidticos como amikacina, cefoxitina, imipenem, claritromicina o azitromicina,
mientras que M. chelonae responde mejor a macrolidos, linelozida y tobramicina. Este
tipo de antibidticos suelen ser bastante agresivos, por lo que provocan efectos secundarios
de considerable importancia en el paciente, tales como vomitos, perdida de audicion,
anorexia, insomnio, reacciones cutaneas e incluso problemas neuromusculares, entre
muchos otros efectos adversos [11]. Si ante estos efectos secundarios se afiade el hecho
de que los tratamientos suelen ser prolongados en el tiempo, comprendiendo periodos que
pueden extenderse hasta los 6 y 12 meses [11], la situacion del paciente se complica en
gran medida. En ocasiones se detectan infecciones recurrentes debido, segun se apunta
en algunos casos, a la aparicion de células persistentes a través de la activacion de
diversos elementos genéticos. Estas células persitentes son capaces de quedar en estado
latente hasta que el agente agresor externo (en este caso un antibiotico) desaparece, para
volver después a activar toda su maquinaria metabolica y reproducir la infeccion [14],

reiniciando el proceso de tratamiento.

Entre todas las especies incluidas en el grupo de las MNT, existen tres especies de MCR
estrechamente relacionadas entre si que se han posicionado como unas de las mas
problematicas desde el punto de vista clinico: M. chelonae, el complejo M. abscessus (en
el que se incluyen M. abscessus, M. abscessus subps. bolletii y M. abscessus subsp.
massiliense) ademas de M. immunogenum [15]. Dichas especies suelen representar las
micobacterias mas comunmente aisladas en infecciones nosocomiales, presentando una
relativa alta resistencia a desinfectantes de uso comun asi como una alta resistencia

intrinseca a una gran variedad de antibidticos [15-18].
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En cuanto a sus manifestaciones clinicas, M. chelonae suele relacionarse con infecciones
cutdneas, aparicion de abscesos, celulitis localizadas, osteomelitis, infecciones
producidas por catéteres contaminados e incluso infecciones diseminadas. Las cepas de
M. chelonae han sido reconocidas como responsables de diversos brotes de infeccion
relacionados con la industria del tatuaje y como un importante agente infeccioso
relacionado con los transplantes, implantacion de protesis e incluso procesos de
hemodialisis [19-24]. Aunque no es muy frecuente su presencia en infecciones
pulmonares como agente causal, si se han reportado casos en pacientes con graves

afecciones en las vias respiratorias, tales como la fibrosis quistica [25].

Por su parte, el complejo M. abscesus es un grupo taxonomicamente complejo que ha
sufrido varias reclasificaciones en el transcurso de los afios [26-28], tal como se puede
observar en la Figura 1.4. En cualquier caso, son varias las manifestaciones clinicas que
se pueden asociar a este complejo. Una de ellas son las infecciones de las vias
respiratorias, especialmente peligrosas en pacientes con una enfermedad pulmonar de
base, como la fibrosis quistica, donde M. abscessus suele ser de entre las micobacterias
la mas frecuente. Dichas infecciones pueden comenzar de forma completamente
asintomatica e ir evolucionando lentamente en el paciente, comprometiendo cada vez mas
su calidad de vida; aunque también se han descrito avances repentinos en la infeccion con
resultados fulminantes para el paciente, implicando, por ejemplo, fallos pulmonares
fatales [29-31].

1992 2006 2011 2013
M. abscessus (M. abscessus |
M. abscessus subsp. subsp.
abscessus abscessus
} M. abscessus (M. abscessus
M. abscessus M. massiliense; subsp. subsp.
J bolletii massiliense
(M. abscessus
' polletii subsp.
s, et | bolletii

Figura 1.4. Esquema de las reclasificaciones taxonémicas sufridas por el complejo M. abscessus desde el
afio 1992 al afio 2013. Fuente de la imagen: “Mycobacterium abscessus Complex Infections in Humans”
(Emerging Infectious Diseases « www.cdc.gov/eid « Vol. 21, No. 9, September 2015).
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Por su parte, M. immunogenum suele relacionarse con infecciones cutaneas, infeciones
durante tratamientos de mesoterapia 0 pneumonitis hipersensible. Ademaés, se ha
relacionado con brotes o pseudobrotes debidos a lavados broncoalveolares, brotes de
queratitis e incluso hay documentados casos de choque séptico debido a la diseminacién

de la propia infeccion [36—40].

Teniendo estas consideraciones en cuenta, es evidente que desde el punto de vista clinico
es importante tener presentes estas especies, no solo por las infeciones que pueden causar
sino por la dificultad de su tratamiento, largo y con importantes efectos secundarios
derivados. Esto convierte a estas MCR en patdgenos oportunistas significativos que
forman parte del grupo de las MINT.

1.1.4. Ecologia y adaptabilidad

Como se ha indicado previamente, las MCR son ubicuas y pueden aislarse a partir de
suelos, rocas e incluso agua, pudiendo incluso formar parte de bioaerosoles. Su presencia
puede detectarse en ambientes altamente exigentes, como por ejemplo nichos ecoldgicos
en los que se dan bajos valores de pH o altas temperaturas, entre otros [11]. Ademas, al
ser poco exigentes nutricionalmente, pueden desarrollarse en ambientes oligotréficos,
como son las aguas potables, y es precisamente este ambiente el que mejor define su
relacién con el ser humano. Efectivamente, los sistemas de aguas potables funcionan
como un vehiculo idéneo para la dispersion de estos microorganismos, permitiéndoles
penetrar y distribuirse por todo tipo de dependencias utilizadas por el hombre.
Evidentemente, a este tipo de instalaciones se les suelen aplicar sistemas de control,
fundamentalmente basados en procesos de desinfeccion como mecanismo para el control
del crecimiento y la circulacién de microorganismos. Sin embargo, tal y como se ha
determinado previamente, las MCR como M. chelonae, M. abscessus y M. immunogenum
presentan una especial resistencia a los desinfectantes de uso comun utilizados para este
proceso, tales como el cloro, compuestos organomercuriales o glutaraldehido [41]. Esto
las convierte en bacterias dificiles de erradicar y con una facilidad relativa para superar

las barreras defensivas y disponer de un acceso considerablemente facil al ser humano.

Al ser patdgenos oportunistas, no es un problema especialmente grave cuando infectan a

personas con buenas condiciones de salud. No obstante, cuando este fendmeno ocurre en




Introduccién general

hospitales, donde dichas especies son capaces de contaminar todo tipo de material, es
cuando el contacto entre bacteria y ser humano se vuelve peligroso, ya que los pacientes
hospitalizados son un grupo especialmente vulnerable. En numerosas ocasiones se han
conseguido aislar este tipo de bacterias a partir de aguas hospitalarias, asi como también
de las redes que suministran aguas de uso doméstico [42,43]. Un caso extremo es el agua
utilizada en los circuitos de hemodidlisis, purificada pero no estéril. Esta puede presentar
una comunidad microbiana que debe ser controlada para evitar efectos adversos al
preparar y suministrar el agua de hemodialisis a los pacientes, y donde se ha visto que
pueden proliferar micobacterias a pesar de todos los controles que se aplican sobre estas
aguas [43]. Esto incrementa el riesgo para la salud de los pacientes que requieren este tipo
de tratamientos, especialmente en pacientes inmunodeprimidos [44]. En el caso de un
estudio realizado sobre este tipo de aguas en el Hospital Universitario de Son Dureta
(Palma de Mallorca, Islas Baleares) se puso de manifiesto no sélo este hecho, si no que
ademas la diversidad microbiana era relativamente elevada (Figura 1.5) [43].

Un ultimo pero no menos importante aspecto a destacar hace referencia a la participacion
de estos microorganismos en la formacion de biopeliculas, estructuras organizadas de
microorganismos embebidos en una matriz extracelular [2]. Este tipo de estructuras
incrementa todavia mas la resistencia de sus integrantes a factores externos, y la presencia
de micobacterias en biopeliculas tempranas las convierte en importantes integrantes
pioneros en su formacion [45-47]. La formacion de estas estructuras en las tuberias de
suministro de aguas o en otro tipo de estructuras en contacto con el agua (grifos, duchas,
etc.) hace que sean incluso méas dificiles de eliminar del ambiente hospitalario,
convirtiéndose en una constante fuente de suministro de estos agentes potencialmente
infecciosos. En base a este conjunto de motivos, no es extrafio que los representantes del
grupo de MCR aparezcan constantemente como responsables de numerosas infecciones

nosocomiales.
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Figura 1.5. Distribucion de las cepas de micobacterias aisladas a partir de muestras de agua de hemodialisis.
El arbol refleja las relaciones evolutivas basadas en el analisis de secuencia multilocus basada en los genes
gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA, y ADNr 16S. Fuente de la Figura: “Diversity of environmental
Mycobacterium isolates from hemodialysis water as shown by a multigene sequencing approach”, Gomila
y colaboradores, Applied Environmental Microbiology, 2007).
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1.2. Origen y desarrollo de la secuenciacion del ADN

Desde el descubrimiento del &cido
desoxiribonucleico (ADN) por James
Dewey Watson y Francis Crick en
1953, asi como la posterior definicion
de dicha molécula como Ila
responsable del almacenamiento de la
informacidn geneética, ha existido un
gran interés en el estudio de las
caracteristicas y funcionamiento de la

misma. Al ser la molécula que

contiene la informacion genética de

un organismo, puede considerarse e <
] ) Figura 1.6. James Dewey Watson y Francis Crick frente a
como el manual de instrucciones del ynmogelo tridimensional de la estructura del ADN. Fuente

mismo, el estudio del cual permitiria de la imagen: https://abcienciade.wordpress.com.

descifrar su funcionamiento y entender mejor su relacién con el ambiente. Uno de los
grandes pasos en este sentido fue el desarrollo de métodos que permitieran determinar su
secuencia nucleotidica. Uno de los métodos mas importantes de secuenciaciéon fue
disefiado por el bioquimico britanico Frederick Sanger en 1.975 [49], el método de
terminacion de cadena. Dicho método se basa en la utilizacion de nucledtidos modificados
quimicamente, llamados didesoxinucleotidos (abreviados como ddNTP) y que son
nucledtidos que carecen de un grupo 3'-hidroxilo (-OH) en la desoxirribosa que entrafia
la imposibilidad de formar un enlace fosfodiéster con los nuevos nucleétidos, y por tanto
la adicion de un nuevo dNTP a la cadena de nueva sintesis; durante la replicacion de una
molécula de ADN que tiene lugar durante su secuenciacién por el método de Sanger, esta
caracteristica provoca que el proceso se detenga de forma especifica ante la necesidad de
incorporacion de una adenina (A), guanina (G), citosina (C) o timina (T) (Figura 1.7A).

Tal fue el éxito de esta metodologia que incluso a dia de hoy se dispone de Kits
comerciales y sistemas automatizados de secuenciacion de ADN basados en este método,
habiéndose sustituido la radioactividad utilizada inicialmente como marcaje por ddNTPs

marcados con fluorocromos (los cuales emiten fluorescencia de un color determinado
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para cada nucle6tido), permitiendo asi realizar las cuatro reacciones de forma simultanea
en un mismo tubo y, gracias a los avances metodoldgicos actuales, resolver los
fragmentos por capilaridad [50]. Otro gran método de secuenciacion fue desarrollado por
Allan Maxam y Walter Gilbert en 1.977 [48] y esta basado en la modificacion quimica
del ADN para permitir la ruptura del mismo en bases especificas (Figura 1.7B). Sin
embargo, el método desarrollado por Friederick Sanger desbancé esta metodologia por
completo, extendiéndose en el tiempo hasta la actualidad tal y como se ha indicado

previamente.
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Figura 1.7. Representacion del funcionamiento del A) método de secuenciacion por terminacion de cadena
de Frederick Sanger; y B) método de secuenciacién desarrollado por Maxam y Gilbert. Fuente de la imagen:
http://classroom.sdmesa.edu/eschmid.

Desde su aparicion, las mejoras del método de secuenciacion basada en el método Sanger
con el paso de los afios han permitido su aplicacion hasta en la secuenciacion de genomas
completos, entendiendo como genoma el conjunto de toda la informacion genética
contenida en un organismo. Sin embargo, los primeros procesos de secuenciacion de
genomas mediante la tecnologia Sanger eran altamente tediosos, costosos y requerian
mucho tiempo para la obtencion de secuencias completas, ademéas de obtener un bajo
rendimiento y dificultando su aplicacion extendida al campo de la investigacion,
especialmente en laboratorios con recursos limitados [50] . Desde la secuenciacién del
primer genoma bacteriano en 1.995, hasta aproximadamente el afio 2.005, se sucedieron
toda una serie de avances tecnologicos utilizando diferentes enfoques con un mismo
objetivo; generar una gran cantidad de secuencias con el menor coste posible. Asi

surgieron lo que se conocen como metodologias se secuenciacion masiva, las cuales
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dieron paso a la era de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (SNG). Estas
tecnologias utilizan un enfoque conocido como el principio de secuenciacidn por sintesis,
en el que los nucleotidos se van incorporando a la cadena de forma controlada. Esta
incorporacion, dependiendo de la tecnologia, se detecta a través de la emision de algun
tipo de sefial, como fluorescencia (tecnologias Illumina o PacBio), o mediante la
variacion del pH producida por la liberacion de protones durante el proceso (tecnologia
lon-Torrent) [50]. En cualquier caso, el resultado es la obtencién de un gran nimero de
fragmentos de secuencia de nucleo6tidos conocidos como lecturas. Uno de los objetivos
principales desde el nacimiento de las tecnonologias de secuenciacion masiva ha sido la
obtencidn de lecturas cada vez de mayor longitud, y en este sentido el gran avance se ha
conseguido con la plataforma PacBio (Pacific Bioscience®) basada en el enfoque
conocido como secuenciacion en tiempo real de una Unica molécula de ADN o SMRT
(del inglés Single Molecule Real Time) [51]. Esta tecnologia en la actualidad es capaz de
generar lecturas de hasta 40 Kb de longitud, frente a las 100 - 400 pb que se consiguen
con las plataformas lllumina y lon-Torrent. Estas tecnologias paralelizan los procesos de
secuenciacion de forma masiva, permitiendo generar de cientos a miles de megabases por
dia, obteniéndose asi grandes cantidades de informacion en un Gnico proceso, en
relativamente poco tiempo y a un coste que ha ido descendiendo de forma significativa
afio tras afio (Figura 1.8A). Fue precisamente el descenso en el coste de la secuenciacion
por genoma producido lo que contribuy6 decisivamente a abrir las puertas a pequefios
laboratorios de todo el mundo para incorporar estos procedimientos en sus
investigaciones, al convertirlas en una opcion asequible. En consecuencia, todo ello ha
redundado en un incremento masivo afio tras afio del namero de genomas disponibles en

las bases de datos (Figura 1.8B).

De esta forma, se puede afirmar que existen dos grandes periodos de secuenciacion: la
era basada en la secuenciacion por la metodologia Sanger (1.995-2.005) y la era de SNG,
iniciada alrededor del afio 2.005 y todavia en expansion en la actualidad. Los grandes
avances ocurridos en estas dos grandes etapas han ido de la mano del incremento en el
conocimiento y entendimiento de los microorganismos, aportando grandes avances en
campos como la taxonomia, epidemiologia o la basqueda de nuevos genes. Ademas, el
estudio de los genomas no solo permite descifrar las capacidades genéticas de un

organismo en concreto, sino que abre la posibilidad de la comparacion de esas
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capacidades entre representantes de una misma especie o, incluso, de especies diferentes,
en lo que se conoce como gendmica comparada. En definitiva, todos estos avances
permitieron el desarrollo de una de las areas de la biologia més vanguardistas y en
expansion en la actualidad: la gendmica, una rama interdisciplinar dedicada al estudio de

los genomas desde el punto de vista funcional, evolutivo y de su origen.
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Figura 1.8. Graficas que reflejan A) la evolucion en el descenso del precio de secuenciacion por genoma

durante el periodo 2001-2014 (Fuente de la figura: National Human Genome Research Institute,
https://www.genome.gov/) y B) NUmero de genomas depositados en las bases de datos durante el periodo
1995-2014 en GenBank (Fuente de la imagen: “Insights from 20 years of bacterial genome sequencing”,
Miriam Land y colaboradores. Functional integrative Genomics, 2015).

1.3. Secuenciacion y estudios genomicos en el género

Mycobacterium

1.3.1. Secuenciacion de nueva generacion en micobacterias

El estudio del género Mycobacterium en particular, y la microbiologia en general, se ha
beneficiado del uso de las tecnologias de secuenciacion masiva como mecanismo para
desarrollar unos conocimientos méas profundos de sus entresijos genémicos. Sin embargo,
en sus inicios una vez mas los esfuerzos se focalizaron en especies patdgenas, tales como
M. tuberculosis, en claro detrimento de las especies de MNT. Los motivos por otra parte
son evidentes: disponer del genoma de una cepa del agente causal de la tuberculosis
permitia profundizar en el estudio de los mecanismos implicados en el proceso de
infeccion al completo y en su contexto gendmico original; asi como la secuenciacion de
aislamientos realizados en pacientes alrededor del mundo, comparar sus genomas e
intentar arrojar luz a la epidemiologia de la especie a nivel global, entre otros muchos

estudios. En definitiva, el objetivo es utilizar la gendémica para entender mejor el
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funcionamiento, la virulencia y la distribucion a nivel mundial de estos microorganismos.
De esa manera se puede generar informacion de gran importancia a la hora de intentar
controlar su diseminacion y hacerles frente en el ambito de sus implicaciones clinicas
[52].

Un buen ejemplo para reflejar estos hechos expuestos es el nimero de genomas de M.
tuberculosis depositados afio tras afio en bases de datos publicas como GenBank, frente
al de especies como M. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. chelonae y M.
immunogenum (Figura 1.9); por su parte cada vez mas relevantes desde el punto de vista

clinico.
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Figura 1.9. Namero de genomas publicados por afio en GenBank durante el periodo 2001-2014 de las
especies M. immunogenum, M. chelonae y M. abascessus/M. abscessus subsp. bolletii. Datos obtenidos de
The National Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Estos datos, ademas de hacer patentes las diferencias entre los casos expuestos, también
refleja el progresivo incremento en el interés por las especies de MCR, especialmente M.
abscessus y M. abscessus subsp. bolletii. Asi, probablemente fruto de las mejoras en las
metodologias de identificacion de los aislamientos clinicos que ha puesto de manifiesto
su notable capacidad de desarrollar infecciones nosocomiales oportunistas, se puede
observar un escalonado incremento de los genomas secuenciados de estas especies de
MCR. A pesar de todo, M. chelonae y M. immunogenum siguen siendo dos especies
pobremente representadas y sobre las que se necesitaria méas informacién genémica con

el fin de realizar de forma significativa los estudios de genémica comparada.
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1.3.2. Potencial patogenico desde el punto de vista gendémico

Paralelamente al desarrollo de la gendmica y la SNG, se han ido desarrollando y
perfeccionando toda una serie de bases de datos especializadas en aspectos concretos
relativos a la informacion derivada de los propios genomas depositados en las bases de
datos. De esta forma, podemos encontrar bases de datos especializadas en factores de
virulencia, resistencias a antibioticos, proteinas reguladoras, factores sigma, conjuntos de
proteinas homologas, dominios proteicos, y un largo etcétera. Dichas bases de datos
resultan de gran utilidad a la hora de realizar estudios preliminares que permitan
identificar potenciales genes o proteinas implicadas en un determinado proceso y
concentrar los esfuerzos posteriores en caracterizar in vitro ese subconjunto de proteinas
identificado in silico. De esa manera se agiliza el proceso de comprension de las

capacidades de un determinado organismo a partir del punto de vista genémico.

En este sentido, M. tuberculosis y otras micobacterias patdgenas suelen estar
ampliamente representadas en dichas bases de datos. Los amplios y proliferos estudios
que se han realizado sobre sus genomas han permitido generar una gran cantidad de
informacion de los elementos génicos implicados en sus mecanismos infectivos, de
resistencia y demas aspectos relacionados con su patogenicidad. De esa forma, al ser
depositadas en las bases de datos se dispone de un buen nimero de secuencias de
referencia que pueden ser utilizadas para hallar homélogos de estos elementos en otros
genomas. Sin embargo, dada la relevancia clinica de especies como M. chelonae, M.
immunogenum y el complejo M. abscessus, es importante el profundizar en su estudio
abordando todos los aspectos posibles, desde su faceta ambiental a su faceta de patdgenos
oportunistas. De esta forma se puede dibujar la ruta que siguen desde el ambiente hasta
el huésped y, una vez en él, de los mecanismos de los que se valen para el desarrollo de
la infeccion. El principal inconveniente en este Gltimo grupo es la falta de informacién

gendmica, el cual debe resolverse para poder profundizar en este tipo de estudios.
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1.3.3. Impacto social de la aplicacién de la gendmica al estudio de las
MCR

La gendmica es una rama de la biologia relativamente joven y en plena expansion que,
como se ha destacado, permite una comprension global de las caracteristicas genéticas de
un microorganismo desde un punto de vista tedrico. Estas caracteristicas pueden
correlacionarse con los aspectos ecoldgicos y clinicos de una determinada especie o
conjunto de especies.

Las especies M. abscessus (junto con M. abscessus subsp. bolletii), M. chelonae y M.
immunogenum son un buen ejemplo de microorganismos que requieren de un intenso
estudio de las caracteristicas de sus genomas, para intentar esclarecer muchos de los
aspectos implicados en su faceta de patdgenos oportunistas y que tantos problemas
clinicos estan causando en la actualidad, especialmente en aquellos pacientes
inmunodeprimidos. Incrementar este conocimiento es importante para abrir nuevas vias
de investigacion sobre cobmo combatir de forma mas eficaz este tipo de infecciones, tan
dificiles de tratar por otra parte. En este sentido, los conocimientos que puede aportar la
gendmica pueden contribuir de forma decisiva a largo plazo en mejorar los tratamientos
aplicados (facilitando la eliminacion de la propia infeccion), en el desarrollo de sistemas
de control mas eficaces que dificulten la penetracion de este tipo de bacterias en
dependencias hospitalarias y la identificacion precisa del agente causal; tan importante en
grupos taxondémicamente dificiles como es el complejo de M. abscesus. Un gran ejemplo
de las ventajas que pueden proporcionar estos estudios esta relacionado con un tema de
gran relevancia en la actualidad: la propagacion de las resistencias a antibi6ticos entre los
microorganismos. Se estima que en pocos afios la actual generacion de antibioticos podria
no ser Util para combatir infecciones microbianas, y por lo tanto urge el desarrollo de una
nueva generacion de farmacos con este fin o de estrategias alternativas para combatir los
microorganismos patogenos. El estudio comparado de los genomas, en combinacion con
los diferentes tipos de bases de datos y programas bioinformaticos disponibles, puede
ayudar a identificar de forma relativamente rapida el conjunto de proteinas codificadas
en ellos y que pueden suponer potenciales dianas para el desarrollo de nuevos
tratamientos [53], o incluso ayudar a identificar los motivos genéticos subyacentes por

los cuales un determinado tratamiento no estd funcionando. La gendmica comparada
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puede a su vez ser de gran utilidad en el anélisis de la diseminacién de resistencias, al
emprender el analisis de los diferentes proteomas (conjunto de las secuencias de todas las
proteinas codificadas por un genoma) de diferentes cepas [54]. La gendmica pone las
bases de futuros estudios de transcriptomica y protedmica en los que se pondran de
manifiesto las circunstancias en las que se expresan los genes y los factores implicados

en su regulacion.

En definitiva, la secuenciacion de genomas, las bases de datos resultantes, la gendmica
comparada y las numerosas herramientas bioinformaticas disponibles a dia de hoy pueden
ser una buena estrategia para arrojar luz a todas estas cuestiones abiertas y realizar una
detallada y exhaustiva descripcion de todos aquellos elementos génicos codificados en un
genoma que definen las implicaciones ecoldgicas y clinicas de una determinada cepa o
especie. La respuesta a estas preguntas mediante la aplicacion de un enfoque basado en
la gendémica aplicada especificamente dentro de un grupo de creciente importancia
clinica, como es el formado por las MCR M. chelonae, M. immunogenum y el complejo
de M. abscessus, es el eje central del trabajo que se propone en la presente tesis, cuyos

objetivos se expondran a continuacion.
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2. Objetivos







Objetivos

Secuenciacion y anotacion de los genomas pertenecientes al grupo de MCR,
especialmente dentro del grupo que incluye las especies M. chelonae, M.
immunogenum y el complejo M. abscessus.

Analisis comparativo de genomas mediante los calculos del genoma esencial y
pangenoma.

Profundizar en el analisis de los mecanismos que influyen en la patogenicidad y
adaptabilidad de las MCR: resistoma, mobiloma, reguloma, factores de virulencia y
mecanismo implicados en el Quorum Sensing.

Realizar un catdlogo de los sistemas toxina-antitoxina presentes en micobacterias

ambientales, asi como la demostracién experimental de su funcionalidad.
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3.1. Introduccion

El objetivo del presente capitulo es la obtencion de genomas de cepas representativas de
micobacterias ambientales. El proceso de obtencion de un genoma se conoce como
ensamblaje. EI ensamblaje parte de las lecturas generadas a través de las plataformas de
secuenciacion. Dichas lecturas son procesadas por programas especializados, conocidos
como ensambladores, cuya finalidad es combinar la informacion contenida en las mismas
para obtener secuencias de mayor longitud. Estas secuencias mas largas, conocidas en
inglés como contigs, pueden ser combinadas para conseguir una representacion todavia
mas continua del genoma en un proceso de ordenado conocido como scaffolding. Este
sistema de ordenacién puede dar lugar a situaciones en la que se sabe que dos 0 mas
contigs van juntos, pero se desconoce la secuencia que los une. En este tipo de casos los
programas rellenan el hueco entre contigs con indeterminaciones o Ns. El resultado del
proceso de scaffolding son los llamados scaffolds. La diferencia entre un contig y un
scaffold es que los contigs son secuencias continuas de nucleétidos sin ningna
indeterminacion a lo largo de su secuencia, mientras que los scaffolds si las contienen. En
cualquier caso, esas indeterminaciones constituyen huecos 0 gaps que pueden ser

rellenados con lecturas con el objetivo de obtener una secuencia continua.

En este estudio, el ensamblaje de genomas se ha centrado en el del grupo formado por las
especies M. chelonae, M. immunogenum y el complejo M. abscessus, miembros del grupo
de MNT que mas problemas causa desde el punto de vista clinico después de los
patdgenos representativos del género, como puede ser M. tuberculosis. La finalidad es
ampliar la informacién existente del grupo incrementando el nimero de genomas

disponibles del mismo y poder abordar asi su analisis comparativo.

En base a los analisis de secuencia multi-locus 0 MLSA (del inglés Multi-Locus Sequence
Analysis) realizados previamente [43] (Figura 3.1), se seleccionaron diversos
aislamientos y cepas tipo incluidas en dicho grupo, asi como especies cercanas bien
definidas como M. llatzerense y M. immunogenum. Al inicio del estudio todas las cepas
seleccionadas estaban disponibles en la coleccion del laboratorio de Microbiologia de la

Universidad de las Islas Baleares.
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Para la obtencion de los distintos ensamblajes se han aplicado diferentes estrategias en
las que se ha evaluado el uso de distintos métodos y programas, para asi determinar la
opcién mas idonea en cada caso. El objetivo final ha sido la obtencion de genomas
completamente cerrados en el caso de las cepas tipo, y genomas a nivel de draft (genomas

no cerrados) de alta calidad para el resto.
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Figura 3.1. Seccion superior del arbol obtenido a partir del concatenado de las secuencias del ADNr 16S
y de los genes gyrB, hsp65, recA, rpoB, sodA realizado por Gomila y colaboradores (2007) [43].

3.2. Material y métodos

3.2.1. Cepas seleccionadas

Las cepas seleccionadas para secuenciar sus genomas fueron M. chelonae CCUG 474457,
M. llatzerense MG13", M. immunogenum CCUG 47286, M. abscessus subsp. bolletii
CCUG 50184 como cepas tipo y los aislamientos MG2, MG8, MHSD2, MHSD3,

previamente descritos [43]. Otros dos aislados procedentes de sendos pacientes de la
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Clinica Rotger (Palma de Mallorca, Islas Baleares, Espafia), M. abscessus subsp. bolletii
CR-UIB1 y M. tuberculosis CR-UIB2, fueron incluidos en el estudio (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Procedencia de las cepas seleccionadas para su secuenciacion.

Cepa Tipo de muestra Origen Afio
M. chelonae CCUG 474457 Tubérculo de tortuga Desconocido 1923
M. immunogenum CCUG 47286" Lavado bronco-alveolar humano  Missouri (USA) 1990
M. llatzerense MG13T Agua para hemodialisis Mallorca (Espafia) 2003
M. abscessus subsp. bolletii CCUG 501847 Lavado bronquial humano Marsella (Francia)  ///
Mycobacterium sp. MG2 Agua para hemodidlisis Mallorca (Espafia) 2002
Mycobacterium sp MG8 Agua para hemodialisis Mallorca (Espafia) 2003
Mycobacterium sp MHSD2 Esputo humano Mallorca (Espafia) 2004
Mycobacterium sp MHSD3 Biopsia de tejido humano Mallorca (Espafia) 2004
M. abscessus subsp. bolletii CR-UIB1 Frotis de un tendén humano Mallorca (Espafia) 2015
M. tuberculosis CR-UIB2 Tuberculosis extrapulmonar Mallorca (Espafia) 2015

3.2.2. Extraccion de ADN

El protocolo aplicado consta de cuatro etapas bien diferenciadas: cultivo de las cepas,

extraccion de ADN total, analisis cuantitativo, cualitativo y confirmacion taxonémica

del mismo ADN (Figura 3.2).

3.2.2.1. Condiciones de cultivo de las cepas

Las cepas se cultivaron en placas de agar R2A (Sharlau, Barcelona, Espafia) y se

incubaron a 30 °C durante 4 6 6 dias, en funcion de la velocidad de crecimiento de cada

cepa. Posteriormente se recogi6 con la ayuda de un hisopo la biomasa a partir de las placas

en tubos Eppendorf de 1,5 ml que contenian 1 ml de Ringer (Merck Milllipore, Billerica,

Massachusetts, EEUU). La suspension celular se homogenizo con la ayuda de un vortex

y las células se recogieron por centrifugacion a 6.000 g durante 4 minutos. El

sobrenadante se descartd y las células se guardaron a -20 °C hasta el momento de su

utilizacion.
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3.2.2.2. Pretratamiento y protocolo de extraccion

Las células, una vez descongeladas a temperatura ambiente, se resuspendieron en 720 pul
de tampon ATL (Qiagen, lzasa, Madrid, Espafia) y 120 ul de un stock de proteinasa K a
10 mg/ml (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU) siguiendo la relacion de volumenes
recomendada por el fabricante del tampdn (20 ul de proteinasa K a 10 mg/ml por cada
120 pl de tampon ATL). Se homogenizo con la ayuda de un vortex y se incubd a 56 °C

durante 1 hora, tras lo cual se homogeniz6 nuevamente.

En este punto se aplico un paso de rotura mecanica utilizando un sistema bead-beater
Disruptor Genie® (Scientific industries, Bohemias, Nueva York, EEUU). Para ello se
afiadid la suspension celular a tubos de rosca de 2 ml que contenian 0,5 g de microesferas
de vidrio de 0,1 um de diametro, preparados y esterilizados previamente. Los tubos se
dispusieron en el Disruptor Genie® para ser sometidos a un movimiento orbital
multidireccional durante 5 minutos, permitiendo una eficiencia de choque entre las
microesferas de vidrio y las células del medio suficiente para favorecer a través de esos

impactos el dafio o la rotura de la superficie celular.

Los sobrenadantes se limpiaron mediante un breve pulso de centrifuga y se pasaron a un
nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml. En este punto se continu6 en el paso 6 del protocolo de
extraccion de ADN para bacterias Gram positivas y Gram negativas del kit comercial
Wizard Genomic DNA purification (Promega, Madison, Wisconsin, EEUU). Finalmente,
para la rehidratacion del ADN, y con el fin de asegurar la resuspension de la maxima
cantidad de ADN posible, se incub6 1 h a 65 °C y se dejé reposar a 4 °C toda la noche. El
ADN obtenido se purifico con el kit DNA Clean&Concentrator™-100 (Zymoresearch;
Irvine, California, EEUU).

3.2.2.3. Comprobacién del ADN

El ADN obtenido se analiz6 cualitativa y cuantitativamente. Para el analisis cualitativo
se utilizaron 5 pl de la muestra obtenida para realizar una dilucion 1/10, a partir de la cual
se realiz6 una comprobacion mediante electroforesis en geles de agarosa de 0,8 % (p/v),
a 100 V durante 35 minutos. La digitalizacién de los geles se realiz6 con la ayuda del

capturador de imagen Universal Hood Il (Bio-Rad) y utilizando el programa informaético
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Image-Lab v2.0.1 build 18 del propio sistema. EI ADN se cuantificd con el sistema
Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EEUU). El valor cuantitativo de pureza se determin0 a partir de las relaciones de los
valores de absorbancias 260/280 y 260/230.

3.2.2.4. Confirmacion de la procedencia del ADN

A partir de 10-40 ng de ADN se realiz6 la amplificacion por PCR del ADNr 16S y de los
genes gyrB, rpoB y hsp65, los cuales forman parte de los Ilamados housekeeping genes.
El tamafio estimado para los amplicones se confirmé por electroforesis en geles de
agarosa de 1,5 % (p/v) (100 V, durante 40 minutos), tras lo cual se purificaron con el kit
Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Chicago, Illinois,
EEUU). Los productos purificados se volvieron a comprobar por electroforesis en las
condiciones ya indicadas.

Los productos purificados se utilizaron para llevar a cabo las reacciones de secuenciacion
por el método de Sanger con el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems™, Foster City, California, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante
y utilizando 5-10 ng de ADN. El lavado de los productos obtenidos se realizé6 mediante
dos pasos sucesivos de precipitacion por centrifugacion. Brevemente, los productos
obtenidos en la reaccion de secuenciacion se diluyeron con 90 pl de agua MiliQ y se
pasaron a un Ependorff que contenia 250 ul de etanol absoluto y 10 pl de acetato sodico
3 M pH 5,2. Tras mezclar con vértex, se centrifugd durante 30 minutos a 16.000 g. El
sobrenadante se descartd y se afiadieron 300 ul de etanol al 70 % (v/v) para volver a
centrifugar durante 20 minutos a 16.000 g. El etanol se aspiré cuidadosamente y se dejo

secar durante 15 minutos a 30 °C para evaporarlo completamente.

Las muestras se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta el momento de su carga en un
Genetic Analyzer 3130 (Applied Byosistems™, Foster City, California, EEUU), paso
realizado por los servicios cientificoténicos de la Universidad de las Islas Baleares. Para
ello se resuspendieron en 20 ul de agua MiliQ. Las secuencias obtenidas se compararon
con las secuencias de ADNr 16S y los genes hsp65, rpoB y gyrB previamente obtenidas
por Gomila y colaboradores [43] (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Numeros de acceso de las secuencias de genes “housekeeping” originales de las cepas

secuenciadas.

CCUG

CCUG

474457 472867 MG2 MG8 MHSD2 MHSD3
ADNTr 16S AY457072 AY457080 AJ746059 AJ746065 AMA421246 AM421247
hsp65 AF547818 AY458081 AM421333 AMA421338 AM421349 AM421350
gyrB AM421324 AM421326 AM421295 AMA421301 AMA421246 AM421315
rpoB AY147163 AY?262739 AM421380 AMA421386 AM421398 AM421399

3.2.3. Secuenciacion de genomas con plataformas de SNG

La secuenciacion de las muestras de ADN gendmico se llevo a cabo en dos empresas
externas: Lifesequencing S.L. (Paterna, Valencia) y BaseClear B.V. (Leiden, Holanda).
Las plataformas de secuenciacion seleccionadas fueron Illumina HiSeq 2500 para la
generacion de lecturas Paired-End aplicando 2x100 ciclos Paired-End (PE), con un
tamafo de inserto de la libreria de 250-350 pb; la plataforma Pacific Bioscience para la
generacion de lecturas largas o LR (del inglés, Long-reads PacBio RSI|, librerias de 10
kb) mediante la tecnologia SMRT (del inglés Single Molecule Real Time); y la plataforma
454 GS FLX-Titatium (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) para la generacion de
lecturas MP (del inglés Mate-Pair) con un tamafio de inserto de libreria de 8-16 kb. En
cada caso se siguieron los protocolos establecidos para cada plataforma y optimizaciones
recomendadas por las respectivas empresas.

3.2.4. Obtencion de los genomas

Para la obtencion de ensamblajes de alta calidad se aplicaron varias estrategias,
especialmente diferentes en funcién de si el objetivo era obtener un genoma
completamente cerrado (como en el caso de las cepas tipo), 0 un genoma a nivel de draft
(en el caso del resto de cepas), tal y como se ha indicado anteriormente. Las diferentes
etapas del proceso fueron: 1) preparacion de las lecturas, 2) ensamblaje, 3) mejora del
ensamblaje mediante el rellenado de huecos, 4) validacion y 5) anotacion. Los programas
utilizados, asi como las condiciones determinadas para cada caso se explican a

continuacion.
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Figura 3.2. Esquema del protocolo para la preparacion de ADN destinado a la secuenciacion por
plataformas SNG. Se indican los pasos incluidos en las cuatro grandes etapas del mismo: 1) cultivo, 2)

extraccion, 3) comprobacion y 4) confirmacion.
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3.2.4.1. Preparacion de las lecturas

Las lecturas obtenidas fueron filtradas para la obtencion de lecturas de alta calidad. Este
paso se aplicd Unicamente a las lecturas Illumina. Se consideraron lecturas de alta calidad
aquellas con indice de calidad Phred (Q) superior a 30. Este indice de calidad se otorga
de forma individual a cada nucleétido, reflejando la probabilidad de que ese determinado
nucleotido sea erroneo (P). Un indice de calidad Phred 30 determina que esa probabilidad
de error sea de 1 entre 1000, asegurando una precision del 99,9 %. El calculo de Q refleja
una relacion logaritmica entre él mismo y P [54,55].

Q= -10 logio P

Para el filtrado de las lecturas se utilizaron tres programas. El primero de ellos fue Sickle
v1.2 [56], utilizando la modalidad especifica para PE (opcion -pe), indicando el descarte
de todas aquellas lecturas con indeterminaciones en su secuencia, marcadas como N
(opcidn -n) y extrayendo todas aquellas lecuras sin pareja (Single reads, SR) en un archivo
separado (opcion -s). La segunda estrategia fue a través de la herramienta de filtrado de
secuencias (Trim sequences) de programa CLC Genomics Workbench v6.5.1 (CLC bio,
Aarhus, Dinamarca). El tercer y ultimo programa utilizado fue BBMap v35.34
(https://sourceforge.net/projects/bbmap). La calidad de las lecturas, basadas en el indice
de calidad Phred, se comparé antes y después del proceso de filtrado con el programa
FastQC v0.10.1 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para
comprobar la mejora en la media del indice de calidad de las mismas.

A partir de los archivos de lecturas Illumina de alta calidad (.fastq) se generaron archivos
de cobertura con el programa fastqgSample del paquete CABOG (Celera Assembler with
Best Overlap Graph) [57], utilizando los tamafios estimados de cada genoma (opcion -g),
una longitud minima de 100 nucle6tidos por lecturas (opcion -1 100) y fijando una
cobertura de 50 veces el genoma (opcidn -c 50). Esta cobertura se seleccion6 en base a
los resultados obtenidos en el Trabajo Fin de Master (TFM) de Francisco Salva-Serra, en
el que se determind como la cobertura idonea para la obtencion de ensamblajes de alta

calidad optimizando los recursos de calculo disponibles.
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3.2.4.2. Ensamblaje

Para la obtencion de los genomas se utilizaron diferentes programas con el fin de abarcar
diferentes estrategias de ensamblaje en cada caso, partiendo en todos ellos de lecturas de
alta calidad. En aquellos casos donde fue necesaria la seleccion de un tamafio de K-mer
optimo se realizo de forma automatica utilizando los programas KmerGenie [58] y la
opcion stimate best K-mer size de Vague [59], siendo K-mer todas las posibles
subsecuencias de una determinada longitud (k) que pueden obtenerse a partir de una
lectura. Los programas, asi como las condiciones especificas en cada caso, se enumeran

a continuacion:

e CLC Genomics Workbench v6.5.1 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca): partiendo
de lecturas lllumina de alta calidad se realizd un ensamblaje de novo. Se establecid
la seleccion automatica del los parametros Word size, Bubble size y la deteccién
automaética de la distancia entre las lecturas PE. Se seleccion6 el tamafio minimo
de contig por defecto (1.000 pb) y se anulé la opcion de realizar scaffolding a

partir de los contigs obtenidos.

e ABYSS v1.5.1 [60]: los ensamblajes con este programa se llevaron a cabo con
librerias PE de lllumina, lecturas sueltas de un extremo procedentes del descarte
de las librerias PE durante el filtrado de calidad (sin pareja o eliminada al ser de
baja calidad).

e HGAP V2.0.2: el protocolo HGAP (del inglés Hierarchical Genome Assembly
Process) [61] (Figura 3.3) se basa en la utilizacion de LR. Brevemente, las LR
fueron alineadas entre si en un proceso de mapeo sobre las LR mas largas, pre-
seleccionadas previamente. Este proceso se realiz6 con el programa BLASR (del
inglés Basic Local Alignment with Successive Refinement) [62]. El algoritmo
pbdagcon se utilizd para obtener secuencias consenso de mayor longitud a partir
de estos alineamientos, donde los nucle6tidos erroneos se autocorrigieron por
superposicion de lecturas. Esta primera etapa se conoce como Preesamblaje, y los
datos obtenidos como lecturas preensambladas. Estas lecturas se utilizaron para la

realizacion del ensamblaje propiamente dicho a través del programa CABOG
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[57]. Este programa ensambla las lecturas por solapamiento (CA/overlap),
buscando la mejor superposicién al final de cada lectura (CA/unitigger), para
obtener finalmente una secuencia consenso que corresponde a los contigs finales
(CA/utgcns).  Los contigs obtenidos fueron analizados con Quiver
(https://github.com/PacificBiosciences), con el fin de reducir el nimero de errores
que se hubieran podido producir durante el proceso de ensamblaje.

Lecturas PacBio(LR) Construccion de Lecturas
- =t pre-ensambladas
Lectura pre-ensamblada (pre-ensamblaje)
(mas larga)
Lecturas e e e e B ™ e " T B Wi ™™ e
pre-ensambladas o T e o e e e e e Ensamblaje
Genoma

Figura 3.3. Principios del protocolo de ensamblaje HGAP.Nonhybrid, finished microbial genome
assemblies from long-read SMRT sequencing data, Chen-Shan Chiny col. (2013)[61]

e AllPaths: este programa altamente especializado de ensamblaje se utilizé con
lecturas PE de Illumina, lecturas PE simuladas (wgsim) con un tamafio de inserto
de 180 pb y una longitud de 100 pb a partir de lecturas o ensamblajes de alta
calidad PacBio a una cobertura 50x, asi como dos Long Jumping Distance (LJD)

Illumina simuladas (fastqSimulate) con separaciones de 3 y 10kb.

e Velvet v1.1.04 [63]: utilizado para la obtencion de ensamblajes a partir de
lecturas PE, este ensamblador basa su procedimiento en diagramas de de Brujin
en lugar de solapar las lecturas. La ejecucién del programa consta de dos partes
bien diferenciadas. En primer lugar, se utilizé el programa Velveth para preparar
los datos a utilizar en la siguiente etapa. En este paso se cred un directorio donde
se depositarian los archivos generados (output_directory), se seleccioné una
longitud de K-mer (en este caso de forma automatica tal y como se explicd
previamente), se indicé el formato del archivo de las lecturas (-fastq) y el tipo de
las mismas (-shortPaired). Realizado este paso se ejecutd el subprograma Velvetg
para realizar el ensamblaje propiamente dicho. Para este paso, ademas de la

ubicacion del directorio creado por Velveth, se indicd la cobertura esperada (-
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exp_cov), el minimo de cobertura requerida (-cov_cutoff), el tamafio minimo de
contig (-min_contig_lgth) y especificando que no debia realizarse scaffolding con

los contigs obtenidos (-scaffolding no).

e SPAdes v3.0 [64]: otro programa también basado en diagramas de de Brujin,
puede utilizar lecturas PE, MP, lecturas desapareadas, LR e incluso datos
generados por la plataforma SNG lon-Torrent. En este caso se utilizé para la
obtencion de ensamblajes a partir de lecturas PE. Aungue por defecto el programa
realiza el filtrado de lecturas, se desactivd esta opcion indicando que solo debia
proceder con el ensamblaje (--only-assembly) ya que se partia de archivos de
lecturas de alta calidad previamente filtradas. Se utilizaron los valores por defecto
del resto de pardmetros, indicando Unicamente los archivos de lecturas forward (-
1) y reverse (-2) y tratando de reducir el nimero de errores e inserciones-

delecciones cortas con la opcion -careful.

e GS-de Novo Assembler (Roche. Basilea, Suiza): este ensamblador esta
especialmente disefiado para el ensamblaje de lecturas MP obtenidas con la
plataforma 454 GS FLX-Titatium de Roche Diagnostics. Pero también permite la
opcidn de utilizarlo con lecturas PE y basa su funcionamiento en el solapamiento
de lecturas. Partiendo de lecturas PE, se indicé en la interfaz grafica del programa
el tipo de lecturas (opcion FASTQ reads y Paired-End), un tamafio minimo de

contigs de 1.000 pb, dejando el resto de opciones por defecto.

3.2.4.3. Mejora del ensamblaje

Con el fin de cerrar los genomas de las cepas tipo u obtener ensamblajes de mayor calidad
y continuidad en el caso del resto de cepas, se utilizaron varias herramientas y se

optimizaron los protocolos para la consecucion de este objetivo:

e SSPACE-LongRead [65]: partiendo de contigs generados con alguno de los
ensambladores previamente descritos y LR, se utilizo este programa para ordenar
y orientar dichos contigs aprovechando la informacion espacial proporcionada por

las lecturas obtenidas con la tecnologia SMRThell, en un proceso conocido como
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scaffolding hibrido. Se alinearon las LR contra los contigs preensamblados a
través de BLASR (considerados en este caso “las lecturas mas largas™), utilizando
el valor por defecto de 200 pb de solapamiento minimo para dar por valido un
alineamiento, reduciendo asi la posibilidad de obtener falsos positivos (opcién -
g). Basado en el resultado de los alineamientos sobre las LR se determiné la
posicion y orientacion entre los mismos, calculdndose al mismo tiempo la posible
distancia que les separa. Los huecos situados entre los contigs ordenados se
rellenaron con indeterminaciones (N), obteniendo scaffolds representativos del

orden de los contigs en el genoma en cuestion.

ABACAS (del inglés Algorithm-Based Automatic Contiguation of Assembled
Sequences) [66]: incluido en el paquete de programas PAGIT (del inglés Post-
Assembly Genome-Improvement Toolkit, del Instituto Sanger) [67], este programa
se basa en la utilizacién de un genoma de referencia para la ordenacion y
orientacion de los contigs obtenidos en un ensamblaje. La eleccidn del genoma de
referencia es el punto critico del proceso ya que debe asegurarse que es un genoma
préximo al de la cepa cuyo genoma queremos mejorar. En este caso, para asegurar
ese punto se realizaron calculos de ANIs (del inglés Average Nucleotide
Identities) con el programa JSpecies v1.2.1 [68], y se consideraron como genomas
de referencia validos aquellos cuyo valor de ANI era igual o superior al 95%. Con
el genoma de referencia seleccionado y el archivo con los contigs a ordenar
(ambos en formato FASTA), se indico al programa el nombre del archivo de
referencia y el nombre del archivo a procesar, utilizando el resto de pardmetros
por defecto. Los huecos presentes entre los contigs una vez ordenados se
rellenaron nuevamente con indeterminaciones, obteniéndose asi scaffolds

representativos del orden del genoma (pseudogenoma).

GapFiller v1.10 [69]: Utilizado para el rellenado de aquellos huecos o gaps
presentes en los scaffolds obtenidos, haciendo uso para ello librerias de lecturas
PE de alta calidad, asi como también lecturas MP en el caso de que estuviesen
disponibles. Para ello se configurd un archivo de texto basado en 7 columnas con

la informacion necesaria para el funcionamiento del programa: nombre de la
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libreria (columna 1), algoritmo de alineamiento a utilizar (en este caso bwa,
columna 2), nombre de los archivos de lecturas PE (columnas 3 y 4), tamafio de
inserto de las librerias (entre 250 y 450 pb para lecturas PE de Illumina y entre
3.000 y 8.000 pb para lecturas MP, columna 5 ), el porcentaje de desviacién
permitida en el tamafio de inserto (0,25 (25 %), columna 6) y si los archivos de
lecturas corresponden a lecturas en sentido directo o forward (F) o lecturas en
sentido inverso o reverse (R) respectivamente (columnas 7). Configurado este
archivo se lanzé el calculo con el programa indicando el nombre del archivo
FASTA del ensamblaje (-s) y el archivo de texto con la configuracion a utilizar (-
), indicando ademas que se realizaran 10 iteraciones del proceso (-i 10). El resto

de parametros del programa se utilizaron con los valores optimizados por defecto.

Los genomas fueron procesados con scripts de Perl propios con el fin de eliminar todas
las indeterminaciones presentes en los ensamblajes para trabajar con genomas formados

Unicamente por contigs.

3.2.4.4. Validacion de ensamblajes

La validacion de los ensamblajes se baso en la aplicacion de una serie de programas para
la deteccion de errores e incongruencias de ensamblaje, asi como herramientas para
comparar diferentes ensamblajes de un mismo genoma obtenidos con diferentes
programas Y estrategias, para hacer una relacion ordenada y seleccionar el mas 6ptimo en

términos de continuidad y calidad.

e GS-Assembler Mapper v2.7 (Roche, Basilea, Suiza): este programa se utilizd
para el mapeo de los genomas con los archivos de cobertura 50x de lecturas de
alta calidad. Al programa se le proporciond el genoma a mapear (opcion
Reference) y los dos archivos de lecturas (en este caso en la opcion “FASTA and
FASTQ reads” al tratarse de lecturas PE), dejando el resto de parametros por
defecto. El reclutamiento de lecturas se visualizd con el programa Tablet
v1.14.10.21 [70] a partir del archivo BAM obtenido por defecto. Este programa
permite ver la cobertura en lecturas alcanzada a lo largo del genoma, favoreciendo

la localizacion de regiones con coberturas mayores o inferiores a lo esperado;
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consideradas como zonas conflictivas y/o repetitivas que requerian ser analizadas

con mas detalle.

REAPR (del inglés Recognition of Errors in Assembly using Paired Reads)
[71]: este protocolo nos permitio evaluar la exactitud o precision de los
ensamblajes utilizando la informacion que recibe de lecturas mapeadas (PE y/o
MP) sobre el ensamblaje del genoma, sin necesidad de utilizar un genoma de
referencia. Aquellas regiones que el programa interpreta como mal ensambladas,
basadndose en los errores encontrados, son rotas y separadas como contigs. El
protocolo se utilizd para realizar un analisis nucle6tido a nucleétido de la
secuencia; identificando sustituciones de bases, inserciones o deleciones, asi
como errores estructurales derivados del cambio en la distribucion de la cobertura
esperada o lecturas fuera del rango de tamafio de inserto teorico utilizado en el
proceso de secuenciacion. De esta forma, al final del proceso se obtuvo un nuevo
archivo FASTA con el ensamblaje sin puntos conflictivos y la nueva combinacion
de contigs. Los contigs o scaffolds obtenidos en ese archivo final se consideraron
como regiones ensambladas de gran precisién acorde con la informacion
contenida en las lecturas. El protocolo completo REAPR se aplicé integramente,
incluyendo las opciones iniciales de comprobacion del formato y nomenclatura
de los contigs y/o scaffolds del genoma ensamblado de novo (opcidn facheck), el
mapeado con las opciones perfectmap (reapr perfectmap, donde es importante
indicar el tamafio de inserto de la librearia) y smaltmap (reapr smaltmap).
Finalmente, con los archivos de mapeo (BAM) correspondientes y el ensamblaje
a evaluar se inicio la fase de andlisis propiamente dicha (reapr pipeline). Los
ensamblajes resultantes al final de este proceso se consideraron como éptimos en
funcién de la informacion disponible y fueron utilizados en las posteriores

aplicaciones.

Curvas FRC (del inglés Feature Reponse Curves) [72]: en los casos en los que
se realizaron varios ensamblajes del mismo genoma, se utilizaron las curvas FRC
para analizar el contenido de errores a lo largo de los mismos con el fin de escoger

el mejor ensamblaje, aquél con menor contenido de errores acumulados. En este
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punto se utilizd un programa de procesamiento por lotes disefiado por el Dr.
Antoni Bennasar Figueras para la automatizacion de los protocolos, en el que
introducimos ademas del nombre de cepa, el prefijo de las parejas de archivos de
lecturas PE, tamafios mimino y maximo de inserto de las librerias (misma
informacion para las lecturas MP en el caso de estar disponibles), tamafio esperado
del genoma y el nombre del archivo que contiene el ensamblaje. Los valores
numéricos se utilizaron para la representacion grafica de las respectivas curvas.

e QUAST v2.3 (del inglés Quality ASsessment Tool) [73]: este programa se utilizé
para la comparacion de los ensamblajes de un mismo genoma. Concretamente, de
toda la informacion proporcionada por el programa se centrd la atencion en el
namero de contigs, longitud total del genoma, % de GC, el estadistico N50 (que
se define como la longitud de los contigs que ordenados de igual o mayor tamarfio
se obtiene la mitad de los nucleotidos del genoma; y se calcula ordenando todos
los contigs obtenidos de mayor a menor y determinando el conjunto minimo de
contigs cuyo tamafo total sea la mitad de la del genoma, tomando como valor
N50 el valor del tamafio del contig con el que se consigue llegar al 50 % del
tamafo del genoma), N75 (tamafio del contig con el que se consigue llegar al 75
% del tamafio del genoma), L50 (nimero de contigs necesarios para alcanzar el
50 % de la longitud del genoma), L75 (niUmero de contigs necesarios para alcanzar
el 75 % de la longitud del genoma) y el nimero de indeterminaciones o Ns por
cada 100 kb.

3.2.4.5. Anotacion de ensamblajes

La anotacion de los genomas de las cepas tipo y del resto de cepas, para su publicacion
en la base de datos NCBI, se realiz6 a través del protocolo PGAP (del inglés Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline) [74]. Para los trabajos de comparacion realizados, tanto los
genomas propios como los obtenidos del NCBI fueron reanotados con el programa
Prokka v1.10 [75] para normalizar la anotacién de todos los genomas bajo los mismos

criterios.
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3.2.4.6. Ampliacion y mantenimiento de la base de datos de MCR

Los genomas obtenidos fueron publicados en la base de datos GenBank [76] de NCBI. A
su vez fueron incorporados en la base datos interna de micobacterias de crecimiento
rapido del Grup de Recerca de Microbiologia creada en el &mbito del proyecto CGL2012-
39604, en el cual se enmarca la presente tesis

(http://microbiologia.uib.es/bioinformatica/mcr).

3.3. Resultados

3.3.1. Extraccion y secuenciacion

Los datos referentes a los ADNs obtenidos se recogen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas de las muestras de ADN obtenidas aplicando el protocolo optimizado. La
cantidad de ADN (en pg) se calcula sobre un volumen de 145 pl, excepto en la muestra MHSD2-D (88 pl).

Concentracion Cantidad total

Muestra de ADN (/) (19) 260/280 260/230
MG8-A 63,3 9,05 1,85 2,06
MG8-B 265,4 37,9 2,15 1,91
MG2-A 122 17,4 1,91 2,18
MG2-B 86,8 12,4 1,91 2,21

MHSD2-C 112,6 16,1 1,96 2,19
MHSD2-D 121,2 10,6 19 2,34
MHSD3-A 1441 20,6 1,92 2,15
MHSD3-B 157,7 22,5 19 2,18
CR-UIB1 477,5 69,2 19 2
CR-UIB2 116 16,8 1,97 2,37
M.immunogenum-A 259,8 37,6 1,92 2,13
M.immunogenum-B 206,4 29,9 1,92 2,08
M.llatzerense-A 185,6 26,9 1,92 2,14
M.llatzerense-B 120,9 17,5 1,92 2,13
M. chelonae-A 143,8 11,5 1,89 1,67
M. abscessu ZL\JbSp. bolletii- 2273 32,9 1,89 1.80

Las relaciones de valores de absorbancia 260/230 y 260/280 muestran la excelente calidad

y pureza del ADN obtenido segun los estandares aceptados para su utilizacién en los
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protocolos de secuenciacion de SNG, segun los cuales un ADN de buena calidad y pureza

debe tener una relacion de absorbancias 260/280 comprendido entre 1,7-2 y una relacion

260/230 superior a 1,5 (Protocols and Applications Guide, Promega).

Las muestras MG2-A, MG8-B, MHSD2-D, MHSD3-A, CR-UIB1, CR-UIB2 M.

llatzerense-A y M.immunogenum-A, M. chelonae-A, M. abscessus subsp. bolletii-A

fueron enviadas a secuenciar después de ser confirmadas por las secuencias de los genes

ADNr 16S, hsp65, rpoB, gyrB. Los resultados para la plataforma Illumina y PacBio se

recogen en las Tablas 3.4y 3.5.

Tabla 3.4. Rendimientos de secuenciacion obtenidos con la plataforma Illumina HiSeq-2500.

BRI N o S
(Media)
M. chelonae CCUG 474457 7.526.798 (x2) 50,95 766 37
M. immunogenum CCUG 472867 2.863.242 (x2) 126 720 33
M. abscessus subps. bolletii CCUG 501847  9.252.842 (x2) 99 1.832 35
M. llatzerense MG13T 7.903.724 (x2) 101 1.596 32
MG2 2.864.666 (x2) 126 720 34
MG8 3.489.681 (x2) 126 878 34
MHSD2 3.600.793 (x2) 126 906 34
MHSD3 3.362.577 (x2) 126 846 34
CR-UIB1 696.708 (x2) 240 3344 32
CR-UIB2 2.464.806 (x2) 126 612 31
Tabla 3.5. Rendimientos de secuenciacion obtenidos con la plataforma PacBio RSII.
Cepa N° de lecturas Longi'Ellig)media ‘(Flsltg)l (COS/SZ)
M. chelonae CCUG 474457 136.465 2.266 425 62,34
M. immunogenum CCUG 472867 61.476 2.677 164 63,2
M. llatzerense MG13T 192.883 6.340 1.223 64

Los resultados obtenidos mediante la plataforma 454 GS FLX-Titatium de Roche

Diagnostics, que solo fue utilizada con la cepa tipo de M. llatzerense, proporcionaron
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371.061 lecturas MP, de las cuales fueron utiles 252.057 con un tamafio medio de 410 nt
por lectura y un rendimiento de 103 Mb aproximadamente.

3.3.2. Resultados de ensamblaje

3.3.2.1. Mycobacterium chelonae CCUG 474457, Mycobacterium
immunogenum CCUG 47286", Mycobacterium llatzerense MG137
y Mycobacterium abscessus subps. bolletii CCUG 50184".

El objetivo de este apartado fue el cierre completo de los genomas de las cepas tipo, a
excepcion del genoma de la cepa tipo de M. abscessus subps bolletii 501847 Se descartd
el cierre de este Gltimo genoma debido a que al inicio del proyecto aparecieron en las
bases de datos un gran nimero de genomas cerrados de esta misma especie incluyendo la
cepa tipo BDT, por lo que se decidio obtener un genoma a nivel de draft de alta calidad y
centrar esfuerzos en el cierre del genoma de las otras cepas tipo. En la Tabla 3.6 se

muestran los resultados de los ensamblajes obtenidos.

Tabla 3.6. Resultados de los protocolos de ensamblaje aplicados para cada una de las cepas tipo.

Cepa Contigs Tamafio (pb) GC (%)
M. chelonae CCUG 474457 1 5.029.817 63,92
M. immunogenum CCUG 472867 1 5.573.781 64,27
M. llatzerense MG13" 13 6.274.239 66,36
M. abscessus subps. bolletii CCUG 501847 26 5.053.525 64,06

El ensamblaje del genoma de M. chelonae se inici6 con lecturas PE que fueron filtradas
y ensambladas con CLC Genomics Workbench v6.5.1. Dicho ensamblaje fue sometido a
un proceso de scaffolding hibrido con el programa SSPACE-Long Read scaffolder v1.0,
utilizando para ello todas las LR disponibles. Los huecos del scaffold obtenido fueron
cerrados con lecturas PE utilizando el programa GapFiller. Por su parte, para el
ensamblaje del genoma de M. immunogenum, el filtrado de lecturas se realizé con BBMap
v35.34, y todas las lecturas de alta calidad obtenidas fueron ensambladas de novo, con
ABYSS v1.5.1. En este punto se aplico el mismo protocolo de scaffolding hibrido y
rellenado de huecos seguido para M. chelonae. Sin embargo, en este caso los huecos solo
fueron rellenados parcialmente, por lo que se procedid a generar una base de datos a partir

de contigs previamente ensamblados con Velvet v1.1.04 y lecturas Illumina de alta
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calidad con una cobertura 50x. Esta base de datos se utilizé para la confirmacion y el
cierre de los huecos restantes, mientras que la resolucion y confirmacion de puntos
conflictivos del ensamblaje se realizé6 manualmente y con ayuda de BLAST. El resultado
fueron dos genomas completamente cerrados de 5.029.817 pb para M. chelonae CCUG
47445 y de 5.573.781 pb para M. immunogenum CCUG 47286".

Por su parte, el genoma de la cepa tipo M. llatzerense se ensamblé utilizando mdaltiples
programas Yy estrategias para conseguir completarlo, ademas de combinar lecturas
Illumina, PacBio y 454 GS FLX-Titatium. Pese a los diferentes enfoques abordados, no
se ha conseguido cerrar el genoma. EI mejor ensamblaje obtenido constd de 13 contigs y
un tamafio total de 6.274.239 pb y se escogi6 en base a los resultados obtenidos de las
curvas FRC. El proceso aplicado para la obtencidn de este genoma se inicié ensamblando
todas las LR a través del protocolo HGAP. A partir de tres ensamblajes obtenidos HGAP
se realizaron simulaciones de librerias con lecturas de longitud y tamafios de inserto
deseadas (longitud de lecturas de 100 pb e inserto de 180 pb, longitud de lecturas de 100
pb e inserto de 3 Kb, longitud de lecturas de 100 pb e inserto de 10 Kb) a través del
programa wgsim. A partir de lecturas Illumina-PE filtradas con el programa Sickle, se
prepar6 un archivo de cobertura 50x que, en combinacion con las tres librerias
previamente predisefiadas, fueron utilizadas para su ensamblaje con AllPaths-LG v4.6.
Posteriormente se fueron incorporando al proceso de forma iterativa cada uno de los tres
archivos de lecturas PacBio disponibles, mejorando el ensamblaje de forma progresiva.
Finalmente, se rellenaron parcialmente los huecos con GapFiller y se eliminaron el resto

de indeterminaciones para acabar obteniendo el ensamblaje reflejado en la Tabla 3.6.

Por Gltimo, para el genoma de M. abscessus subsp. bolletii CCUG 501847 se realizé un
ensamblaje utilizando el programa Velvet v1.1.04, utilizando un archivo de cobetura 50x
de lecturas PE de alta calidad. Los contigs resultantes de este ensamblaje fueron
ordenados utilizando el programa ABACAS incluido en PAGIT vy utilizando el genoma
de M. abscessus subps. bolletii 50594 (nimero de acceso CP004374.1) como referencia.
Los huecos de los scaffolds resultantes fueron rellenados una vez mas con el programa
GapkFiller, utilizando todas las lecturas lllumina de alta calidad disponibles, eliminando

posteriormente las indeterminaciones restantes, para acabar obteniendo un ensamblaje de

26 contigs y 5.053.525 pb de longitud.
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3.3.2.2. Cepas MG2, MG8, MHSD2, MHSD3, CR-UIB-1y CR-UIB2

A partir de archivos de lecturas PE de alta calidad y una cobertura 50x se realizaron
ensamblajes paralelos con los programas Velvet v1.1.04, SPAdes v3.0 y GS - de novo
Assembler. En el caso del aislamiento clinico CR-UIB-1 se utilizé una cobertura 25x al
no disponer lecturas de alta calidad suficientes para trabajar con una cobertura mayor.
Una vez revisados los errores acumulados mediante curvas FRC, se opté por aquel que

presentase un menor contenido de errores. Segun este criterio, en todos los casos el mejor

ensamblaje fue el obtenido mediante Velvet (Figuras 3.4 y 3.5A).
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Figura 3.4. Curvas FRC de los asilamientos A) MG2, B) MG8, C) MHSD2, D) MHSD3 y E) CR-UIBL1.
Se representan los resultados para los ensamblajes obtenidos con Velvet (Verde), SPAdes (Rojo) y Newbler
(Azul).

Después del andlisis detallado de los datos y ensamblajes obtenidos con Velvet para cada

uno de los genomas de las cepas de MCR (Tabla 3.7) se observd que los genomas en los
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que se logré una mayor continuidad de secuencia corresponden a las cepas MHSD2 y
MHSD3, destacado por los valores de N50 y N75 (tamafio del Gltimo contig con el que
se consigue cubrir el 50 % 6 75 % respectivamente del tamafio estimado del genoma) y
por los valores de L50 y L75 (n° de contigs necesarios para cubrir el 50 % y 75 % del
tamarfio estimado del genoma). Por su parte, y seglin estos mismos pardmetros, el genoma
en el que se obtuvo la menor continuidad fue en el aislamiento CR-UIB1, posiblemente
debido a la cobertura aplicada, claramente inferior (25x frente a 50x con la que se

ensamblaron el resto de genomas).

Tabla 3.7. Caracteristicas de los mejores ensamblajes obtenidos para cada una de las cepas.

MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1
Cobertura Illumina Illumina Illumina Illumina Illumina
50x 50x 50x 50x 25X
N° de contigs 152 123 65 70 225
COT;L%E"";‘S 178.136 202.360 426.852 361.417 139.377
Tamafio total 4.936.161 4.936.033 4.800.506 4.939.932 5.008.010
GC (%) 64,02 64,02 64,18 64,12 64,26
N50 72.383 74.693 129.773 141.658 40.937
N75 39.094 43.273 81.380 87.013 21.222
L50 21 23 10 10 39
L75 43 45 22 20 81
Ns por 100 kb 0 0 0 0 0

Como se puede observar en la Tabla 3.7, todos los genomas presentaron un contenido GC
que oscil6 entre 64 y 65%, reflejandose el alto contenido GC caracteristico, aunque no

exclusivo, de las micobacterias.

En lo que respecta a la cepa M. tuberculosis CR-UIB2, tal y como se destacd
anteriormente, el mejor ensamblaje segun las comparativas realizadas mediante curvas
FRC también fue el obtenido con Velvet (Figura 3.5A). En un intento de mejorar este
ensamblaje, los 332 contigs resultantes del ensamblaje con Velvet se ordenaron con ayuda
del programa ABACAS vy utilizando el genoma completo de la cepa M. tuberculosis
H37Rv (numero de acceso NC_000962) como referencia. Después de rellenar los huecos

resultantes y eliminar de las correspondientes indeterminaciones (Ns) se obtuvo un




Capitulo 1: Secuenciacién y ensamblaje de genomas

ensamblaje con una considerable disminucion en el contenido de errores (Figura 3.5B).
La optimizacion de la continuidad del ensamblaje final se manifiestd claramente en
términos de un menor numero de contigs, unos valores de N50 y N75 mayores y unos
valores de L50 y L75 menores (Tabla 3.8).

Curvas FRC
(M. tuberculosis CR-UIB2 )

Curvas FRC
(M. tuberculosis CR-UIB2 )

p ]
o=}

H
g

),
g

o
a
00
o

@
o

&
(=]
4
=
]

o
a

Cobertura aproximada (%)
3
L)

Cobertura aproximada (%

L=
.
L

500 1000 1500 0 100 200 300 400 500 600 700 800
N de crrorcs N* de crrores

Figura 3.5. Curvas FRC de (A) los tres ensamblajes iniciales obtenidos con Velvet (Verde), SPAdes
(Rojo) y Newbler (Azul) y (B) la comparacion del contenido de errores entre el ensamblaje inicial de
Velvet (Verde) y el mismo ensamblaje después de ser procesado con PAGIT y GapFiller (Morado).

Tabla 3.8. Resultados comparativos de cada una de las etapas del ensamblaje del aislamiento CR-UIB2.

Velvet PAGIT Sin Ns
N° de contigs 332 1 149
Contig mas largo 87.870 4.432.668 158.412
Tamario total (pb) 4.269.887 4.432.668 4.317.131
GC (%) 65,31 65,35 65,35
N50 25.406 4.432.668 62.472
N75 15.123 4.432.668 32.048
L50 58 1 24
L75 113 1 49
N's por 100 kb 0 2.587 0

3.3.3. Anotacion de los genomas con Prokka.

Las anotaciones obtenidas con Prokka v1.10 (Tabla 3.9) de los genomas que pertenecen
al grupo MCR mostraron un rango que oscilo entre los 4.691 (cepa MHSD2) a 6.453
(cepa tipo de M. llatzerense) CDS. En el caso de los ARNt, la cepa MHSD2 con 40 fue
el genoma que menor namero presentd, mientras que el genoma donde se encontro el

mayor nimero fue M. immunogenum CCUG 47286, donde se detectaron hasta un total
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de 61 ARNt. Por lo que respecta a los operones ribosomales, todos los genomas a
excepcion de M. immunogenum (en el que se detectaron 2), presentaron un unico operén
completo (ADNTr 16S, 23S y 5S). Por su parte, en el genoma de la cepa M. tuberculosis
CR-UIB2 se cuantificaron un total de 4.202 CDS, 50 ARNt y un operon ribosomal
completo.

Tabla 3.9. Resultados de la anotacion con Prokka v1.10 para los genomas secuenciados y ensamblados.

Cepa Genes  CDS  ARNt riobg:;fnll tmRNA

M. chelonae CCUG 474457 4.940 4.888 48 1 1
M. immunogenum CCUG 472867 5.574 5.484 61 2 1
M. llatzerense MG13T 6.510 6.453 53 1 2
M. abscessus subsp. bolletii CCUG 501847 4.956 4.932 51 1 1
MG2 4.887 4.838 45 1 1
MG8 4.903 4.855 44 1 1
MHSD2 4,735 4.691 40

MHSD3 4.909 4.862 43 1 1
CR-UIB1 5,033 4.983 46 1 1
CR-UIB2 4.297 4.202 50 1 1

3.4. Discusion

3.4.1. Extraccion de ADN y secuenciacion

Los problemas observados en términos de rendimiento y calidad de las lecturas de partida
en los procesos iniciales de secuenciacién llevados a cabo en la presente tesis son un fiel
reflejo de la importancia de la obtencién de ADN de alta calidad, pureza y en cantidad
suficiente para la secuenciacion de genomas con las nuevas tecnologias y plataformas de
altas prestaciones. Este aspecto ha resultado clave para la obtencion de buenos resultados
en los procesos de secuenciacion de nueva generacion abordados en el proyecto. La
presencia de impurezas, baja cantidad o calidad insuficiente (por ejemplo, ADN con un
alto grado de degradacion) son claramente responsables de un funcionamiento subdptimo
o0 de la inhibicion de los procesos en los que se basan estas plataformas de secuenciacion.
Consecuencia directa de ello, es la obtencion de lecturas de mala calidad, bajos

rendimientos o resultados poco consistentes.
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A lo previamente comentado hay que afiadir el hecho de que las micobacterias se
catalogan como "bacterias dificiles de lisar" y que al romper sus paredes celulares generan
muchos residuos que hay que eliminar. Por lo tanto, el proceso de extraccion de ADN se
complica en gran medida, ya que se requieren protocolos mas agresivos a la vez que
purificaciones mas efectivas con el fin de obtener un ADN en cantidad suficiente y de
alto peso molecular, dos premisas a veces dificiles de consensuar. Estos aspectos
comprometen en gran medida los tres puntos clave destacados anteriormente. De esta
forma, todos aquellos protocolos preestablecidos asi como los kits comerciales utilizados
de forma rutinaria en el laboratorio, altamente eficientes, por ejemplo, con
microorganismos pertenecientes al genero Pseudomonas, resultaron completamente

ineficaces al ser utilizados con las cepas de micobacterias seleccionadas en este estudio.

Las busquedas bibliograficas combinadas con las sucesivas pruebas de optimizacion
llevadas a cabo en diferentes condiciones experimentales, permitieron esbozar y ajustar
un protocolo eficaz para todas las cepas de micobacterias sobre las que se ha aplicado en
el proyecto. Los puntos mas criticos del protocolo disefiado consistieron en incluir un
paso de rotura mecanica posterior a un pretratamiento enzimatico con proteinasa K, y el
paso de purificacion y concentracion final, en el que ademas se combinaron varias
muestras de ADN obtenidas del mismo microorganismo, para conseguir alcanzar los
minimos de concentracion y cantidad exigidas por los diferentes sistemas de generacion
de genotecas de las actuales plataformas de secuenciacion masiva, especialmente

exigente en este sentido PacBio.

La incorporacion del tampon de lisis ATL (ver materiales y métodos), especialmente
disefiado para lisis de tejidos, resulté de gran utilidad para conseguir una completa
disgregacion de los grumos celulares formados, en especial por algunas cepas como
MHSD2 y CR-UIBL. Efectivamente, al realizarse la recoleccion de las células a partir de
las colonias formadas en placa se creaban agregados de textura extremadamente seca y
similares al aspecto de “migas de pan”, por otra parte, caracteristico de M. tuberculosis,
las cuales, al afiadir la solucion isotonica de Ringer para sedimentar las células, resultaban
practicamente imposibles de disgregar. Como resultado se obtenian sedimentos celulares
poco compactos, que al ser resuspendidos seguian teniendo el mismo aspecto anterior y

constituian muestras dificiles de manejar y poco 0ptimas para proceder a la extraccion de
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sus acidos nucleicos, tal como lo demostrd el hecho de que a partir de estas muestras se
obtenia muy poco ADN. La incorporacion al protocolo del tampon de lisis ATL
combinado con la actividad de la proteinasa K a 56 °C, fueron la solucién idénea para
este punto critico, ya que tras sendas modificaciones del protocolo los grumos se
disgregaban casi sin esfuerzo, simplemente al ser sometidos a unos segundos de vortex.
La suspension celular resultante presentaba un aspecto definitivamente homogéneo,
bastante mas adecuado para los sucesivos pasos de extraccion de ADN total de las

micobacterias.

La rotura mecénica con ayuda de microesferas de vidrio fue también clave para debilitar
y conseguir la rotura final de la gruesa y resistente pared celular de las micobacterias,
facilitando asi mismo la penetracion de los reactivos utilizados posteriormente, que
ejercieron su accion de forma maés eficaz. Sin embargo, durante este proceso es normal
que el dafio en las paredes celulares o especialmente la rotura de células provoque la
liberacion temprana de moléculas de ADN desprotegido al medio, sobre el cual también
se provocan dafios enzimaticos y mecanicos. La rotura del ADN se debe controlar al
méaximo posible para obtener un ADN genomico de alto peso molecular y poco
degradado. En consecuencia, después de repetidas optimizaciones se determiné un tiempo
Optimo de rotura mecéanica de 5 minutos, necesario para inducir el suficiente dafio en las

envolturas celulares y mantener la maxima integridad posible del ADN obtenido.

3.4.2. Ensamblaje de genomas

3.4.2.1. Ensamblaje de cepas tipo

Como refleja el apartado de resultados, los genomas de las cepas tipo de M. chelonae y
M. immunogenum se cerraron completamente, obteniendo cromosomas bacterianos de
5,0y 5,5 Mb respectivamente, sin indeterminaciones y que fueron confirmados mediante
mapeos, curvas FRC vy el test con el programa REAPR. El cierre de estos genomas se
realizo de manera casi inmediata con la simple combinacion de lecturas Illuminay PacBio
de alta calidad, lo cual pareceria suficiente para el cerrado de genomas. Sin embargo, la
misma estrategia aplicada en el genoma de la cepa tipo M. llatzerense result6 insuficiente
para conseguir el mismo objetivo. Por ello, se considerd conveniente la inclusion de

informacién complementaria que ayudase tanto en la ordenacién como en la orientacién
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de los contigs resultantes. Con esta finalidad se generaron lecturas MP adicionales sobre
la plataforma 454 GS FLX-Titatium, para incorporar informacién adicional que ayudase
a construir nuevas relaciones de continuidad. La mala calidad de las primeras tandas de
lecturas PacBio y de las lecturas MP fueron un punto clave negativo, ya que se seguia
careciendo de informacion estructural fiable necesaria para abordar la resolucion
definitiva de un considerable nimero de puntos conflictivos del genoma. La inclusion de
una nueva tanda de lecturas PacBio de mayor calidad mejor6 en gran medida el
ensamblaje, pero no permitio su cierre completo. Este ensamblaje seguramente necesita
de un considerable esfuerzo de intervencion manual en la resolucion del rompecabezas
que plantea; aunque también es posible la existencia de regiones del genoma mal cubiertas
en términos de lecturas por las diferentes plataformas. Una segunda causa podria tener su
origen en que la informacidn concerniente a estas regiones en términos de lecturas es
inexistente, consecuencia de que se encuentran pobremente representadas en el ADN total
obtenido; hecho que podria explicar el que ninguna de las plataformas haya aportado esta
informacién. La cepa tipo de M. llatzerense presenta ademas un genoma con gran
cantidad de elementos repetitivos, como transposasas, integrasas o elementos de
micobaceriofagos (datos no mostrados). Estos elementos lejos de facilitar la tarea de
ensamblaje, contribuyen a la dificultad del proceso. Teniendo todo esto en cuenta, se
aplicaron varias alternativas de ensamblaje y con diferentes programas. El mejor
resultado obtenido, explicado previamente en el apartado de resultados, corresponde al
de un tamafio de genoma de 6,2 Mb y que incluye hasta 6.453 CDS en su secuencia. En
cualquier caso, se trata de un nimero claramente superior al de las regiones codificantes

obtenidas en el resto de genomas secuenciados en el presente estudio.

En lo que se refiere a la cepa M. abscessus subps. bolletii CCUG 501847, se ha obtenido
un ensamblaje de su genoma a nivel de draft de alta calidad. El ensamblaje consta de 26
contigs que alcanzan un tamario total de genoma de 5.053.525 pb que codifican para 4.932
CDS. Estos resultados son concordantes con los que se pueden extraer de los genomas
completos disponibles para esta especie en GenBank. No obstante, las estrategias de
ensamblaje basadas en un genoma de referencia solo son aplicables en casos donde se
esté muy seguro de la proximidad de la especie del genoma en cuestion y siempre que
existan genomas completos de esa misma especie en las bases de datos con los que se

espera una elevada correlacién en términos de sintenia. Aun asi, la cautela debe ser
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maxima ya que la existencia de reordenaciones cromosomicas en genomas de cepas de la
misma especie puede llevar a ordenaciones erroneas de los contigs, generando por
consiguiente ensamblajes que no se corresponden con la realidad. Por ello, es
imprescindible llevar a cabo las oportunas confirmaciones de calidad del ensamblaje final
independientes de un genoma de referencia; por ejemplo, partiendo de las lecturas PE y
del ensamblaje final obtenido hacer la comprobacion como se hizo con REAPR para saber
si el ensamblaje obtenido respondia a la informacién que se podia obtener partiendo de

las lecturas Illumina y calculando la acumulacion de errores basada en curvas FRC.
3.4.2.2. Ensamblaje de los aislamientos del grupo MCR

Las diferencias que se observaron entre los ensamblajes obtenidos con cada uno de los
tres programas utilizados rutinariamente fueron notables, esencialmente debido a los
fundamentos en los que se basa cada programa. Por ejemplo, Newbler utiliza un enfoque
basado en el solapamiento de lecturas y fue disefiado para trabajar con lecturas de
pirosecuenciacion obtenidas en la plataforma 454 GS FLX-Titatium. aunque puede
utilizar datos de otras plataformas como lecturas PE, lecturas sin pareja o incluso lecturas
obtenidas por la tecnologia Sanger. Por su parte, Velvet es un programa especializado en
lecturas Illumina, aunque también admite lecturas Sanger o 454 GS FLX-Titatium. Sin
embargo, para la realizacion de un ensamblaje se basa, al igual que SPAdes, en los
diagramas de de Brujin. Esta estrategia le permite tener una mayor capacidad de
discriminacion y resolucién de zonas repetidas. Por su parte, SPAdes puede incorporar
ademas lecturas de otras plataformas como lon-torrent, 454 GS FLX-Titatium o incluso

PacBio.

Los diferentes enfoques aplicados para realizar un ensamblaje y la habilidad para de
utilizar un determinado tipo de lecturas, crean las diferencias entre los resultados
obtenidos con Newbler, Velvet y SPAdes. La diferencia més evidente fue el contenido de
errores en los ensamblajes, presentando un ndmero muy superior los ensamblajes
obtenidos con Newbler. Por otro lado, Velvet y SPAdes no mostraron una diferencia tan
grande en cuanto a acumulacion de errores con respecto a Newbler. En todos los casos,
Velvet consiguid realizar un mejor trabajo en las mismas condiciones de cobertura con

lecturas Illumina (50x). Por este motivo, los ensamblajes obtenidos con este programa
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fueron los seleccionados para su utilizacion en los sucesivos pasos, por ejemplo, en el

ordenado de contigs utilizando genomas de referencia.

Mencion aparte merece el genoma del aislamiento CR-UIB1. Este genoma se secuencio
utilizando una construccion de librerias diferente actualizada que permite la obtencién de
lecturas lllumina PE considerablemente mas largas. La media de tamafio en las lecturas
en este caso fue de 240 nucleotidos, habiendo lecturas de incluso més de 300. Sin
embargo, se obtuvo un rendimiento en Mb mucho menor, no comparables con los
resultados obtenidos para lecturas del mismo tipo en otras cepas. De hecho, el nimero de
lecturas fue tan bajo que resulté imposible la obtencion de un archivo de cobertura
superior a 25x a pesar de la mayor longitud de las lecturas. Posiblemente, el bajo
rendimiento se explicaria por una baja eficiencia en los pasos de alargamiento ejecutados
por la polimerasa. Efectivamente, debido a la naturaleza de la quimica y el proceso de
amplificacion implicados, un ADN que no satisface los mayores requerimientos de pureza
y tamafio (ADN menos degradado) para generar lecturas mas largas, puede afectar a la
capacidad de secuenciacion por sintesis basada en la accion enzimatica de la polimerasa
en la plataforma Illumina. Asi pues, esta menor cobertura esta en el origen del hecho de
que el ensamblaje de la cepa CR-UIB1 no pudiera mejorarse mas alla de los 225 contigs
finalmente obtenidos.

3.4.2.3. Ensamblaje de Mycobacterium tuberculosis CR-UIB2.

El proceso bioinformatico de ensamblaje del genoma del aislamiento de M. tuberculosis
siguid el mismo esquema que en el caso de los aislamientos del grupo MCR mencionados
anteriormente. Nuevamente, Velvet, en condiciones de cobertura con lecturas Illumina
(50x) iguales, fue el que dio lugar al mejor ensamblaje segun los criterios de calidad
aplicados habitualmente. Esta cepa se identifico fenotipicamente tras su aislamiento en la
Clinica Rotger de Palma de Mallorca, como M. tuberculosis. En base a ello y tras elegir
el mejor ensamblaje, se decidié intentar mejorar el mismo utilizando como genoma de
referencia el correspondiente a la cepa tipo de M. tuberculosis H37Rv. El resultado
preliminar obtenido con el programa ABACAS consiguio ordenar todos los contigs en un
unico scaffold, ademas de una buena correlacion en el alineamiento entre la cepa CR-

UIB2 y el genoma correspondiente a la cepa tipo. Un considerable nimero de
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indeterminaciones se corrigieron mediante el rellenado de huecos utilizando el conjunto
de todas las lecturas Illumina de alta calidad obtenidas. La eliminacion de las
indeterminaciones restantes después de todo el proceso resultd en un ensamblaje
considerablemente mejorado no solo en continuidad, presentando una longitud del contig
mas largo de 158.412 pb respecto a las 87.870 pb iniciales, y un L50 = 24, con respecto
a los 58 contigs iniciales, tal como se puede comprobar en los valores que hacen
referencia a este parametro (Tabla 3.8), sino también en un menor contenido de errores

acumulados (Figura 3.5).
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4.1. Introduccion

Se define como el genoma esencial de una especie a todos aquellos genes o proteinas
compartidas por todos los genomas considerados en un estudio, mientras que el
pangenoma representa el conjunto de todas las familias génicas o proteicas diferentes
presentes en los mismos [77]. Asi pues, el pangenoma, ademas del genoma esencial,
incluiria todos aquellos elementos accesorios que pueden ser exclusivos de un genoma o
compartido por algunos de ellos y que le dotarian de diferencias metabdlicas clave para
la ocupacion de un determinado nicho ecoldgico o para la realizacion de una funcién
concreta. A este conjunto de genes o proteinas se le conoce como genoma accesorio [2].
Un pangenoma puede ser abierto o cerrado en funcién de la evolucion en su célculo a
medida que se incorporan mas genomas al estudio. Por definicion, un pangenoma
“abierto” es aquel en el que la incorporacion de nuevos genomas de interés produce la
incorporacion de nuevos genes no presentes en los ya incluidos en el estudio, mientras
que un pangenoma “cerrado” es aquel en el que la incorporacion de nuevos genomas en
el estudio apenas varia el tamafio del mismo [78]. Por ejemplo, en el caso de
Streptococcus agalactiae el contenido medio de genes por genoma es de
aproximadamente 2.000, mientras que un estudio de pangenoma realizado sobre esta
especie determind un tamafio del mismo en torno a 6.000 familias génicas [77], tres veces
superior, representando un claro ejemplo de pangenoma abierto. Presentar un pangenoma
abierto o cerrado proporciona una idea aproximada de la capacidad adaptativa de una

especie, o la diversidad funcional de un conjunto de especies.

Cuando se realizan estudios de pangenoma, la comparacién de genomas o proteomas
permite la identificacion de lo que se conocen como ortdlogos, genes o proteinas
derivadas de un ancestro comun y que estan presentes en distintas cepas, mientras que los
genes paralogos son aquellos que proceden de fendmenos de duplicacion génica, en los
cuales, la nueva copia puede evolucionar de forma independiente hasta el punto de poder
aportar una nueva funcion a la célula, siendo este fenémeno uno de los principales
motores impulsores de la evolucion microbiana [2]. Asi pues, el genoma esencial estaria

compuesto por genes ortélogos, mientras que el pangenoma, por definicion, incluiria
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tanto genes ortdlogos como parélogos, cubriendo todo el espectro de funciones distintas

presentes en el conjunto de genomas estudiados.

Partiendo de los estudios de pangenomica es posible determinar grupos de proteinas
exclusivas de un genoma o un conjunto de ellos una vez los proteomas implicados han
sido comparados entre ellos. A grandes rasgos, es interesante determinar qué funciones
pueden llevar a cabo ese subconjunto de elementos para, de alguna manera, relacionar
qué necesidades funcionales ha desarrollado, por ejemplo, una determinada especie para
ocupar un determinado nicho ecoldgico. Esto es especialmente importante cuando se trata
de proteinas hipotéticas. En este sentido, las bases de datos de agrupaciones de genes
ortélogos 0 COG (del inglés Clusters of Orthologous Genes) son de gran utilidad. La base
de todo esto es que todas aquellas proteinas incluidas en una de estas agrupaciones
presumiblemente desempefian la misma funcién [79], permitiendo realizar una
clasificacion funcional de un conjunto de proteinas o genes concretos al ser contrastados
con estas bases de datos. De esta forma se pueden relacionar, de alguna manera, las
implicaciones ecoldgicas que se derivan de la presencia de ese conjunto de elementos
exclusivos en concreto, es decir, cdmo se han visto obligadas a reaccionar las bacterias al

ser sometidas a determinadas presiones ambientales.

En el presente trabajo se propone la realizacion de estudios de genoma esencial y
pangenoma desde un nivel mas general, considerando diversas especies, a un nivel mas
concreto, considerando especies estrechamente relacionadas o una Unica especie. Por lo

que se trata de un estudio comparativo a tres niveles bien diferenciados:

e Genoma esencial y pangenoma de especies diferentes (grupo MCR)

e Genoma esencial y pangenoma de especies muy cercanas entre si (grupo
abscessus-chelonae-immunogenum)

e Genoma esencial y pangenoma de diferentes cepas de la misma especie (M.

immunogenum y M. tuberculosis)
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4.2. Materiales y metodos

4.2.1. Genomas obtenidos de la base de de datos GenBank

Los genomas de especies del grupo MCR disponibles en GenBank [76] fueron obtenidos
en formato FASTA utilizando el protocolo descrito en NCBI para la descarga de maltiples
genomas a partir del servidor FTP que almacena dicha base de datos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/doc/ftpfaq). En caso de genomas con plasmidos
incluidos, su secuencia fue descargada conjuntamente a la del correspondiente genoma

de forma automatica a través del mismo procedimiento e incluida en el anélisis.

4.2.2. Contextualizacidn evolutiva de las especies consideradas

Partiendo de las secuencias nucleotidicas de todos los genomas (Tablas suplementarias 1,
2 'y 3 del Anexo 1) se extrajo la secuencia del ADNr 16S por procedimientos descritos
previamente [80]. Estas secuencias fueron alineadas con ClustalW [81] y la comparacion
filogenética se realizd construyendo un arbol con el programa PhyML [82], utilizando
una estimacion por méxima verosimilitud o MLE (del inglés Maximum Likelihood
Estimation) para la construccion del mismo y aplicando un bootstrap 100 como soporte
estadistico para las ramas. En este caso se incluyeron, como guia, las secuencias de ADNr
16S de las cepas tipo de todas las especies incluidas en este estudio. Estas Ultimas se
obtuvieron a través de la base de datos Straininfo (http://www.straininfo.net).

4.2.3. Determinacion del genoma esencial y pangenoma

Con la finalidad de normalizar la anotacién de todos los genomas, incluyendo aquellos
ya anotados obtenidos a partir de GenBank, se realiz6 con el programa Prokka v1.10, tal
y como se explicé previamente para los genomas propios en el capitulo anterior. Los
archivos en formato FASTA resultantes del proceso de anotacién, y que contenian el
proteoma (secuencias proteicas de todos los ORF predichos) para cada genoma fueron
utilizados para su comparacion. En términos de homologia, dos proteinas pueden ser
consideradas como probables homodlogas si presentan, como minimo, un 30% de
identidad en el 100 % de la longitud de las secuencias comparadas, aunque pueden
definirse proteinas homdlogas con porcentajes de identidad menores, basandose en

términos de E-value y bit-score [83]. En base a esta informacion, en el presente caso la
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comparativa se realizd mediante BLASTP (del inglés Basic Local Alignment Search Tool
for Proteins), del programa BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool) [84],
de todos los proteomas contra todos siguiendo la regla 50/50 para especies diferentes
definida en trabajos previos. Segun esa regla, para que dos proteinas fueran agrupadas
conjuntamente debian mostrar, como minimo, un 50 % de identidad en, por lo menos, un
50 % de la longitud de la secuencia mas larga entre las que se realiza esta comparacion
[80] (el equivalente a un 25 % de identidad en el 100 % de la secuencia). En el caso de
las comparativas realizadas entre cepas de la misma especie se aplico un criterio mas
restrictivo, considerando en este caso un 70 % de identidad en por lo menos un 50 % de
la secuencia més larga. Los resultados obtenidos se utilizaron para la generacion de
matrices de BLAST basadas en las identidades obtenidas, empleadas para la estimacion

del nimero de proteinas compartidas entre genomas.

Para identificar y colectar secuencias de proteinas ortélogas compartidas entre los
genomas anotados se aplicaron tres algoritmos de agrupacion distintos: BBDH (del inglés
Bi-Directional Best Hits) [85] COGtriangle (COGT, del inglés Cluster of Orthologous
Genes) [86] y OrthoMCL (OMCL, del inglés Orthologous Markov Cluster) [87], tal y
como se describe en el programa Get_homologues [88]. Con estos tres algoritmos se pudo
estimar el nimero de familias proteicas compartidas por todos los genomas (genoma
esencial) asi como el nimero de familias diferentes acumuladas entre todos los genomas
de interés (pangenoma). Las representaciones teoricas de las curvas de genoma esencial
y pangenoma fueron calculadas y ajustadas a modelos exponenciales de acuerdo con
Tetellin [77] y Willenbrock [89] para la estimacién del tamafio y proyeccion de los

mMismos.

El nimero total de familias diferentes detectadas que conforman el pangenoma se obtuvo
de la interseccion (consenso) de los algoritmos COGT y OMCL. Las diferentes familias
de proteinas del pangenoma fueron clasificadas en funcion del grado de conservacion y
distribucion en los genomas estudiados, dando lugar a cuatro grandes agrupaciones:
genoma esencial (presentes estrictamente en todos los genomas), Soft-genoma esencial o
genoma esencial laxo (presentes en un nimero igual o superior al 95 % de los genomas
considerados), Shell (presentes en varios genomas, pero por debajo del 95 %) y Cloud

(presente en solo unos pocos genomas) [90]. Por definicion, el namero de familias que se
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reflejan en el genoma esencial laxo incluye las agrupadas en el genoma esencial estricto.
La determinacion del nimero de genomas en los que debe estar presente una familia de
proteinas para ser clasificado en cada una de las tres ultimas categorias, depende del
numero de genomas introducidos para el célculo y es determinado de forma automatica
[88]. Por ultimo, para la obtencidn del arbol representativo del pangenoma se partio de
una matriz generada a partir de la presencia/ausencia de proteinas en un determinado

genoma.

Por su parte, la determinacion del genoma esencial formado por genes que se encuentran
en copia Unica en todos los genomas se obtuvo de la interseccion o consenso de los
algoritmos BDBH, OMCL y COG.

4.2.4. Andlisis del genoma esencial "estricto’ monocopia

El conjunto de proteinas codificadas por genes que se hallan en copia Unica en un
determinado genoma fueron concatenados, obteniendo una macro Ssecuencia
aminoacidica para cada uno de los microorganismos. Los concatenados se alinearon con
Clustal Omega (ClustalO) [91]. El alineamiento multiple obtenido fue procesado con
GBLOCKS [92] para la extraccion y concatenacion de los blogues de posiciones
homologas. El arbol evolutivo a partir del alineamiento resultante se obtuvo con PhyML
y aplicando el algoritmo aLRT (del inglés Approximate Likelihood-Ratio Test) [93] para

el soporte estadistico de las ramas.

4.2.5. Caracterizacion de las proteinas especificas aportadas por cada
cepa o grupo de cepas al pangenoma

Utilizando el programa Get_Homologues, se determind el nimero de genes o proteinas
exclusivas de una cepa o conjunto de cepas con respecto al total de genomas utilizados
en el estudio, determinando asi su aportacion especifica al pangenoma. A partir de un
archivo con dichas secuencias proteicas en formato FASTA se realizaron analisis de
BLASTP contra una base de datos COGs (del inglés Clusters of Orthologous Genes) de
proteinas recientemente actualizada [94]. Esta asignacion a un COG determinado se
realizo con la ayuda del programa RPS-BLAST v2.2.26+ (del inglés Reverse Position
Specific BLAST) (http://nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/rpsblast.ntml), asignando

por este procedimiento la posible funcién atendiendo a la categoria funcional en la que el
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COG reportado se incluye en cada caso. Los resultados de los BLASTP se consideraron
significativamente informativos a partir de un E-value > 107°. En el caso de que una misma
proteina fuese asignada a diferentes COGs, los resultados con mejores valores estadisticos
(E-value menor), fueron elegidos, eliminando los demas resultados y evitando de esta
manera duplicidades en el estudio. Los cddigos de cada categoria funcional, asi como la
funcion especifica que representan, se encuentran en la Tabla suplementaria 4 del Anexo
1.

4.3. Resultados
4.3.1. Genoma esencial y pangenoma del grupo MCR

Un Total de 52 genomas representativos de 17 especies de MCR, incluidos los genomas
secuenciados de novo y los obtenidos de la base de datos GenBank, fueron utilizados para
realizar el estudio comparativo. Estos genomas incluyen todos los genomas de MCR
disponibles a dia 1 de septiembre de 2015. Debido al gran nimero de genomas disponibles
de las especies M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii, con el fin de no
sobrerrepresentar dichas especies, s6lo se utilizaron genomas representativos para el
estudio del genoma esencial y el pangenoma del grupo de MCR, priorizando para

genomas de cepas tipo y genomas completamente cerrados.

El genoma esencial obtenido estabilizd su descenso por debajo de 2.000 familias
proteicas. A partir de la incorporacion de 10 genomas los cambios no fueron
significativos, mostrando un descenso moderado que esboza perfectamente el efecto
meseta. Por su parte, el pangenoma mostré una tendencia ascendente con una pendiente
muy pronunciada, ajustandose préacticamente a un crecimiento lineal, aunque el ajuste a
la curva mostré una ligera tendencia a la saturacién (Figura 4.1). El tamafio del
pangenoma fue de 21.056 grupos de proteinas (Figura 4.2A) segln el consenso obtenido
entre los algoritmos COG y OMCL. La clasificacion de los grupos en las distintas
categorias congregd a 1.253 familias protecas en el genoma esencial, 1.645 en el
denominado genoma esencial laxo (incluyendo el genoma esencial estricto), 5.646 en el
Shell y 13.765 grupos en el Cloud (Figura 4.2B). Estas tres ultimas categorias
corresponderian al Illamado genoma accesorio (presente en diversos genomas, pero no en
todos) o prescindible. Esto implica que el genoma esencial estricto representaria solo el
5,95 % del pangenoma, frente a un 65,37 % de las proteinas detectadas que estan
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presentes en tan solo 1 6 2 genomas (Cloud), mientras que el 28,67 % restante (parte del
genoma esencial laxo y el Shell) representarian a aquellas proteinas que estan presentes
en varios genomas (entre 2 y 52). Teniendo en cuenta que el nimero de CDS en los
genomas estudiados es de 5.544 + 719, el genoma esencial representaria entre un 17,5 %

y un 27,4 % de las proteinas codificadas por un genoma concreto.

4.3.1.1. Establecimiento de relaciones evolutivas basadas en el genoma

esencial monocopia y pangenoma del grupo MCR

Con el proposito de presentar la informacién en el contexto evolutivo adecuado se
construyd un arbol filogenético basado en las secuencias de ADNr 16S extraidas de los
52 genomas de MCR contemplados en el estudio, incluyendo ademas las secuencias de
ADNIr 16S para las cepas tipo de las 17 especies contempladas, obtenidas a través de la
base de datos Straininfo como control interno (Figura 4.3). De esta forma se obtuvo el
marco evolutivo adecuado para la presentacion definitiva de los datos obtenidos de la

comparativa de los proteomas de los genomas utilizados

Observando las agrupaciones obtenidas, se puede percibir como practicamente todos los
ADNr 16S extraidos de los distintos genomas se agruparon en torno al ADNr 16S de la
cepa tipo correspondiente (utilizados como marcadores internos). Sin embargo, las cepas
M. smegmatis JS623, M. rhodesiae NBB3, M. fortuitum Z58 y M. chelonae 1518 se
posicionaron de forma incoherente, alejadas de las agrupaciones donde deberian haberse

incluido de acuerdo con las secuencias control de dichas especies.

A partir de las 1.005 familias de proteinas constituyentes del genoma esencial de genes
en copia Unica del grupo de MCR estudiado (Figura 4.2C), una vez concatenadas para
cada genoma y alineadas entre ellos, se obtuvieron un total de 343.312 posiciones.
Después de eliminar los bloques divergentes, ambiguos o pobremente alineados; se
obtuvieron 297.091 posiciones (86,53 % del alineamiento original) correspondientes a
bloques conservados y, por lo tanto, posiciones homologas. Sobre este alineamiento se
construyo el arbol evolutivo para los 52 genomas que se representa en la Figura 4.4A. Por
su parte, a partir de la matriz de presencia/ausencia, donde se contempla la distribucién
de las 21.056 familias de proteinas en los distintos genomas, se construyé el arbol donde

se refleja la informacion del pangenoma resultante (Figura 4.4B).
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Figura 4.1. Curvas representativas de la proyeccion del genoma esencial y pangenoma del grupo MCR.

Figura 4.2. Namero de grupos que conforman el A) pangenoma, B) clasificacion de las distintas familias
proteicas del pangenoma en genoma esencial, genoma esencial laxo, Shell y Cloud y C) genoma esencial
monocopia. El nimero de familias proteicas del genoma esencial laxo representado en la leyenda resulta
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de la suma de grupos presentes en el 95 % de los genomas y el genoma esencial estricto.
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Figura 4.3. Arbol filogenético del grupo MCR basado en la secuencia del ADNr 16S. Las secuencias
destacadas en rojo corresponden a las obtenidas en GenBank después de la identificacion de la cepa tipo de

las distintas especies a través de Strainfo.
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Figura 4.4. Representacion del arbol basado en el genoma esencial monocopia (A) y del dendograma
basado en la matriz de presencia/ausencia del pangenoma (B).
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En ambas representaciones se pueden observar hasta 8 grupos completamente estables
(A, B,C, D, E,F, GyH),en los que coinciden las mismas cepas. Dichos grupos varian
su posicion en el dendograma del pangenoma con respecto al arbol del genoma esencial
debido a que definen su posicion en torno a aquellas especies mas similares
funcionalmente segun las proteinas presentes o ausentes determinadas en la matriz del
pangenoma. Los genomas M. rhodesiae NBB3, M. smegmatis JS623, M chelonae 1518 y
M. fortuitum Z58 volvieron a aparecer separados del resto de cepas de la especie
correspondiente en ambas representaciones, tal y como ocurria con el analisis preliminar
con el ADNr 16S. En el grupo abscessus-chelonae-immunogenum, las dos Ultimas
especies quedaron perfectamente diferenciadas. Sin embargo, la separacion entre las
especies M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii no quedd bien delimitada.
Efectivamente, tal como se observa en la Figura 4.4, se formaron dos grandes ramas a
partir de su separacion de M. immunogenum, dentro de las cuales se englobaron

indistintamente genomas de ambas especies.

La determinacion de las proteinas diferenciales que definen la separacion en una rama
independiente de las distintas especies en el dendograma del pangenoma, se realizd
teniendo en cuenta todas aquellas proteinas comunes entre las distintas cepas de una
misma especie y que no estan presentes en el resto de genomas (Tabla 4.1). Para ello no
se tuvieron en cuenta aquellas cepas supuestamente anotadas como una especie
determinada pero que, segun el estudio de ADNr 16S y el genoma esencial monocopia,
quedaron desplazadas de su ubicacion esperada.

En la Tabla 4.1 también se recoge el nimero de COGs diferentes detectados, con un E-
value igual o inferior a 10°, en los grupos de familias proteicas exclusivas de cada
especie, reflejando la variedad funcional para la separacion de cada especie en la
representacion del dendograma del pangenoma. Cabe destacar que esta determinacion
solo atafie a los elementos comunes a todos los genomas de las cepas utilizadas de una
especie determinada y no de aquellos elementos especificos de cada cepa. Ademas, la
dificultad para definir la separacion entre las cepas pertenecientes a las especies M.
abscessus y M. abscessus subsp. bolletii llevo a considerarlas en este caso como un Unico

grupo compuesto, el cual fue posteriormente estudiado mas detalladamente
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Tabla 4.1. Namero de familias proteicas exclusivas aportadas por especie y nimero de familias clasificadas
funcionalmente en base a los COGs.

Especie N° cepas N° grupos N° COGs % COGs
M. abscessus-bolletii 14 18 7 38,9
M. chelonae 5 64 17 26,6
M. chubuense 2 35 13 37,1
M. fortuitum 2 490 97 19,8
M. gilvum 2 94 14 14,9
M. hassiacum 2 297 48 16,2
M. immunogenum 2 333 47 14,1
M. llatzerense 2 360 66 18,3
M. marinum 3 641 146 22,8
M. neoaurum 4 160 52 32,5
M. phlei 1 410 60 14,6
M. rhodesiae 1 1.071 145 13,5
M. smegmatis 7 441 156 35,4
M. thermoresistibile 1 350 58 16,6
M. vaccae 1 449 113 25,2
M. vanbaleenii 1 419 79 18,9

El grupo M. abscessus-M. abscessus subsp. bolletii fue el que menor nimero de proteinas
diferenciales presentd (18 proteinas) con respecto a las otras especies, ademas de ser el
que presentd una menor variedad en cuanto a COGs identificados (7 COGs diferentes
entre las proteinas clasificadas). Por su parte, la especie M. rhodesiae, representada en
este caso Unicamente por la cepa NBB3, presentd 1.071 proteinas exclusivas, el mayor
namero con diferencia. Sin embargo, a pesar de este elevado numero, no fue la especie
donde se observé la mayor variedad de COGs, ya que en M. smegmatis se obtuvieron 135
COGs a partir de 441 proteinas exclusivas del conjunto de 7 cepas que conformaron esta

especie en el estudio.

La asignacion de cada uno de estos COGs a su categoria funcional correspondiente
mostraria el perfil funcional, definido por las proteinas especificas, de cada especie

(Figura 4.5). En este sentido, se observé que la variedad funcional asociada a la
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especiacion del grupo MCR fue elevada. EI grupo M. abscesus-M. abscessus subsp.
bolletii fue la que menos proteinas diferenciales presentaba y por lo tanto una de las que
presentd menos categorias funcionales. En M. smegmatis, por ejemplo, se observé como
una de las categorias funcionales predominantes en cuanto a proteinas exclusivas es la de
"metabolismo y transporte de carbohidratos” (G) con 28 proteinas implicadas en estos
procesos, seguido de M. marinum (12 proteinas) y M. vaccae (11 proteinas). Otra
categoria, la correspondiente a “transcripcion” (K), destaco en las especies M. fortuitum,
M llatzerense y M. smegmatis con 11 proteinas representantes en la primera especie y 14
en cada una de las dos Ultimas especies. La categoria funcional relativa a "biogénesis de
la pared celular/membrana/envoltura™ (M) destacé en M. rhodesiae (11 proteinas) y M.
vanbaleenii (7 proteinas). Por su parte, en M. rhodesiae, M. marinum y M. smegmatis se
catalogaron 12, 13 y 13 proteinas exclusivas respectivamente, implicadas en la
"produccidn y conversion de energia" (C). En estas mismas especies, junto con M. vaccae
y M. vanbaleenii destacaron también el numero de proteinas asociadas al "transporte y
metabolismo de lipidos"” (I) y "prediccién de funcion general™ (R). En el caso de M.
marinum destacaron 14 proteinas asociadas a COGs incluidos en la categoria funcional
"funcion desconocida”. En lineas generales, todas las especies presentan un buen nimero

de proteinas exclusivas de especie asociadas a diferentes categorias funcionales.
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Figura 4.5. Clasificacion por categorias funcionales [94] de las proteinas exclusivas del conjunto de
genomas de especie analizados en el presente estudio. Se indica el nimero hallado para cada categoria.
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4.3.2. Genoma esencial y pangenoma del grupo abscessus-chelonae-
Immunogenum

De los 263 genomas disponibles, se utilizaron 24 genomas en principio pertenecientes a
la especie M. abscessus y 24 a la especie M. abscessus subsp. bolletii, asi como los
genomas disponibles de M. chelonae, M. immunogenum y ademas de los correspondientes
a los de las cepas propias: MHSD2, MHSD3, MG2, MG8 y CR-UIBL1 Entre los genomas
utilizados se incluyen los correspondientes a M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii
ya utilizados en el estudio de genomas esencial y pangenoma del grupo MCR. (Tabla

suplementaria 2 del Anexo 1)

Asi, para este estudio se utilizaron hasta un total de 66 genomas, sin tener en cuenta el
genoma de M. chelonae 1518 de acuerdo con los resultados para este genoma obtenidos
y descritos en el apartado anterior. La curva del genoma esencial obtenida tal como se
observa en la Figura 4.6, estabilizdé su descenso por debajo de los 3.000 grupos de
proteinas, mostrando una tendencia a no disminuir de forma significativa mediante la
incorporacion de mas genomas. Por su parte, la estimacién del pangenoma mostrd un
tamafio aproximado de 10.000 familias de proteinas diferentes, ajustdndose a una

tendencia de crecimiento lineal (Figura 4.6).

El tamafio total del pangenoma, determinado a partir de la interseccion de los algoritmos
COGT y OMCL vy considerando las condiciones C50/S50, se establecio en 11.561
proteinas (Figura 4.7A), con una media de 175,2 proteinas nuevas por genoma
incorporado. De estas, 2.978 se engloban en el genoma esencial estricto, 3.463 en el
genoma esencial laxo (incluyendo el genoma esencial), 3.428 en el Shell y 4.670 en el
Cloud (Figura 4.7B). Considerando estos niumeros, se obtuvo un genoma esencial estricto
y un Cloud que representan el 25,8 % y 40,4 % del total respectivamente. El 33,8 %
restante estarian representados por las 485 familias restantes del genoma esencial laxo
(altamente conservadas entre los distintos genomas, pero no en todos) y el Shell,
distribuidas en un nimero variable de genomas, pero no tan conservados como los
presentes en el genoma esencial laxo ni tan exclusivos como los presentes en el Cloud (en
este caso >2 y <62). Por su parte, el genoma esencial monocopia presento 2.650 proteinas
diferentes codificadas por genes en copia unica en el conjunto de los 66 genomas
utilizados (Figura 4.7C).
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4.3.2.1. Relaciones basadas en el genoma esencial y pangenoma del
grupo abscessus-chelonae-immunogenum

El alineamiento del concatenado de las 2.650 proteinas del genoma esencial monocopia
dio como resultado 835.554 posiciones, de las cuales GBLOCKS extrajo 810.212
posiciones conservadas (96 % del total). En base a este alineamiento se calculo el arbol
del genoma esencial para las 66 cepas utilizadas (Figura 4.8). Como resultado se
obtuvieron tres grandes ramas o grupos: (A) M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii,
(B) M. immunogenum y (C) M. chelonae. Dentro del grupo A aparecio una primera rama
que incluye a las dos cepas tipo de M. abscessus subsp. bolletii utilizadas, BD y CCUG
50184 (A1) y una segunda rama a su vez subdividida en dos grandes grupos. Un primer
subgrupo formado principalmente por genomas de M. abscessus, entre ellos el de la cepa
tipo ATCC 19977 (A2), y un segundo subgrupo formado principalmente por genomas de

M. abscessus subsp. bolletii (As).

Por su parte, en el dendograma del pangenoma basado en la presencia/ausencia de hasta
11.561 proteinas, se reprodujeron estas mismas agrupaciones de genomas; aunque con
una organizacion diferente, especialmente en la rama que separa las especies M.
abscessus y M abscessus subsp. bolletii del resto. Sélo las cepas M abscessus UC22 y M.
abscessus subsp. bolletii 1513 cambiaron completamente de ubicacién, pasando de los

respectivos grupos A2y Ags, al grupo As (Figura 4.9).
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4.3.3. Genoma esencial y pangenoma de Mycobacterium
Immunogenum

Para este apartado se utilizaron los 13 genomas disponibles de M. immunogenum, ya
utilizados en el estudio del genoma esencial y pangenoma del grupo M. abscessus-
chelonae-immunogenum y que se incluyen en la Tabla suplementaria 2 del Anexo 1. Las
cepas H008, H060, H068, HO74, HO76, HO088, H097, H106, H113, HXV y HXXI tienen
un origen ambiental, no clinico. Proceden de aislamientos realizados a partir de un sistema
de distribucion de aguas de consumo humano, el cual fue tratado con cloro y sometido a
periodos de nitrificacion (Enviromental Protection Agency, EEUU EPA, Gomez-Alvarez
y colaboradores). Por su parte, las cepas SMUC14 y CCUG 472867 tiene un origen
clinico. Concretamente, la cepa SMUC14 fue aislada a partir de un absceso cerebral que
presentaba una infeccion polimicrobiana [95] y la cepa CCUG 47286 fue aislada de un

lavado bronco-alveolar (Hospital Barner, St. Louis, Missouri, USA, 1990).

Las curvas obtenidas del genoma esencial y del pangenoma de M. immunogenum,
utilizando como base para los célculos las condiciones C50/S70, mostraron un descenso
del numero de grupos compartidos por todos los genomas, el cual se estabiliza en torno a
las 5.200 familias proteicas en el genoma esencial. Por su parte, el pangenoma mostrd
una trayectoria ascendente a medida que se incorporaban mas genomas, pero definiendo
una curva gue tendia claramente al efecto meseta por encima de las 6.200 familias
proteicas (Figura 4.10), no observandose un incremento significativamente alto de nuevas
familias proteicas cuando se incorporaban mas de 8 genomas. Asi pues, en este caso no
se observé una tendencia a un crecimiento lineal del pangenoma sino a un ejemplo que

tiende al cierre o estabilizacion del mismo.

Teniendo en cuenta la interseccion de los grupos detectados por los algoritmos COG y
OMCL, el pangenoma de esta especie resultd en un total de 6.202 grupos de proteinas
(Figura 4.11A). De estos 6.202 grupos, 5.170 pertenecieron al genoma esencial estricto
de los 13 genomas, 5.244 al genoma esencial laxo, mientras que Shell y Cloud se
caracterizaron por 288 y 670 grupos respectivamente (Figura 4.11B). Estos datos reflejan
una incorporacion media de 79 proteinas nuevas por genoma afiadido al analisis. En este

caso el nimero de familias proteicas pertenecientes al Cloud solo supone un 10,8 % del
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tamafo del pangenoma calculado, mientras que el genoma esencial estricto supone un

83,36 % del mismo, mas el 5,84 % restante del genoma accesorio.

La determinacion del conjunto de proteinas codificadas por genes en monocopia del
genoma esencial, utilizando el consenso de los tres algoritmos, revel6 la presencia de

5.059 grupos que cumplen con esta premisa y la regla 50/70 (Figura 4.11C).

4.3.3.1. Relaciones basadas en el genoma esencial y el pangenoma de la
especie Mycobacterium immunogenum

El analisis comparativo del genoma esencial de genes en monocopia, formado en este
caso por 5.059 proteinas, dio lugar a un alineamiento constituido por 1.491.698
posiciones, de las cuales permanecen 1.483.980 después de la purga del mismo con
GBLOCKS, lo que supone un 99,48 % de posiciones homdlogas con respecto al
alineamiento original. Sobre este alineamiento se computo el arbol del genoma esencial
(Figura 4.12A\). Por su parte, el dendograma del pangenoma se calcul6 sobre una matriz
de presencia/ausencia de las 6.202 proteinas que conforman el mismo (Figura 4.12B).

Basandose en el arbol evolutivo obtenido para el genoma esencial, se observé que las 13
cepas estan estrechamente relacionadas, salvo pequefias diferencias que provocan la
bifurcacion del arbol en dos ramas principales, quedando las cepas CCUG 47286" y
SMUC14 en una rama Yy el resto de cepas agrupadas entre si. Las diferencias, aunque
pequefias, dentro de esta gran rama permitieron definir cuatro agrupaciones diferentes: la
formada por las cepas H068, H060 y H113; las cepas H106, HXV y H097; las cepas
HO076, HO88 y HXXI; y por ultimo la agrupacion que incluye a las cepas HO08 y H074.
Por su parte, el arbol basado en el pangenoma mostré una distribucion de cepas
claramente diferenciada con respecto a la observada en la representacion del genoma
esencial, aunque las distancias observadas no son tan apreciables, y por tanto
discriminativas, como las obtenidas en otros casos (ver pangenoma de MCR). Las
discrepancias en este caso afectan a 1.042 proteinas que no pertenecen al genoma esencial
estricto, un 16,8 % del total del pangenoma. Las cepas CCUG 472867y SMUC14, ambas

de origen clinico, quedaron claramente agrupadas entre si una vez mas.
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El estudio de la aportacion de genes exclusivos de cada uno de los tres grupos surgidos
en el dendrograma del pangenoma (Figura 4.12B) mostraron los elementos comunes de
cada agrupacion que les diferencian del resto y que explican la distribucion obtenida
(Tabla 4.2). Ademas, también se determinaron los elementos exclusivos de las dos cepas
de origen clinico, asi como la categorizacion funcional de cada grupo de elementos

exclusivos.

Tabla 4.2. Proteinas exclusivas de las distintas agrupaciones de cepas de Mycobacterium immunogenum.

N° Proteinas

Cepas exclusivas Asignados a COGs % Clasificados
Grupo A 122 5 4,10
Grupo B (Origen clinico) 1 1 100,00
Grupo C 358 46 12,9
SMUC14 21 4 19,05
CCUG 472867 17 3 17,65
Origen ambiental (Ay C) 5 1 20,00

Las cepas de origen ambiental presentaron 5 proteinas comunes y ausentes en las cepas
clinicas; mientras que por su parte estas solo presentaron una proteina comun que no esta
presente en ninguna de las 11 cepas ambientales. Ademas, las cepas clinicas SMUC14 y
CCUG 47286" presentaron 21 y 17 genes exclusivos respectivamente. Destaca también
el hecho de que, a excepcion del grupo B (origen clinico), sélo un pequefio porcentaje de
genes exclusivos de cada determinacidn se puede asignar a una categoria funcional con
un E-value < 10° como punto de corte, siendo en su gran mayoria proteinas hipotéticas
aquellas que quedan fuera de este rango o que directamente no han sido asignadas a
ningun COG.

Solo una de las cinco proteinas exclusivas de las 11 cepas ambientales fue clasificada
funcionalmente. Se trata de una proteina hipotética que se catalogd como IME4
(COG4725), dentro de la categoria funcional "mecanismos de transduccion de sefiales”
(T). La Unica proteina presente exclusivamente en las dos cepas de origen clinico se trata
de una aldolasa. De las 21 proteinas exclusivas presentes en la cepa SMUC14, solamente
cuatro fueron asignadas a COGs de acuerdo a los criterios de corte seleccionados. Entre

ellas encontramos una 4cido carboxilico reductasa, asignada al COG3320 (“biosintesis,

125



Capitulo 2: Genoma esencial y pangenoma

transporte y catabolismo de metabolitos secundarios” (Q)); una NAD(P)H azoreductasa
asignada al COGO0702 (“biogénesis de la pared celular, membrana y envoltura” (M),
“transporte y metabolismo de carbohidratos”(G)), una zinc metaloproteasa asignada al
COGO0750 (“biogénesis de la pared celular, membrana y envoltura” (M)) y, por Gltimo,
un precursor de ramnosil O-metiltransferasa , el cual se asigna al COG3510 y que
corresponde a una cefalosporina hidrolasa (“mecanismos de defensa” (V)). Por su parte,
la cepa tipo CCUG 47286 presenta la chaperona DnaK (COGO0443, “modificacion
postraduccional, recambio de proteinas, chaperonas” (O)), una proteina hipotética
(COG4725, “mecanismos de transduccion de sefiales” (T) y “transcripcion” (K)) y un
precursor de la enzima mureina DD-endopeptidasa MepH (COGO0791, (“biogénesis de la

pared celular, membrana y envoltura” (M)).

En cuanto a las dos agrupaciones de cepas ambientales, con origen en el mismo estudio,
se detectd una notable discrepancia en lo que respecta a las proteinas diferenciales,
observandose casi tres veces mas en el grupo C que en el grupo A. Al realizar su
categorizacion funcional, la diferencia observada también fue considerable (Figura 4.13).
No obstante, la mayor parte de proteinas diferenciales no pudieron ser asignadas a una

categoria funcional concreta, siendo en su mayoria proteinas hipotéticas.
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Figura 4.13. Categorizacion funcional de las proteinas especificas de los grupos A y C de cepas de
Mycobacterium immunogenum. Se indica el nimero de proteinas que han podido ser asignadas a las
distintas categorias funcionales en cada caso (Columna 3, Tabla 4.2).
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Dentro de las proteinas asignadas a categorias funcionales bien definidas, es evidente que
el grupo C dispone de una mayor variedad, siendo el grupo que mayor numero de
proteinas aporta al conjunto del pangenoma. Uno de los grupos mas numeroso es el
correspondiente a aquellas proteinas que pueden participar en distintos procesos
celulares, ya que han sido asignadas a diferentes categorias funcionales a la vez, asi como
las proteinas relacionadas con transcripcion (K) o las proteinas de funcion desconocida
(S). En estas ultimas se observaron dos potenciales proteinas de membrana (una de las
cuales aparece anotada como proteina hipotética), una proteina putativa PPE
aparentemente relacionada con la movilidad celular o la secrecion, aunque sin funcion
bien definida; y una proteina que contiene el dominio LysM, el cual parece estar

relacionado con la union a peptidoglicanos [96].

4.3.4. Genoma esencial y pangenoma de Mycobacterium tuberculosis

De los 3.627 genomas de esta especie presentes en GenBank, se utilizaron para este
estudio los Unicos 40 genomas completos disponibles, incluyendo genomas de cepas tipo.
En este conjunto se incluyod en el andlisis la cepa CR-UIB2 secuenciada y ensamblada

durante el periodo de desarrollo experimental de la presente tesis.

El estudio realizado sobre el total de los 41 genomas considerados mostré una tendencia
del genoma esencial caracterizada por una notable caida en el nimero de grupos de
proteinas comunes a medida que se incorporaban mas genomas, empezando por encima
de las 4.000 familias proteicas hasta caer rapidamente por debajo de las 2.500, dibujando
una curva que no parece tender a la estabilizacién. Por su parte, el pangenoma muestra
una evolucién completamente opuesta, presentando una pendiente muy pronunciada
donde, nuevamente, no parece tender a la saturacion sino a un crecimiento lineal muy
evidente (Figura 4.14).

El tamafio del pangenoma obtenido a partir de los 41 genomas de M. tuberculosis
estudiados es de 8.018 proteinas diferentes (Figura 4.15A), segun el consenso de los
algoritmos COG y OMCL, de los cuales 2.427 forman el genoma esencial estricto, 3.299
conforman el genoma esencial laxo, 489 pertenecen a Shell y 4.230 a Cloud (Figura
4.15B), calculandose una incorporacion media de proteinas nuevas en torno a 136 por

genoma afadido al andlisis, siempre sin tener en cuenta el genoma esencial estricto. Por
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su parte, el genoma esencial monocopia resulto en 2.313 familias proteicas codificadas
por genes en copia Unica (Figura 4.15C). Destaca el nimero tan elevado de proteinas
presentes en el Cloud, estableciéndose que el 52,75 % de los grupos detectados solamente
estan presentes en 1 6 2 genomas como mucho, mientras que el genoma esencial , es decir,
todos los elementos presentes en todos los genomas, sélo supuso el 30,27 %. El resto de

familias proteicas representaron el 16,98 %.

En vista de estos resultados, se repitié el andlisis reduciendo las restricciones de
cobertura/identidad de 50/70 a 50/50 con el fin de comprobar si los resultados obtenidos
eran consecuencia de un excesivo rigor en el analisis. En este caso se obtuvo un
pangenoma de 8.026 agrupaciones distribuidas en genoma esencial (2.435), genoma
esencial laxo (3.310), Shell (429) y Cloud (4.227); mientras que el genoma esencial
monocopia resultd en 2.313 genes en monocopia consensuados por los tres algoritmos.
Estas cifras apenas varian de las obtenidas con las condiciones 50/70. Por esta razon, y al
tratarse de genomas pertenecientes a cepas de la misma especie, se consideré el analisis

aplicando mas rigor en términos de identidad como valido.

4.3.4.1. Relaciones basadas en el genoma esencial y pangenoma de

Mycobacterium tuberculosis

En este caso, el dendrograma del genoma esencial constituida por proteinas codificadas
por genes en monocopia se construy6 a partir de un alineamiento con 652.756 posiciones
homologas, de los 687.756 originales (94,88 %), resultante del concatenado de las 2.313
proteinas en copia Unica del genoma esencial estricto (Figura 4.16). Por su parte, la
representacion grafica de los datos del pangenoma en subcategorias se baso6 en la matriz

de presencia/ausencia de las 8.018 proteinas que conforman el mismo (Figura 4.17).

Atendiendo a la distribucion de ambas representaciones, se obtuvo un arbol basado en el
genoma esencial cuyas distancias apenas mostraron diferencias entre la mayoria de
genomas incluidos. Por su parte, el pangenoma mostré una diferenciacion més evidente
en funcion de la dotacion de genes accesorios que presentd cada genoma. Sin embargo,
en los casos de las cepas NITR204 y NITR202 quedaron claramente en ramas

independientes con una distancia muy superior con respecto al resto.
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Figura 4.14. Curvas representativas de la proyeccion del genoma esencial y pangenoma del grupo de cepas
de Mycobacterium tuberculosis.

Figura 4.15. Ndmero de grupos que conforman el A) pangenoma, B) clasificacion de las distintas familias
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proteicas del pangenoma en genoma esencial, genoma esencial laxo, Shell y Cloud y C) genoma esencial
monocopia. El nimero de familias proteicas del genoma esencial laxo representado en la leyenda resulta
de la suma de grupos presentes en el 95 % de los genomas y el genoma esencial estricto.
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Figura 4.16. Arbol basado en las posiciones homologas a partir del genoma esencial monocopia de los 41
genomas de Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 4.17. Dendograma basado en la presencia/ausencia de proteinas partir del pangenoma de los 41
genomas de Mycobacterium tuberculosis.
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4.4. Discusion
4.4.1. Estudio del genoma esencial y el pangenoma del grupo MCR

Como se destaco en el apartado de resultados, se ha determinado un total de 21.056
proteinas diferentes a partir de 52 genomas representativos de hasta 17 especies diferentes
del grupo MCR. De éstas, 1.253 proteinas representaron el genoma esencial, de las cuales
1.005 estaban codificadas por genes que se encontraban en monocopia. Esto supone que
solo el 5,95 % de familias de proteinas del pangenoma estan conservadas entre las
distintas especies de MCR. Extrapolando este numero a los CDS de un genoma, el
genoma esencial representa entre un 17,5 % y un 27,4 %, un porcentaje no muy elevado,
I6gico si tenemos en cuenta de que hablamos de la comparacion entre especies distintas,
pero altamente conservado si tenemos en cuenta que después de procesar el concatenado
de las proteinas codificadas por genes en monocopia del genoma esencial el 86,53 % de

posiciones homélogas se mantienen.

El arbol obtenido es concordante con el arbol basado en el ADNr 16S, aunque con un
poder discriminativo muy superior, especialmente en grupos complejos como el formado
por las especies M. abscessus, M. abscessus subsps. bolletii, M. chelonae y M.
immunogenum. En este conjunto se observd, por ejemplo, como las cepas MG2, MG8 y
MHSD3 se rodearon de las cepas de M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii, mientras
que el analisis comparativo basado en el genoma esencial las incluyé claramente como
cepas de M. chelonae, hecho que concuerda con los estudios de MLSA de Gomila y

colaboradores. [43] .

Ademas, los ADNr 16S para los genomas de M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii
no fueron lo suficientemente discriminativos, apareciendo como una rama plana que
indicaria una sola especie. El estudio del genoma esencial incorpora una mayor resolucion
al problema, separando perfectamente los genomas de las especies de M. chelonae y M.
immunogenum y manteniéndolas separadas en dos ramas principales. En una de ellas
hallamos a la cepa tipo de M. abscessus subsp. bolletii CCUG 501847, que se secuencid
en la presente tesis, agrupada con la cepa M. abscessus FLACO003; mientras que la
segunda rama se subdividi6 a su vez en dos mas: una primera ramificacion con la cepa

tipo de M. abscessus ATCC 19977 T, predominando cepas anotadas como M. abscessus,

132



Capitulo 2: Genoma esencial y pangenoma

y una segunda agrupacién donde prevalecen fundamentalmente cepas de M. abscessus
subsp. bolletii. Es de destacar en este caso el hecho de que las cepas tipo de M. abscessus
subsp. bolletii quedaran fuera, en una agrupacion separada dentro del grupo, y no dentro
de la ramificacion donde predominan genomas supuestamente de la misma especie. Todo
esto indicaria que, aunque los estudios del genoma esencial aportan una mayor resolucion
al problema, el caso concreto de estas dos especies sigue siendo complejo y requiere de

un estudio mas profundo.

Otro hecho destacable hace referencia a los genomas M. smegmatis JS623, M. rhodesiae
NBB3, M. chelonae 1518 y M. fortuitum Z58. Estos genomas, ya en el estudio con ADNr
16S, quedaban alejados del hipotético lugar donde se deberian haber ubicado, es decir,
con los demas genomas representantes de estas especies. Cabe recordar que para este
estudio se utilizaron secuencias de ADNr 16S de cepas de referencia obtenidas de cada
una de las cepas tipo. En este sentido, se consideré como criterio de pertenencia a una
determinada especie el que las cepas quedaran en la misma rama del arbol obtenido
mediante el analisis comparativo de sus secuencias de ADNr 16S. En base a este
resultado, el analisis del genoma esencial no hizo méas que confirmar la topologia obtenida
con el ADNr 16S de forma méas concluyente. Esto es un reflejo de que, a pesar de que el
ADNr 16S no es muy resolutivo en determinados grupos de cepas o0 especies debido a
diversas limitaciones [97], sigue siendo una herramienta muy Util como punto de partida
para establecer el contexto evolutivo adecuado y necesario en este tipo de estudios. Una
secuencia de ADNr 16S igual o con un elevado porcentaje de identidad con otras puede
ser indicativo, aunque no siempre, de la pertenencia de las correspondientes cepas a una
misma especie. Sin embargo, unos valores de similaridad basados en la comparacién de
las secuencias de ADNr 16S suficientemente diferentes (< 97%) es indicativo inequivoco
de que estamos ante especies diferentes. En consecuencia, lo mas probable es que estos

genomas no pertenezcan a la especie con cuyo nombre se describieron originalmente.

El pangenoma del grupo de MCR evaluado en su conjunto, y recordando que esta
constituido por especies diferentes, segun las estimaciones realizadas se puede considerar
como abierto; observandose un crecimiento practicamente lineal que refleja la gran
capacidad de incorporacion de nuevas proteinas a medida que se afiaden nuevos genomas.

Esto unido al hecho de que el 65,5 % de las mas de 20.000 proteinas diferentes
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encontradas aparecian solo en 1 ¢ 2 genomas, refuerza el hecho de la gran capacidad
adaptativa de este grupo de bacterias, hecho que corroboraria su amplia representatividad
y distribucion en el ambiente [98], a través de una capacidad de incorporacion de las
nuevas funciones necesarias para la supervivencia en ambientes concretos 0 en respuesta
a condiciones adversas o variables puntuales o a mas largo plazo. Esto no quiere decir
que todas las especies presenten esta gran plasticidad gendmica, sino que, en conjunto,

estamos ante un género, Mycobacterium, con un gran potencial de hacerlo.

La agrupacion que se obtuvo a través del analisis gendmico comparado, y que se observo
en el arbol basado en el genoma esencial, nos proporciona por tanto una informacién que
en términos evolutivos relaciona de forma consistente a todas las cepas o especies
estudiadas. Por su parte, el dendograma del pangenoma ofrece un punto de vista diferente
al partir de qué genes o proteinas comparten o no los diferentes genomas comparados. Es
por esto que, en este caso, la informacion basada en la presencia/ausencia de genes no
puede ser interpretada desde el punto de vista evolutivo. Aunque en lineas generales los
8 grupos perfilados en la representacion del genoma esencial se mantuvieron también en
la representacion del pangenoma, posiblemente por el peso especifico que implica la
inclusion de las proteinas del genoma esencial, su distribucién varié en algunos casos.
Por ejemplo, M. llatzerense presentaba segin el genoma esencial como especies
evolutivamente mas cercanas a M. smegmatis, M. fortuitum vy, especialmente, M.
neoaurum. Sin embargo, parece compartir mas genes o proteinas con las especies M.
marinum y el grupo abscessus-chelonae-immunogenum, por lo que en el dendograma del
pangenoma apareci0 agrupada con estas Gltimas en lugar de las mencionadas
anteriormente. De hecho, comparte mas genes con el grupo comentado que la propia M.
marinum, la cual es la especie mas cercana al mismo. Cabe destacar que la cepa tipo de
M. llatzerense MG13T fue aislada compartiendo el mismo nicho ecoldgico que las cepas
MG2, MG8 de M. chelonae [43,99], por lo que el hecho de compartir h&bitat podria haber
favorecido a la transferencia, captacidn de genes o el desarrollo de mecanismos similares
entre estas especies, y que ha conducido a este resultado. Un caso similar ocurre con las
especies M. phlei y M. hassiacum, las cuales comparten méas elementos con las especies
comentadas en el caso anterior, que con las especies filogenéticamente mas cercanas a

ellas (M. vanbaleenii, M. vaccae, M. phlei y M. chubbuense). De hecho, con quien mas
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genes parecen compartir es con M. thermoresistibile, una especie muy alejada de éstas

segun el andlisis comparativo basado en el genoma esencial.

Sobre el dendrograma del pangenoma queda de manifiesto la ganancia de genes que ha
llevado a las distintas bifurcaciones del mismo, genes que se han ido incorporando en
funcién de las condiciones o necesidades presentadas en cada caso. Un punto interesante
de este analisis es el que afecta a la determinacion de las proteinas exclusivas de una
especie determinada, teniendo en cuenta todas las cepas utilizadas en cada caso. Como se
pudo comprobar en el apartado de resultados, el rango de proteinas exclusivas calculado
varid entre las 18 para las especies M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii, hasta las
1.071 proteinas exclusivas de M. rhodesiae. En este ultimo caso destaco el hecho de que
se utilizé el tnico genoma disponible de M. rhodesiae correctamente identificado. A pesar
de poder identificar las proteinas exclusivas del conjunto de cepas de cada especie, s6lo
un pequefio porcentaje de ellas (del 13 al 39 % segun la especie) pudo asociarse aun COG
determinado y, por lo tanto, claramente a una categoria funcional. El resto, cuyo E-value
era mayor a 10™ (menos negativo), fueron en su gran mayoria proteinas hipotéticas que
podrian suponer una buena fuente de nuevas funciones todavia por determinar dentro del
grupo MCR. Al mismo tiempo, muchas proteinas anotadas inicialmente como hipotéticas

pudieron ser asignadas a una funcién determinada a través de este procedimiento.

En lineas generales la variedad metabdlica observada entre los diferentes conjuntos de
proteinas exclusivas fue elevada, aunque evidentemente menor en aquellas especies
donde el numero de proteinas exclusivas ha sido bajo. Durante su proceso evolutivo las
distintas especies se han visto probablemente sometidas a diferentes presiones selectivas
o condiciones definidas especificas en sus nichos ecoldgicos, que junto con las especies
con las que lo compartian y con las que hayan podido intercambiar material genético, han
ayudado a la potencial ganancia o pérdida de material genético para responder a estos
fendmenos [100]. En base a dichas condiciones se favorecen determinadas funciones
sobre otras haciendo que, evidentemente, las distintas categorias funcionales observadas
en la grafica (Figura 4.5) no tengan el mismo peso en las distintas especies, en gran

medida debido a este proceso de adaptacion.
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4.4.2. Estudio del genoma esencial y el pangenoma del grupo abscessus-
chelonae-immunogenum

Las especies M. abscessus (incluidas subespecies), M. chelonae y, en menor medida, M.
immunogenum, son especialmente importantes en cuanto a infecciones oportunistas
protagonizadas por las denominadas micobacterias no tuberculosas (MNT)
[11,21,31,38,39]. Si tenemos en cuenta el arbol del genoma esencial generado para el
grupo MCR, las MNT son especies estrechamente relacionadas entre si desde el punto de
vista evolutivo. Al centrarnos en este grupo concreto se observo gque el genoma esencial,
a pesar de solo representar un 25,8 % del total del pangenoma, estd muy conservado (96
% de posiciones homdlogas conservadas). En este caso se aumento el nimero de genomas
de las especies M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii, para intentar incrementar la
resolucion entre estas dos especies, asi como también los 11 genomas adicionales de M.

immunogenum disponibles en el momento del estudio.

El &rbol del genoma esencial de genes presentes en monocopia obtenido a partir de las
posiciones homologas de 2.650 proteinas separd nuevamente esta agrupacion de especies
fenotipicamente diferentes en tres grandes ramas: una ramificacion para las cepas de la
especie M. chelonae, una segunda para M. immunogenum, y una tercera rama que engloba
el resto de los genomas de las otras dos especies. El resultado esperado era obtener en
esta rama dos subramas con distancias evolutivas cortas entre ellas, pero donde se
conseguiria separar por una parte los genomas de M. abscessus subsp. bolletii y los de M.
abscessus por otra. En su lugar se obtuvo una divisién en dos subramas. En la primera se
agruparon los dos genomas de las cepas tipo de M. abscessus subsp. bolletii,
practicamente idénticos, y la cepa FLACO003 de M. abscessus. La segunda, por su parte,
se subdividio a su vez en dos nuevos grupos, donde uno de los cuales aparece claramente
dominado por genomas de M. abscessus, incluido el de la cepa tipo ATCC 19977,
mientras que en el segundo predominan genomas de M. abscesus subsp. bolletii. Si
tomamos las cepas tipo como referencia del estudio, tendriamos solo tres genomas
pertenecientes a M. abscessus subsp. bolletii (dos de las cuales son las cepas tipo), y un
grupo de genomas todos ellos pertenecientes a la especie M. abscessus o bien un grupo
de genomas agrupados en torno a la cepa tipo de la misma, que si pertenecerian a dicha

especie; ademas de un tercer grupo de genomas que podrian pertenecer a una tercera
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subespecie. En cualquier caso, sigue poniéndose de manifiesto la enorme problematica
taxondmica todavia existente incluso en la era gendmica dentro de este grupo. En un
reciente estudio centrado especificamente en la resolucion de la taxonomia de este
complejo grupo se propuso la separacion de la especie M. abscessus en tres subespecies
distintas basdndose en 1) matrices de distancias obtenidas a partir de valores de ANIs'y
2) la respuesta diferencial a macrélidos como una caracteristica fenotipica clave desde el
punto de vista clinico: M. abscessus subsp. abscessus (definida por la cepa tipo ATCC
199777), M. abscessus subsp. bolletii (definida por la cepa tipo CCUG 501847) y M.
abscessus subsp. masiliense (definida por la cepa tipo CCUG 488987). En dicho estudio
se establece que existen notables diferencias y evidencias como para dividir la especie M.
abscessus en tres subespecies, pero no suficientes para considerarlas especies totalmente
distintas [101]. Aungue los genomas utilizados en el presente trabajo no son los mismos
a los del mencionado estudio, la topologia del arbol que se presenta (Figura 4.8) define
estas tres grandes agrupaciones, cada una representada por la cepa tipo correspondiente;
por lo que ambos resultados se complementan, aunque utilizando puntos de vista
completamente distintos. Cabe destacar que, en el presente estudio, el genoma de la cepa
tipo CCUG 48898" venia definido por GenBank como un genoma perteneciente a M.
abscessus subsp. bolletii, probablemente debido a los constantes procesos de
reclasificacion que han sufrido estas especies. Sin embargo, realmente representa el
genoma de la cepa tipo para M. abscessus subsp. massiliense. En cualquier caso, reflejada
esta aclaracion y para no confundir términos en lo expuesto hasta el momento, en el
presente trabajo se seguira tratando a dichos genomas con el nombre a partir del cual

vinieron definidos en las bases de datos.

El tamafio del pangenoma determinado para estas tres especies tan cercanas fue de 11.081
proteinas y present6 una tendencia abierta, lo cual es mas significativo teniendo en cuenta
que 48 de los 66 genomas utilizados son de las especies M. abscessus, y M. abscessus
subsp. bolletii. Es decir, que estas dos especies son las que mayor peso tienen en este
pangenoma, y aun asi este sigue siendo abierto. De hecho, el 42 % de las proteinas
determinadas se englobaron en la seccién del pangenoma llamada Cloud, por lo que solo
se presentan en uno o dos genomas. Analiticamente esta tendencia refleja una gran
capacidad para la incorporacion de nuevas proteinas a medida que si se afladen nuevos

genomas al estudio. Es decir, la plasticidad general de este conjunto de genomas,
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especialmente los de las dos Ultimas especies mencionadas, parece elevada y se
caracteriza por una gran capacidad de ganar o perder genes de acuerdo a las necesidades
circunstanciales. Al ser un grupo especialmente implicado en infecciones oportunistas
este hecho es de gran relevancia, ya que su capacidad de adaptarse a las distintas
condiciones adversas, tratamientos o medidas preventivas es también potencialmente
superior. Al ser las especies M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii las que mayor
peso tienen en este estudio, es de suponer que gran parte de la apertura del pangenoma, y
por tanto de la plasticidad gendmica, es debida a ellas. Esto estaria de acuerdo con el
hecho de que de las cuatro especies son, junto con M. chelonae, las que mayor nimero
de infecciones provocan y las que mayor resistencia presentan a elementos adversos

externos.

En las representaciones del genoma esencial y pangenoma la distribucion de las cepas fue
muy similar, formandose las tres grandes agrupaciones de especies (A, By C) y tres
subgrupos dentro de la rama abscessus - bolletii (Al, A2 y A3), donde sélo las cepas
UC22 y 1513 cambiaron su posicion a un subgrupo diferente (de A2 a Aly de A3a Al
respectivamente). Esta concordancia entre ambas representaciones es indicativa de que
los genomas agrupados en el anélisis comparativo del genoma esencial también presentan

una gran similitud en cuanto a las proteinas que comparten.

4.4.3. Estudio del genoma esencial y el pangenoma de la especie
Mycobacterium immunogenum

Al de intentar identificar diferencias entre aquellas cepas aisladas de fuentes mas bien
ambientales y aquellas aisladas directamente de pacientes como agentes infecciosos, el
contraste resultante fue como minimo interesante. EI genoma esencial de esta especie, en
base a los 13 genomas disponibles en el momento del analisis, mostr6 un alto grado de
conservacion al representar el 83,34 % del total de proteinas determinadas en el
pangenoma; de las cuales 5.059 de los genes se encontraban en monocopia. Este alto
grado de conservacion también se trasladd al alineamiento de las correspondientes
proteinas Unicas, que alcanzaron un 99,48 % de identidad. La incorporacion de ocho
genomas mostro que la tendencia del genoma esencial estabilizaba claramente su
descenso, sin apenas variar hasta el final de la estimacion. Esto apunto6 a que el hecho de

incorporar mas genomas al analisis no repercutia en un descenso muy significativo. Hay
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que destacar que, tal y como se establecié en el apartado de materiales y métodos, estos
estudios dentro de una sola especie se hicieron més estrictos subiendo la similitud de 50
a 70%, por lo que el resultado adquiere mayor peso ya que sigue mostrando un nivel de

conservacion muy elevado a pesar de aumentar el rigor comparativo.

El &rbol obtenido a partir del genoma esencial de genes monocopia mostrd dos grandes
agrupaciones: la correspondiente a los aislamientos ambientales y la de las dos cepas
clinicas. Esto implica que las dos cepas clinicas son ligeramente méas parecidas entre si
en el genoma esencial que con respecto al resto de cepas. Sin embargo, en lineas generales
las distancias evolutivas observadas en este arbol fueron bajas por lo que, salvando
pequefias diferencias detectadas, se podria afirmar que son practicamente iguales. Esto es
consecuencia del alto grado de conservacion observado anteriormente en el concatenado,

donde practicamente resultaron ser idénticas.

La tendencia del pangenoma calculado fue cerrada, dibujando una curva que tiende
claramente a la saturacién practicamente desde la incorporacion incluso del quinto
genoma. La conclusién légica a raiz de este dato seria que esta especie no tendria tanta
capacidad de incorporar o perder genes en funcion de las necesidades existentes en el
ambiente o no lo ha necesitado. Como se ha destacado en el caso anterior, practicamente
todo el pangenoma determinado se agrupé dentro del genoma esencial y solo el 10,8 %
de proteinas se clasificaron dentro del Cloud, por lo que la cantidad de nuevas proteinas
incorporadas por cada genoma es baja y no comparable con los casos expuestos
anteriormente. La representacién del arbol de pangenoma mostré una distribucién
diferente respecto a la del genoma esencial. Sin embargo, las cepas de origen clinico
siguieron agrupandose conjuntamente, lo que significa que presentan mas elementos en
comun entre ellas que con el resto. Estos dos genomas realmente s6lo exhibieron una
proteina comun diferente al resto de genomas. Concretamente una aldehido
deshidrogenasa (aldA) aunque aportan 21 (SMUC14) y 17 (CCUG 47286") proteinas
exclusivas. En la cepa SMUC14 destaco el precursor de ramnosil O-metiltransferasa,
asignada al COG3510, representado por una cefalosporina hidrolasa, por lo que
implicaria un mecanismo de defensa frente antibioticos. Por su parte, en la cepa tipo
CCUG 47286" destaco el precursor de mureina DD-endopeptidasa MepH, asignada al
COGO0791 (“biogénesis de la membrana celular, membrana externa”). Los elementos
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implicados en la modificacién de la membrana podrian jugar un papel importante en el
proceso de infeccion. El representante de este COG es la proteina SRP, una hidrolasa
asociada a membrana que estaria relacionada con procesos de invasion celular. En ambos
casos se trataria de dos proteinas caracteristicas que encajarian con el origen clinico de

ambas cepas.

4.4.4. Estudio del genoma esencial y el pangenoma de Mycobacterium
tuberculosis

A causa de los graves problemas de salud que ha generado histéricamente en el ser
humano, M. tuberculosis es uno de los ejemplos méas caracteristicos de representante
patégeno dentro del género Mycobacterium [6,8]. Es un microorganismo bien conocido
por la gravedad y persistencia de las infecciones que produce, las multiples variables
existentes y los multiples mecanismos de los que puede valerse para enfrentarse a todo
tipo de condiciones adversas [102]. En estudios previos del genoma esencial y el
pangenoma realizados sobre esta especie (y otras pertenecientes al complejo tuberculosis)
se obtuvieron similares resultados a los que se presentan aqui [103], no obstante en la
presente tesis se decidio centrar el estudio en genomas nombrados como M. tuberculosis
propiamente dicho y utilizar su ejemplo como contraste con los demas realizados dentro

de este proyecto.

La media de genes codificados por un genoma de tuberculosis es de unos 4.400 genes. El
genoma esencial determinado para los 41 genomas estudiados fue de 2.313 proteinas, es
decir, que aproximadamente el 50 % de los genes de un genoma del agente causal de la
tuberculosis son comunes a la especie. Esto supone un genoma esencial altamente
conservado, aunque no tanto como por ejemplo el de M. immunogenum, donde un 83,36
% de proteinas se englobaron en el genoma esencial con un grado de conservacion del
99,48 % de posiciones homdlogas. Sin embargo, también supone que en las cepas de M.
tuberculosis el otro 50 % restante es mas variable y, de hecho, el 52,75 % de las proteinas
determinadas en el pangenoma pertenecieron al Cloud, es decir, son especificasde 1 6 2
genomas. Esto supone que el contenido de genes de un genoma a otro puede variar
enormemente y esto se vio bien reflejado en las curvas de genoma esencial y pangenoma

(Figura 4.14), donde el genoma esencial practicamente delimitdé una linea recta
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descendiente, sin llegar a estabilizarse a medida que se incorporaban nuevos genomas.
Por su parte, el pangenoma dibujo una tendencia completamente abierta, sin sintomas de
ajustarse a una curva con saturacion. Esto puede ser un reflejo de la enorme plasticidad
gendémica de este patdgeno, con gran capacidad de variar su repertorio genético o
introducir mutaciones con el fin de adoptar o perder capacidades en funcion de sus
necesidades.

La representacion grafica derivada del analisis del genoma esencial mostro un conjunto
de genomas que apenas se diferenciaban unos de otros, a excepcion de las cepas NITR204
y NITR202, ambas secuenciadas en el mismo estudio [104], las cuales incluso
aparecieron como dos referencias externas para el resto de genomas. En el caso del
pangenoma la distribucion fue diferente en funcion de los genes que compartian, por lo
que no se formaron grupos bien definidos como en casos anteriores, no obstante, volvio
a ocurrir lo mismo con las cepas NITR204 y NITR202, consecuencia de las notables
diferencias con respecto al contenido de genes. A nivel mundial existen diferentes linajes
de M. tuberculosis [105], y NITR204 se describe como perteneciente al linaje CAS (linaje
3, también conocido como CAS/Delhi), mientras que NITR202 corresponderia al linaje
Haarlem (linaje 4), tal y como se puede comprobar a través de sus numeros de acceso
(CP004886 y CP005386 respectivamente). En el caso de la cepa NITR202 se observa
como otro genoma representativo del linaje Haarlem qued6 completamente separado de
dicha cepa, por lo que a nivel de genoma esencial y pangenoma quedaria patente que este
genoma realmente no perteneceria a ese linaje, si atendemos a los resultados presentados
aqui. Sin embargo, estudios mas discriminativos o especificos serian necesarios para
determinar si se trata de un nuevo linaje o de una cepa perteneciente a otra especie del
complejo M. tuberculosis, ya que las diferencias son muy evidentes con respecto al resto.
En cuanto a la cepa NITR204, aunque las diferencias también fueron notables, en este
caso no se dispone de un genoma bien definido como perteneciente al linaje CAS en este
estudio, por lo que desde el punto de vista comparativo es dificil determinar si realmente
pertenece a él. Lo que si es evidente es que las diferencias a nivel de genoma esencial y

pangenoma apuntarian a las mismas sospechas planteadas con la cepa NITR202.
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Un pangenoma abierto es una peculiaridad que hace especialmente peligroso a un
patégeno por la potencial capacidad de intercambio del repertorio genético, pudiendo
conducir a la adquisicion de nuevas resistencias o incorporar nuevos mecanismos de
virulencia e infeccion. Ademas, un pangenoma abierto es un reflejo de una répida
velocidad de evolucion. Si comparamos esta caracteristica a lo visto, por ejemplo, en M.
immunogenum veriamos los dos casos opuestos que corresponden a los dos tipos de
pangenoma (abierto y cerrado). Si lo comparamos con M. abscessus subsp. bolletii y M.
abscessus, especies de dificil diferenciacion, el pangenoma seria similar al pangenoma de
M. tuberculosis. Siendo estas dos especies, y especialmente M. abscessus, las MNT que
mas importancia tienen como patégenos oportunistas, es posible que el potencial
beneficio que le aporta a M. tuberculosis tener un pangenoma abierto sea similar al que
les aporta a estas dos especies no tuberculosas en cuanto a su capacidad patogeénica. Es
cierto que el pangenoma del grupo MCR es también abierto, pero no olvidemos que en
este caso se comparan hasta 17 especies diferentes, por lo que en cualquier caso es un
posible reflejo de la capacidad adaptativa del género, mientras que un pangenoma abierto

de una especie en concreto es reflejo de su capacidad adaptativa como tal.
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5.1. Introduccion

Una vez abordada la configuracion del grupo MCR desde el punto de vista ecoldgico, a
través de la descripcion basada en los resultados del calculo del genoma esencial y el
pangenoma, centrando paulatinamente el estudio sobre el grupo formado por las especies
M. chelonae, M. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii y M. immunogenum, es el
momento de concentrar el estudio en los aspectos clinicos de estas especies, debido a su

constante y creciente implicacion en infecciones nosocomiales oportunistas.

El estudio clinico del género se ha centrado tradicionalmente en especies puramente
patégenas como M. tuberculosis o M. leprae, debido a los graves problemas clinicos que
generan las infecciones que produce en el ser humano. Fruto de estos estudios, cada vez
se ha conocido mas el funcionamiento de los mecanismos de los que se sirven dichas
especies para su proceso de infeccion y cémo, durante el proceso, despliegan toda una
serie de recursos para sortear las defensas del sistema inmunolégico humano, reforzando
enormemente su virulencia. Ademas, tal y como se ha visto en los resultados del
pangenoma de M. tuberculosis, aparentemente su capacidad para intercambiar su
repertorio genético es elevada y esto la capacita para seguir desarrollando nuevas
estrategias de infeccion. Por ello, es estrictamente necesario proseguir con los estudios
para comprender mejor el funcionamiento de sus mecanismos de patogenicidad y, méas
importante, la identificacion de nuevas y potenciales dianas terapéuticas para combatir la
infeccion. Este Gltimo hecho es especialmente importante debido al creciente problema
de las resistencias a antibidticos que se estan extendiendo a gran velocidad en el mundo
microbiano. Este problema es especialmente preocupante en el caso de M. tuberculosis,
dada la complejidad de su tratamiento y el reducido espectro de antimicrobianos que se

dispone contra este microorganismo.

La focalizacién apuntada del estudio del género en las especies patdgenas ha ido en
detrimento del estudio del resto de especies de micobacterias como se ha destacado
anteriormente, al ser consideradas en muchos casos como microorganismos meramente
ambientales. Pero este Gltimo grupo de bacterias, y en especial el de las MCR, han ido
cobrando mayor importancia con el paso de los afios al detectarse un incremento de

infecciones nosocomiales producidas por estas micobacterias [11]. Si bien es cierto que
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estas infecciones no son tan peligrosas como las provocadas, por ejemplo, por M.
tuberculosis, siguen siendo infecciones dificiles de tratar, principalmente por la
resistencia intrinseca que de forma natural tienen muchos representantes de este género a
agentes biocidas como antibidticos o desinfectantes [16,106]. Por ello, al desencadenarse
este tipo de infecciones en pacientes con problemas de salud de base, su situacién se

puede ver seriamente comprometida, hasta el punto de que pueden ser incluso mortales

[5].

Las especies M. chelonae, M. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii y M. immunogenum
son, por definicion, especies ambientales que pueden encontrarse en varios nichos
ecoldégicos como aguas o suelos. Pero la evidente capacidad de infeccidn que presentan
ha provocado que se les considere como patdgenos oportunistas significativos, bacterias
que en situaciones normales no causan problemas de salud pero que, si se dan las
condiciones adecuadas (como una enfermedad subyacente) son capaces de desencadenar
una infeccion. Llegados a este punto, surge la pregunta de cdmo son capaces de hacerlo,
de qué mecanismos disponen, si son similares 0 no a los observados, por ejemplo, en M.
tuberculosis. Responder a estas cuestiones es el objetivo principal en torno al cual gira
este capitulo. Para ello se ha optado por realizar un exhaustivo estudio de los genomas de
las especies de MCR secuenciadas en este trabajo. El principal propdsito gira en torno a
describir con la mayor rigurosidad posible los potenciales mecanismos que pueden influir
en su patogenicidad (resistencias a antibidticos u otros agentes externos, factores de
virulencia, proteinas reguladoras, elementos moviles y mecanismos de comunicacion con
el ambiente) y que las capacita para el proceso infeccioso. Evidentemente, es una
descripcion tedrica basada en la informacion obtenida a partir del analisis metddico de la
anotacion gendmica. Para ello, se confeccionara un catalogo lo mas completo posible de
todos estos factores, que evidentemente requeririan de su demostracion experimental para

su confirmacion.
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5.2. Material y métodos

5.2.1. Determinacion del resistoma

Las potenciales resistencias a antibidticos de los genomas secuenciados se determinaron
utilizando la herramienta en linea Resistance Gene Identifier (RGI) de la base datos
Comprehensive Resistance Data Base (CARD) [107], utilizando la secuencia de los
genomas en formato FASTA. Se aceptaron valores con E-value < 10°y con una identidad
> 50%. Los elementos identificados se contrastaron con la anotacion obtenida con Prokka
v1.10 [75], ademas de realizar una nueva basqueda por nombre clave en la misma para
encontrar potenciales elementos no contemplados en el andlisis. Las resistencias a otros
elementos biocidas, como metales pesados, se buscaron mediante la prospeccién directa
de las anotaciones de los genomas. Basandose en protocolos previamente descritos [108],
la confirmacién de produccion de metalo-B-lactamasas (MBL) se realiz6 mediante la
obtencidon de un cultivo confluyente sobre placas de R2A por duplicado a partir de una
suspension McFarland 0,5 en suero fisiol6gico. En cada placa se dispuso un disco de
imipenem de 10 ug (Bio-Rad, Hercules, California, EEUU) y en uno de los duplicados el
disco se suplemento6 con 1 mg de EDTA a partir de una solucién de EDTA 0,5 M a pH 8.
Las placas se incubaron a 30 °C durante 4 dias, midiendo posteriormente los respectivos

halos de inhibicién.
5.2.2. Determinacion de los factores de virulencia

La determinacion de los potenciales factores de virulencia se realiz6 utilizando la base de
datos Virulence Factor Data Base (VFDB) [109]. A partir de la VFDB se descargo el
archivo multi-FASTA (archivo con mdultiples secuencias en formato FASTA) de
secuencias proteicas correspondiente al set A (2.585 secuencias de ADN y sus respectivas
proteinas curadas manualmente). Con este conjunto de secuencias se cred una base de
datos local curada para realizar las correspondientes busquedas con BLAST,
implementado en UGENE v1.16.1 [110], utilizando como consulta las secuencias de
proteinas de los archivos multi-FASTA propios de cada genoma. Se aceptaron como
validos aquellos resultados con un E-value < 10°, siendo estos contrastados

posteriormente con la anotacion.
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5.2.3. Determinacion del reguloma

La determinacion de las proteinas reguladoras codificadas por un genoma (reguloma) se
realiz6 con el protocolo en linea P2RP (del inglés Predicted Prokaryotic Regulatory
Proteins) [111], utilizando en cada caso un archivo multi-FASTA incluyendo las
secuencias de todas las proteinas codificadas por cada genoma. La identificacion de
proteinas reguladoras se basa en el analisis de dominios con el programa RPSBLAST.
P2RP utiliza para ello una base de datos obtenida a partir de dominios seleccionados
manualmente de las bases de datos Pfam [112] y SMART [113]. Basandose en pardmetros
de similitud, asi como la arquitectura que presentan los dominios sobre las proteinas, estas
son asignadas a una familia determinada y clasificadas como factores de transcripcion
(FT), reguladores de respuesta (RR) o factores sigma (FS); identificAndose ademas los
sistemas de dos componentes (SDC) formados por una histidina quinasa (HK) y un RR.
Para reducir el nimero de falsos positivos se realizd un post andlisis en el que se
eliminaron proteinas erréneamente clasificadas o se las asigné al grupo denominado
"Otras Proteinas de unién al ADN" (OPA).

5.2.4. Estudio del mobiloma (Gl, Integrasas, transposasas y profagos)

La catalogacion de los elementos mdviles de los genomas se realizd por partes. La
determinacion de las islas gendmicas se realizé analizando el genoma en IslandViewer
[114,115], el cual utiliza tres algoritmos distintos (SIGI-HMM, IslandPick y IslandPath-
DIMOB), y siguiendo las recomendaciones de la herramienta. La presencia de integrasas
y transposasas se determind a través de la prospeccion directa de la anotacion de los
genomas. La presencia de potenciales profagos se determiné utilizando la herramienta
PHAST (del inglés PHAgue Search Tool) [116].

5.2.5. Estudio de los elementos implicados en la percepcion del Quérum
0 Quorum Sensing (QS)

Los archivos FASTA de proteinas obtenidos durante la anotacion de los respectivos
genomas se utilizaron para rastrear la base de datos KEGG (http://www.genome.jp/kegg)
con ayuda de BLASTKOALA [117]. A partir de la clasificacion obtenida, se

seleccionaron manualmente aquellas proteinas incluidas en la categoria “Percepcion del
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Quérum” (QS). Estas proteinas fueron, a su vez, contrastadas con la anotacion y
analizadas en la base de datos STRING [118,119] con el fin de proceder a la identificacion
de elementos colindantes y potencialmente relacionados con ellos, especialmente en

términos de coexpresion.

5.3. Resultados

5.3.1. Resistoma

El anélisis de elementos potencialmente implicados en la resistencia a antibidticos en los
genomas secuenciados dentro del grupo abscessus-chelonae-immunogenum, permitié la
identificacion desde un punto de vista genético de una gran variedad de posibles
mecanismos de resistencias (Tabla 5.1). Adicionalmente en la cepa tipo de M. abscessus
subsp. bolletii se encontr6 el gen erm4l, el cual proporcionaria el fenotipo MLSb
(Macrolidos-Licosamida-Streptogramina B resistente). Concretamente, Erm41 se ha
descrito en la bibliografia como la proteina responsable de aportar resistencia inducida a
macrélidos en M. abscessus [120]. Ademas, tal como se puede apreciar en la Tabla 5.2,
la simple busqueda directa sobre la anotacién de los genomas permitié el hallazgo de

lactamasas de subclase B, es decir, MBL.

Con la finalidad de catalogar los diferentes tipos de MBL detectados en los genomas
objeto de estudio, se realizd un analisis comparativo con todas las secuencias proteicas
derivadas de estos genes detectadas en los genomas secuenciados en la presente tesis, asi
como todas las secuencias de MBL incluidas en el subgrupo de proteinas ARO_3000004
(del inglés Antibiotic Resistance Ontology) de la base de datos CARD, donde se incluyen
todas las secuencias de MBL contempladas en dicha base de datos (Figura 5.1). En dicha
figura resulta evidente que las MBL procedentes de MCR se englobaron en tres grandes
grupos bien definidos. Ademas, los elevados valores de bootstrap obtenidos refuerzan su
validez. El primer grupo, y a excepcion de las MBL obtenidas de bases de datos como la
del genoma de M. immunogenum SMUC14 y otra procedente de M. immunogenum
hallada en la base de datos UniProt, aparecié constituido exclusivamente por MBL
halladas en el actual estudio. El segundo gran grupo apareci6 como una rama

independiente formada exclusivamente por MBL procedentes de las MCR secuenciadas
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en el actual trabajo, siendo una de las MBL el de la cepa tipo de M. llatzerense,
sustancialmente diferente al resto.
Tabla 5.1. Inventario de los elementos de resistencia a antibioticos identificados por RGI. Se indica el tipo

de antibidtico contra el que se han encontrado resistencias, asi como el nimero de proteinas detectadas en
cada caso, tanto para las cepas tipo () como para el resto de cepas.

CCUG CCUG CcCuG

474457 470867 501847 MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

Aminoglicosidos 1 2 1 1 1 1 1 1
B-lactamicos 6 3 2 4 4 5 3 4
Isoniacida 1 2 2 2 2 2 2 2
antirneigrc?t?iZnos . . 2 1 1 1 ! !
Fluoroquinolonas 1 1 1 1 1 1 1 1
Trimetoprima 1 1 1 1 1 1 1 1
i‘)’(rgj’lzisé‘:\e 14 13 13 13 13 13 13 13
Etambutol 1 1 1 1 1 1 0 0
Glicopéptidos 1 1 1 1 1 1 2 1
Rifampicina 2 2 3 3 3 2 3 2
Pirazinamida 0 0 1 0 0 0 0 1
Daptomicina 0 0 1 0 0 1 0 1
Daunorubicina 0 4 3 3 3 3 3 3
Ethionamida 0 0 0 0 0 0 0 0
Bleomicina 0 1 1 2 2 1 2 2
Polimixina 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacitracina 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosmidomicina 0 1 0 0 0 1 0 1
Biciclomicina 0 1 1 1 1 1 2 1

Tabla 5.2. Potenciales MBL identificadas en los genomas secuenciados. Se indica el nimero de genes
encontrados en cada caso.

CCUG CCUG cCcCuG

474457 472867 501847 MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

Superfamilia
MBL 1 0 2 1 1 2 1 2
MBL erlecuror 0 1 0 1 1 0 1 0
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obtenidas con el algoritmo MLE (bootstrap=100).
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Utilizando como control positivo una cepa de la especie Pseudomonas monteilii que
presenta una MBL, se comprobd si estas cepas eran realmente productoras de MBL
mediante la inhibicion de su accion con EDTA. Los resultados obtenidos al medir los
halos de inhibicion demostraron que, en todos los casos, aparentemente si hay produccion
de este tipo de enzimas, ya que su sensibilidad al imipenem aumenta en mayor 0 menor
medida dependiendo de la cepa (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Diametro de los halos de inhibicién frente a Imipenem (Imp) en ausencia y presencia de EDTA.
Se indica el porcentaje de incremento de halo observado en cada caso.

Cepa @ Imp (mm) @ Imp+1mg EDTA (mm) Incremento de halo (%)
P. monteilii 0 30 30 %

CCUG 474457 50 66 32%

CCUG 472867 21 55 162 %

CCUG 501847 36 48 33,3%

MG2 30 37 23,3 %

MG8 26 35 34,6 %
MHSD2 35 50 42,8 %
MHSD3 20 25 25 %
CR-UIB1 37 55 48,6 %

Las cepas MG2 y MHSD3 fueron las que presentaron el porcentaje de incremento de
sensibilidad mé&s bajo segun los halos de inhibicion determinados. Por otra parte, la cepa
tipo de M. chelonae es la que mayor diametro de halo mostrd, incluso sin suplementar el
disco con EDTA. El efecto de inhibicién méas evidente de la accion de las MBL producida
por la accion del EDTA se observd en M. immunogenum CCUG 47286" (Figura 5.2).
Ademaés, también se encontraron genes implicados en fenotipos de resistencia a metales

pesados, asi como a otros agentes biocidas (Tabla 5.4).

Finalmente, destacar que en la cepa tipo de M. chelonae se encontraron 6 componentes
que corresponderian a una bomba de cationes implicada en la homeostasis del pH, un gen
de resistencia a feomicina y otro para sulfonamida, asi como dos elementos

potencialmente implicados en la resistencia al arsénico y al alcanfor.
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Tabla 5.4. Nimero de proteinas relacionadas con la resistencia a otros elementos externos diferentes a
antibioticos representadas en el proteoma de las cepas estudiadas.

CCUG CCUG CCUG
474457 472867 501847

MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

Cobre 3 2 1 1 1 1 1 1
Tellurio 2 0 1 1 1 1 1 1
Cadmio 0 1 0 0 0 0] 0] 0
Mercurio 0 1 1 0 0 1 0 1
Cobalto-Zinc-Cadmio 0 1 0 1 1 0] 1 0
Hidroperoxido
) 1 3 3 2 2 3 2 3

orgénico
6-N-

) . . 1 1 1 1 1 1 1 0
Hidroxilaminopurina
Acido Furésico 0 2 0 1 0 0 1 0
Amonio cuaternario 1 1 2 1 1 1 1 1
PM res. acido 1 2 2 1 2 2 1 1
Antisépticos 3 2 1 4 2 2 8 2

5.3.2. Factores de virulencia

Los resultados de la busqueda de genes implicados en la virulencia se recogen en la Tabla
5.5. Endicha Tabla se refleja la presencia/ausencia de un determinado factor de virulencia
en la lista final que se obtuvo después del cribado y la comparacion con la anotacion de
los respectivos genomas para confirmar la presencia de cada gen, asi como la presencia o
ausencia de genes relacionados en aquellos casos de factores de virulencia que incluyen
un conjunto de elementos necesarios para su funcionamiento. Este es el caso del sistema
de secrecion tipo VII ESX-3, constituido por los genes eccA3, eccB3, eccC3, eccD3,
eccE3, espG3, esxG, esxH, mycP3, PE5, PPE4; los genes que conforman el complejo
antigeno 85 (fbpA, fbpB, fopC, fbpC1l); o los genes implicados en la constitucion de
sider6foros (mbtA, mbtB, mbtC, mbtD, mbtE, mbtF, mbtG, mbtH). En este analisis se
utilizo la informacion derivada de las bases de datos KEGG y GeneBank con el fin de

confirmar, desde el punto de vista genomico, los diferentes elementos detectados.
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Los elementos relacionados con los sistemas de secrecion tipo VII se encontraron
representados en todos los genomas analizados y responden a una misma organizacion
(Figura 5.3), por lo menos en aquellos genomas completos 0 mas continuos. En el caso
de genomas incompletos como, por ejemplo, Mycobacterium sp. MG2 o Mycobacterium
sp. MG8 algunos elementos no se encontraron presentes (Figura 5.3A). Aunque en la
anotacion los elementos se describen como pertenecientes al sistema ESX-1, se
encontraron en una organizacion que responderia a la del sistema de secrecion ESX-3 de
M. smegmatis. En esta organizacion se hallaron una proteasa, que corresponde al gen
mycP3, y dos genes codificantes para proteinas hipotéticas que se identificaron por
UniProt como las proteinas EccE3 y EsxS, ambas caracteristicas de estos sistemas.
Ademas, en cuatro de los genomas también se encontré un homologo del gen mycP5, el
cual se localiz6 asociado con otros genes anotados como componentes de este tipo de
sistemas y siguiendo un patrén analogo en los 4 genomas en cuanto a su ordenacion
(Figura 5.3B). Aunque los analisis con KEGG no dieron ningun resultado, las basquedas

con BLAST en GenBank confirmaron su posible relacion con los sistemas de secrecion.

En cuanto al metabolismo del hierro, se hallaron toda una serie de genes implicados en
este proceso. En primer lugar, los genes mbt constituyen importantes sistemas de
internalizacion de hierro en la célula (sideréforos). En el género Mycobacterium se
pueden encontrar dos tipos: las micobactinas y las exoquelinas. La organizacion de esos
genes no se encontrd tan conservada como en los ejemplos mencionados anteriormente,
siendo especialmente diferente entre las cepas M. chelonae CCUG 47445T y M.
immunogenum CCUG 47286" (Figura 5.4). En todos los casos se encontrd, ademas, por
lo menos uno de los genes irtA o irtB o ambos asociados a dichos sider6foros. Los genes
irt constituyen transportadores regulados por hierro. Algunos representantes de los genes
mbt como mbtC, mbtB y mbtN aparecieron alejados en el cromosoma del conjunto y no
estan presentes en todos los genomas. Por ultimo, en todos los casos también se identifico
un importante regulador, codificado por el gen ideR, y que estaria implicado en la
modulacion de toda una serie de genes dependientes de los niveles de hierro, entre ellos

los genes relacionados con la sintesis de micobactinas comentados anteriormente [121].

Por su parte, el conjunto de genes fbpABC (del inglés fibronectin-binding protein)

aparecio en todos los genomas estudiados y en una misma configuracion (Figura 5.5A).
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En todos los genomas analizados se detectaron también los genes de ureABG. Ademas,
al revisar la anotacion de estos genomas se pudo comprobar la presencia de los genes
ureABCFGD formando un tnico grupo en todos ellos (Figura 5.5B). Otro grupo de genes
anotados como factores de virulencia y puestos de manifiesto en las cepas analizadas es
el constituido por phzE1, phzD1y phzC1. La presencia y la organizacion, apareciendo los
mismos elementos asociados tanto corriente arriba como corriente abajo, es anéloga en
todas las MCR analizadas (Figura 5.5C). Asimismo, los tres genes fueron asignados por

KEGG a la ruta de sintesis de este tipo de compuestos.

El conjunto phoP-phoR consituye un SDC que se encontr6 en todos los genomas. Este
sistema responderia a una situacion de privacion de Mg?* y es capaz de modular la

expresion de toda una serie de factores de virulencia [122].

Por altimo, en lo que respecta a proteinas de membrana, se encontr6 la proteina codificada
por el gen hbhA. A esta proteina se le supone una importante funcion de adherencia a
células del hospedador en patégenos importantes como la propia M. tuberculosis [123].

En el contexto de la capacidad de respuesta frente a diferentes condiciones de estrés, para
favorecer la supervivencia celular, se encontraron diversos representantes. En primer
lugar, los genes clpP y clpC hallados en todos los genomas codificarian para serina
proteasas (hidrolasas que degradan enlaces peptidicos de péptidos y proteinas y que
poseen en su centro activo un aminoacido serina esencial) que responden a condiciones
de estrés. Al contrastar la anotacion con el resultado de BLAST obtenido, clpP aparecio
anotado como la subunidad 1 de una serina proteasa dependiente de ATP. Junto a este
gen se encontrd anotada la subunidad 2 y el gen de la chaperona acompafante clpX
(Figura 5.5D). Por su parte, ClpC correspondié al gen clpC1, descrito como la subunidad
de union al ATP de una proteasa Clp. En segundo lugar, otros factores de virulencia
activados por estrés hallados fueron LipF, una lipasa cuya expresion esta modulada por
niveles bajos de pH [124] y KatA, una catalasa de gran importancia para la supervivencia
intracelular de microorganismos como Legionella pneumophila [125]. Otro factor de
virulencia encontrado en todos los casos hace referencia a RelA, o PPGPP sintasa, una
proteina implicada en la sintesis de esta alarmona (molécula de sefializacion intracelular),

cuya presencia modula la expresion de toda una serie de genes implicados en la
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supervivencia a largo plazo en situaciones de falta de nutrientes en el medio [126]; y la
isocitrato liasa , o icl, cuya accion permite a la célula utilizar acidos grasos como fuente

de carbono alternativa [127].

Por su parte, el gen que codifica para el factor de virulencia CtrD se ha descrito como
parte de una agrupacion de genes dividida en cinco bloques (A, B, C, D, D) implicados
en la formacién de capsula. Concretamente se encuentra en la region C, donde los genes
ctr codificados estan implicados en el transporte de polisacaridos [128]. Aparentes
homologos de este factor de virulencia fueron detectados en M. chelonae CCUG 474457,
Mycobacterium sp. MG8 y Mycobacterium sp. MHSD3. Sin embargo, el anélisis en
KEGG de esta proteina y de las proteinas adyacentes las identific6 como un sistema de
transporte completo de aminoacidos de cadena ramificada y no de polisacaridos,
desempefiando una funcién que segun dicha base de datos podria estar mas bien

relacionada con la QS.

Por altimo, en todos los casos analizados se encontraron representantes de lo que se
conoce como operones MCE (del inglés Mammalian Cell Entry proteins) y que estarian
constituidos por un conjunto de genes mce precedidos de dos genes que codifican para
proteinas asociadas a membrana. Los homologos de estas proteinas se hallaron
organizados en operones en todos los genomas estudiados (Figura 5.6). Los genomas de
M. chelonae CR-UIB1, M. immunogenum CCUG 47286", M. abscessus subsp. bolletii
CCUG 50184 y Mycobacterium sp. MG8 presentaron siete operones completos cada
uno, nueve en el caso de Mycobacterium sp. MHSD3 y M. abscessus subsp. bolletii
CCUG 501847, ocho en Mycobacterium sp. MG2 y hasta cinco en el genoma de
Mycobacterium sp. MHSD2. En algunos de estos operones algunas de las proteinas
constituyentes se catalogaron como hipotéticas, que al ser analizadas con BLAST en
UniProt se correspondieron con la proteina esperada en ese lugar en comparacion con
otros operones. En todos los genomas aparece, ademas, un conjunto de genes mce
precedidos por una acil coenzima A (acil-CoA) sintetasa (FadD13) y una enoil-CoA
hidratasa. En las cepas CR-UIB1, MG8 y MHSD?2 se observ6 un operon truncado en el
extremo de un contig. En el caso de la cepa tipo de M. immunogenum se hallé un conjunto

de dos genes mce precedidos de un unico transportador de membrana.
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Tabla 5.5. Factores de virulencia encontrados a partir de los proteomas de las cepas estudiadas. Se indica
la presencia (+) o ausencia (-) de los factores encontrados en cada caso. Se destaca la ausencia en algunas
agrupaciones de los componentes A) eccD3, B) mbtE y C) irtA.

CCUG CCUG CCUG
474457 472867 501847

G2 MG8 MHSD2 MHSD3 CRUIB1

ureABG + + + + + + + +

mycP3 + + + - - - - +

espG3 + + + + + + + -

PE5 + + + + + + + +

irtAB + + + + +C +C + +

mbtB - + + + + + + +

phoP-phoH + + + + + + + +

htpB + + + + + + + +

clpP + + + + + + + +

katA + + + + + + + -

relA + + + + + + + +

icl + + + + + + + +
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A esx-3 (Mycobacterium smegmatis)
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Figura 5.3. A) Sintenia del sistema de secrecion tipo V11 esx-3 entre las distintas cepas, utilizando como
modelo el sistema de M. smegmatis. Entre paréntesis se indica la orientacién encontrada en el respectivo
genoma (-). B) Proteasa mycPs y los genes adyacentes.
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Figura 5.4. Sintenia resultante entre los sistemas de captacién de hierro encontrados en las distintas cepas.
La orientacidn reflejada en la figura es la encontrada en los respectivos genomas.
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Figura 5.5. Factores de virulencia hallados en Mycobacterium chelonae CCUG 474457 con la misma
organizacion en las diferentes cepas: A) antigeno 85 (fopABC), B) subunidades de la enzima ureasa, C)
elementos implicados en la sisntesis de fenazinas y D) subunidades de la proteasa clp.
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Figura 5.6. Organizacion de los operones mce encontrados en las cepas estudiadas. Se puede observar la
disposicion de los transportadores de membrana (rojo), genes mce (azul), proteinas hipotéticas (blanco) y

genes de otro tipo (amarillo).
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5.3.3. Reguloma

Factores de transcripcion

El nimero de factores de transcripcion (FT) hallados en los genomas analizados oscild
entre 323 y 393, siendo M. immunogenum CCUG 47286 y Mycobacterium sp. MG2 las
cepas que respectivamente presentaron mayor y menor nimero. Los factores de
transcripcion hallados se clasificaron en reguladores transcripcionales (RT) (Tabla 5.6),
reguladores de respuesta (RR) (Tabla 5.7) y factores sigma (FS) (Tabla 5.8). EI mismo
analisis se aplicé sobre las cepas de M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv
detectando en estos casos la mitad de proteinas reguladoras en total, aproximadamente

(Tablas suplementarias 2, 3, 4,5y 6, Anexo 2).

En el caso de los RT, se detectaron un total de 35 familias diferentes repartidas entre todos
los genomas, asi como una serie de reguladores no clasificados. Las familias
potencialmente relacionadas con la patogenicidad del microorganismo se incluyen en la
Tabla 5.6.. El listado completo de todas las familias de RT encontrados se recogen en la
Tabla suplementaria 1 del Anexo 2. En general, las familias detectadas suelen incluir
representantes muy diversos y que pueden estar implicados en la regulacion de procesos
muy dispares. La familia de RT mas abundante en los genomas estudiados fue TetR, con
un numero comprendido entre 138 y 155 FT. Por su parte, se encontraron hasta tres tipos
de RR (Tabla 5.7), siendo el correspondiente a la familia IcIR el menos distribuido,
mientras que la familia OmpR no sélo resultd estar presente en todos los genomas, sino

que ademas fue el mas abundante en cada uno de ellos

Factores Sigma

En lo que se refiere al catalogo de FS presentes en las cepas (Tabla 5.8), a excepcién del
FS SigF, SigK y SigX; el resto de FS identificados se hallaron en todas las cepas,
detectandose 13 6 14 tipos de FS en cada caso. Ademas, cabe mencionar la presencia de
FS sin clasificar, asi como de los elementos reguladores (Anti-Sig) de SigF, SigE, SigM,
SigD, Sigl, SigK'y SigH (Tabla 5.9). Todos los FS identificados pertenecieron a la familia
Sigma-70 (c’°), la cual se divide en cuatro grandes grupos en funcion del grado de
conservacion de las cuatro regiones clave de para su funcionamiento. SigA pertenece al

grupo 1 (FS esenciales), SigB pertenece al grupo 2, SigF al grupo 3, y el resto de FS
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estarian incluidos en el grupo 4, en una subfamilia caracterizada por ser muy diversa y
englobar los FS con funcién extracitoplasmética (ECF, del inglés Extra Cytoplasmétic
Function). EI numero total de FS hallados en M. tuberculosis oscila (tanto en la cepa tipo
como en la cepa CR-UIB2 como en la cepa H37Rv) en torno a los 13 (Tabla suplementaria
4, Anexo 2), mientras que en los genomas de MCR estudiados la cantidad global es algo
superior, oscilando entre 18 y 20 FS. En la mayoria de los casos se hallaron representantes
de los distintos tipos de FS en todos los genomas, a excepcion de SigF, SigK y SigX.

Tabla 5.6. Familias de reguladores transcripcionales potencialmente relacionados con la patogenicidad

encontradas en los diferentes genomas analizados. Se indica el nimero de representantes encontrados en
cada caso.

CCUG CCUG CCUG
474457 472867 501847

G2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

AraC 13 22 17 13 14 19 14 20
ArsR 14 11 13 14 14 13 17 14
AsnC 4 4 4 5 5 4 5 5
Crp 1 1 2 1 1 2 1 3
DtxR 1 2 2 2 2 2 1 2
FeoC 0 0 0 0 0 0 0 1
Fur 3 2 3 3 3 2 3 2
GntR 12 15 14 10 11 16 13 16
HrcA 1 1 1 1 1 1 1 1
IcIR 7 9 9 6 6 9 7 14
LexA 1 1 1 1 1 1 1 1
LuxR 3 2 2 3 3 2 2 2
LysR 16 22 21 14 15 16 17 21
MarR 21 27 21 19 19 21 20 21
MerR 8 8 7 8 8 6 7 7
Mga 0 0 0 0 0 0 0 1
Rrf2 2 1 1 1 1 1 2 2
TetR 144 155 149 143 144 146 145 138
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Tabla 5.7. Familias de reguladores de respuesta encontrados en los genomas analizados. Se indica el
nimero de representantes encontrados en cada caso.

IcIR NarL OmpR Total

CCUG 472867 0 7 10 17

MG2 1 6 8 15

MHSD2 0 7 10 17

CR-UIB1 0 5 11 16

Tabla 5.8. Factores sigma identificados en el andlisis del reguloma de los genomas secuenciados. Se indica
el nimero de representantes encontrados en cada caso.

CCUG CCUG cCCuUG
474457 472867 501847

MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

SigF 1 0 1 1 1 1 1 1

SigH 1 2 1 1 1 1 1 1

SigJ 3 3 4 3 3 4 3 4

SigL 1 1 1 1 1 1 1 1

SigX 0 0 1 1 1 1 0 1
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Tabla 5.9. Reguladores negativos (Factores antisigma) identificados en la prospeccién de los proteomas.

Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de cada factor en los distintos genomas.

CCUG CCUG cCcCUG

474457 472867 501847 MGz MG8 - MHSD2 UlB1
Anti-SigH(RshA) + + + +
Anti-SigF(RsbWw) - + + +
Anti-SigE(RseA) + + + +
Anti-SigM(RsmA) + + + +
Anti-SigD(RsdA) + + + +
Anti-SigL(RslA) + + + +
Anti-SigK(RskA) + + - -

Sistemas de dos componentes

Todos los RR identificados anteriormente se hallaron asociados a histidina quinasas

(HK), formando sistemas de dos componentes (SDC) (Tabla 5.10).

Tabla 5.10. Numero de elementos relacionados con SDC encontrados en los genomas analizados. Se indica
el nimero de histidina quinasas, reguladores de respuesta y el nimero de SDC completos formados entre
ellos. Se indica también el nimero de elementos para los cuales no se ha hallado el elemento relacionado

que completaria el SDC.

CCUG CCUG CCuG
MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

474457 472867 501847
HK 17 19 18 17 17 17 16 17
RR 18 18 18 17 17 18 18 18
TCS 16 17 17 15 15 16 15 15
HK solitarias 1 2 1 2 2 1 1 2
RR solitarios 2 1 1 2 2 2 3 3
Prot.

0 0 1 1 1 1 0 1
fosfotransferasa

Ademas, en la Tabla 5.10 se incluyen dos tipos de reguladores no asociados a una HK:

los de tipo Amir_NasR (presentes en todas las cepas) y los de tipo CheY (presentes en
todas las cepas excepto en CCUG 47286", CCUG 50184T y MHSD2). En las cepas
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MHSD2, MHSD3 y CR-UIB1 también aparecié un RR del tipo OmpR sin una HK
aparentemente asociada. De igual manera, siempre segin la anotacién obtenida

aparecieron algunas HK que no parecen estar asociadas a RR.
5.3.4. Elementos moviles

La busqueda de potenciales islas gendmicas dio como resultado una serie de regiones que
son compatibles con estos elementos (Tabla 5.11), de las cuales la posicion exacta en el
genoma sblo se pudo concretar en los genomas completos de las cepas tipo de M.
chelonae y M. immunogenum (Figura 5.7). Sin embargo, ninguna de ellas pudo ser
asociada a una isla de patogenicidad. Consultada la base de datos PAI-DB, donde pueden
encontrarse islas genomicas o0 de patogenicidad definidas para diferentes
microorganismos, se comprobd que en el caso de la cepa tipo M. tuberculosis H37Rv tan
solo presenta dos potenciales islas genémicas de pequefio tamafio. En este sentido, si un
patdgeno bien definido del género Mycobacterium no parece tener islas de patogenicidad
bien definidas, o una gran abundancia de ellas, se podria extrapolar que en los genomas

de micobacterias ambientales es posible que tampoco se encuentren.

Profundizando en la blsqueda de elementos mdviles, se detectaron, a través de la
anotacion del genoma, solamente dos integrasas en la cepa de origen clinico
Mycobacterium sp. CR-UIB1. En lo que respecta a la deteccion de regiones relacionadas
con potenciales profagos, mediante PHAST fueron clasificadas en tres categorias:
intactos, incompletos y profagos dudosos. Asi, se detectaron profagos clasificados como
intactos en todos los genomas, a excepcion de Mycobacterium sp. MHSD2 y M. abscessus
subsp. bolletii CCUG 50184 (Tabla 5.11). Tampoco se detectaron en la cepa CR-UIB2
de M. tuberculosis. La posicion relativa de los profagos en los genomas sélo pudo
determinarse con exactitud en los genomas cerrados de las cepas tipo de M. chelonae y
M. immunogenum (Figura 5.8).

En muchos casos los profagos aparentemente intactos segun PHAST carecen de
elementos de insercion del tipo integrasa o transposa. En ningun caso fue posible la
identificacion del profago concreto en el contexto de los micobacteridéfagos conocidos,
ya que los resultados del analisis hecho con PHAST reflejaba similitudes de las diferentes

proteinas en diferentes micobacteriéfagos.
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M. chelonae CCUG 474457

M. immunogenum CCUG 472867
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Figura 5.7. Hipotéticas islas gendmicas encontradas en los distintos genomas estudiados. La posicion

relativa de las mismas sdlo es concluyente en los genomas cerrados de las cepas tipo CCUG 474457 y
CCUG 47286".
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Figura 5.8. Posicion relativa de los potenciales profagos encontrados en las cepas tipo de M. chelonae y

M. immunogenum. Se indican también los componentes génicos de cada uno de los profagos indicados
como "intactos" por PHAST.
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Tabla5.11. Namero de integrasas y transposasas, Islas gendmicas y fagos intactos encontrados en las cepas
estudiadas.

CCUG CCuG cCcCucG
474457 472867 501847

MG2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

Integrasas 4 3 2 1 1 0 1 1
Transposasas 0 0 0 0 0 0 0 2
Islas genémicas 9 41 20 20 18 14 18 17
Fagos intactos 1 4 0 1 2 1 1 1

5.3.5. Percepcion del Quorum

A través de la anotacion en la base de datos KEGG, se identificaron en los genomas
analizados entre 30 y 33 proteinas potencialmente implicadas en QS, de las cuales 25
correspondieron a elementos comunes presentes en todas las cepas (Tabla 5.12). Sélo en
un caso se detectd un elemento exclusivo de una cepa, concretamente una proteina
hipotética de la cepa tipo de M. chelonae. Aquellos elementos identificados que, segun la
bibliografia, pertenecian a sistemas mas complejos fueron analizados conjuntamente con
las proteinas adyacentes, tanto corriente arriba como corriente abajo, con la base de datos
STRING para identificar elementos potencialmente relacionados que completasen el
sistema. En todos los casos, la base de datos STRING reflejo en los resultados que el
microorganismo con las proteinas mas parecidas era M. abscessus. Los graficos
proporcionados por STRING constan de nodos conectados entre ellos por lineas de
colores. Los nodos pequefios corresponden a proteinas de las que no se dispone de
estructura 3D conocida, mientras que los nodos grandes corresponden a proteinas que si
disponen de esta informacion. Las conexiones entre nodos presentan diferentes colores
en funcion de la informacion que proporcionan: verde (relacion de vecindad entre nodos),
rojo (fusiéon génica), azul (co-ocurrencia génica), amarillo (evidencias bibliograficas),
negro (evidencias de coexpresion), fucsia (relacion determinada experimentalmente entre
nodos), entre otras. STRING se nutre de toda esta informacion a partir de otras bases de
datos, las cuales utiliza para determinar las posibles interacciones entre las proteinas
analizadas con el fin de proporcionar una prediccién de relaciones entre ellas, basadas en
informacidn contenida en dichas bases de datos y contrastada con proteinas homdlogas

presentes en otros microorganismos.
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Tabla 5.12. Conjunto de elementos agrupados en la categoria funcional “Percepcion del quorum” por la
base de datos KEGG. Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de cada elemento en cada caso.

CCUG CCUG CCUG CR-
MG2 MG8 MHSD2 MHSD3
474457 472867 501847 ulBl

Antranilato sintasa,

piocianina especifica

permeasa DppB + + + + + + + +

GsiACD + + + + + + + +

Proteina hipotética + - - - - - - .

Proteina de unién a
L, I,V,T

LptB + + + + + + + +

FadD15 + + + + + + + +

fosfolipasa C - + + - - + _ _

Aldolasa + + - - - + - -

SecAEYG + + + + + + + +

Transportador de
glutamato/GABA

RibD - + + + + + + +
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Continuacidn de la Tabla 5.12. Conjunto de elementos agrupados en la categoria funcional “Percepcion del quorum”
por la base de datos KEGG. Se indica la presencia (+) 0 ausencia (-) de cada elemento en cada caso.

CCUG CCUG cCCUG CR-
MG2 MG8 MHSD2 MHSD3
474457 472867 501847 UIB1
Peptidasa sefial | + + + + + + 5 +
Proteina de PRS + + + + + + + +
FtsY + + + + + + 4 +
deA + + - - - + _ _

Todas las proteinas detectadas, asi como la indicacion de los genomas en los que estan
presentes, se recogen en la Tabla 5.12. En lineas generales se encontraron proteinas que
justifican su participacion en el QS sintetizando un compuesto, proteinas asociadas a la

membrana, proteinas relacionadas con sistemas de dos componentes, entre otras.

Entre las proteinas cuya funcion en el QS se basa en la sintesis de algun tipo de
compuesto, se encontraron el componente 1 de la antranilato sintasa (piocianina
especifica) y la enzima isocorismatasa. Estas proteinas corresponden a las enzimas PhzE
y PhzD que, junto con PhzC, ya fueron explicadas en el apartado de factores de virulencia.
Atendiendo a los resultados obtenidos por STRING, aparecieron codificados y en este
orden una carboxilesterasa tipo B, los tres elementos implicados en la sintesis de
fenazinas (PhzD, PhzE y PhzC), una deshidrogenasa y un gen codificante para una
amidohidrolasa. (Tabla 5.13). Segun los resultados obtenidos a través de STRING, y para
M. abscessus, existieron evidencias de coexpresion (conexiones negras entre nodos) y
vecindad (conexiones verdes) entre PhzD, PhzE, PhzC, la deshidrogenasa y la
amidohidrolasa (Figura 5.9). Este pequefio bloque de genes venia precedido por una
proteina hipotética que, al ser analizada por BLAST en UniProt y en Pfam, corresponderia
a una transposasa, la cual también estuvo representada en M. abscessus. Ademas, los
resultados de BLAST s6lo mostraron proteinas altamente similares en las especies M.
abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. chelonae, M. saopaulense y M.

immunogenum.

Otra proteina implicada de alguna manera en la biosintesis de compuestos relacionados
con el QS, y detectada por la base de datos KEGG, es una proteina relacionada con la
biosintesis de riboflavina (RibD) y aparentemente implicada en la sintesis de la

toxoflavina.
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El segundo gran grupo de factores implicados en la QS correspondio a toda una serie de
proteinas de membrana. Entre ellas destacaron dos grandes familias de permeasas: las
permeasas del tipo Opp (del inglés OligoPeptide Permease) y las de tipo Dpp (del inglés
DiPeptide Permease). Las permeasas Opp estan relacionadas con la captacion de péptidos
sefial del ambiente. Dentro de este grupo, se determind un conjunto de genes con sintenia
conservada con respecto a M. abscessus, y que estaria constituido por los genes
correspondientes a dos permeasas: oppA y oppC. Entre estos dos genes se hall6 el gen de
una tercera permeasa; y tras el bloque formado por estos tres genes se encontrd un
transportador de ATP, todos ellos implicados aparentemente en la importacion de
glutationina segln la anotacion realizada con Prokka (GsiC y GsiA respectivamente,
Tabla 5.14). Estos cuatro elementos corresponderian a cuatro subunidades de un mismo
sistema de transporte para el cual STRING refleja evidencias de coexpresion entre ellos
(Figura 5.10). Nuevamente el BLAST del bloque de proteinas solo reflej6 homdélogos
claros en el género Mycobacterium, concretamente en las especies M. abscessus, M.
abscessus subsp. bolletii, M. chelonae, M. immunogenum y M. saopaulense, aparte de

toda una serie de genomas del género bajo el nombre de Mycobacterium sp.

Por su parte, dentro del grupo de permeasas tipo Dpp se encontraron cuatro proteinas
codificadas de forma consecutiva (DdpA, DppB, GsiD y la subunidad de union al ATP)
(Tabla 5.15), entre las que STRING determiné evidencias de coexpresion segun el
modelo de M. abscessus (Figura 5.11), por lo que podria tratarse nuevamente de cuatro
subunidades de un trasportador de oligopéptidos (de forma similar al caso descrito con

las permeasas tipo Opp) potencialmente relacionado con el QS.

Siguiendo con las proteinas asociadas a membrana, KEGG identificd cinco proteinas
pertenecientes a un sistema de transporte de aminoacidos de cadena ramificada, cuyos
genes ademas conservaban la misma disposicion en M. abscessus (Tabla 5.16) y entre las
que se determind evidencias de coexpresion segun STRING (Figura 5.12). Al ampliar el
namero de proteinas analizadas, tanto corriente arriba como corriente abajo de la
anotacion, se hall6 una sexta que parece conservar también la sintenia con respecto a las
cinco anteriores y que corresponderia a una proteina reguladora de dos componentes
(Tabla 5.16). De acuerdo con la anotacion con Prokka, la comparacion con M. abscessus
a través de STRING y las busquedas con BLAST en UniProt, estos genes constituirian el
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blogue conocido como LivFGHM, el cual se asocia a una proteina periplasmatica que
puede ser LivK o bien LivJ en bacterias Gram negativas como E. coli. Algunas dudas
quedarian en este caso para determinar cual de estas dos proteinas seria la asociada a este
bloque génico, segun KEGG seria LivJ. Los resultados de las busquedas realizadas con
BLAST en UniProt de esta proteina evidenciaron que podrian no ser tan exclusivos,
apareciendo también en otras micobacterias como M. phlei, M. iranicum y M. llatzerense.
Los resultados de anotacion, la comparacion con M. abscessus y los resultados de BLAST
en UniProt confirmarian la posibilidad de que en este caso es un homologo de LivJ la
proteina que completa el sistema. Cabe destacar que, como se puede apreciar en la tabla
de factores de virulencia descritos en apartados anteriores (Tabla 5.5), el analisis realizado
en KEGG también identifico el gen Mchelo 02579 como el gen ctrD, aunque
posteriormente se puntualiz6 en ese mismo apartado que pertenecia a un sistema completo
de transporte de amino&cidos de cadena ramificada, hecho que se ha confirmado aqui ya

que en ambos casos se trata del mismo conjunto de genes.

Finalizando con las proteinas de membrana, en los genomas de MCR estudiados se
encontré la proteina YidC, implicada al parecer en la insercion de proteinas en la
membrana celular, tanto dependientes como independientes de los transportadores Sec
(Tabla 5.17 y Figura 5.13).

En cuanto a los sistemas de dos componentes, en la anotacion inicial por KEGG se detectd
el regulador transcripcional KdpE. El estudio de las proteinas relacionadas con KdpE
permitio identificar dos sistemas de dos componentes consecutivos en la anotacion
(KdpD/E, KdpB/C). Al hacer BLAST en GenBank de estos componentes solo se
obtuvieron resultados de genomas correspondientes al grupo abscessus-chelonae-
immunogenum. Analizando los genes corriente abajo del SDC KdpD/E se consiguio
encontrar el operdn completo kdpFABC (para la Kdp ATPasa) entre las que STRING
determind la existencia de relaciones de coexpresion entre ellas (Figura 5.14). Por su
parte, el gen corriente abajo de la subunidad KdpA no dio ningun resultado en STRING

(Tabla 5.18); no obstante, en la anotacion obtenida con Prokka se denominé como KdpF.

Para concluir este apartado, se hallaron otras proteinas relacionadas con QS que merecen

como minimo ser enumeradas. Entre ellas, la proteina de la particula de reconocimiento
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de sefial o Ffh. Esta, junto con un ARN ribosomal 4.5S, proteina constituye la denominada
particula de reconocimiento de sefial o SRP (del inglés Signal Recognition Particle);
clave en el transporte de proteinas que deben ser trasladadas a la membrana plasmatica.
Relacionada con dicha proteina se detectd también la proteina FtsY, un receptor de
membrana que reconoce el complejo formado por la SRP y el ribosoma, cuyo péptido
naciente estaria destinado a ser transportado a través de la membrana. La proteina anotada
como peptidasa sefial | presentd una homoéloga en M. abscessus denominada peptidasa
sefial LepB (MAB_3223c), la cual consistiria en una endopeptidasa de membrana
perteneciente a las peptidasas sefial de tipo | (SPase I). Estos datos se recogen en la Tabla
5.19, junto con la informacién obtenida de las proteinas codificadas entre los genes de
estos tres elementos. El anélisis en STRING mostré la existencia de relaciones tanto de
proximidad como de co-expresidn entre estas tres proteinas (Figura 5.15). De hecho, la
propia SRP es esencial para su propia insercion en la membrana en un proceso

dependiente de translocadores Sec (UniProt).
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Tabla 5.13. Numero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457
(anotacion con Prokka v1.10 y su homologo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas
implicadas en la sintesis de fenazinas). Se indica el nombre de la anotacién segiin STRING, asi como los
valores de identidad y bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacion Identidad Bit-score
Mchelo 0283 MAB_0292c  ISx08 transposasa putativa 92 % 822
Mchelo 0284 MAB_0294 carboxilesterasa tipo B putativa 88 % 913
Mchelo_0285 MAB_0295  putativa PhzC 93 % 743

2,3-dihidro-2,3dihidroxibenzoato
Mchelo 0286 MAB_0296 ) 94 % 427
deshidrogenasa

Mchelo 0287 MAB_0297 Isochorismatasa/PhzD 95 % 410

Mchelo_0288 MAB_0298 putativa PhzE 92 % 1146

Mchelo 0289 MAB_ 0299 putativa amidohidrolasa 88 % 577
MAB_0296

A

MAB_0295

MAB_0294

KL‘VMAB_O299\

V\quw,v

K,

MAB_0298

Figura 5.9. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus. Se
encontraron relaciones de proximidad (verde), coexpresion (negro) y evidencias experimentales (rosa).
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Tabla 5.14. Namero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homélogo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas relacionadas con
permeasas Opp. Se indica el nombre de la anotacion segin STRING, asi como los valores de identidad y
bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacion Identidad  Bit-score
Mchelo_00420 acsA acetil-CoA proteasa 94 % 1264
Mchelo 00421 MAB_0426 Proteina de union a oligopeptido, OppA 94 % 1065
Permeasa del sistema de transporte de
Mchelo_00422 MAB_0427 . . 95 % 594
glutationina, GsiC
Proteina del sistema de transporte de
Mchelo_00423 MAB_0428 ] ) 96 % 585
oligopeptidos, OppC
Proteina de union al ATP (importe de
Mchelo_00424 MAB_0429 . ) 92 % 1008
glutationina), GsiA
Mchelo_00425 MAB_0430 proteina hipotética 94 % 434
MAB_0427
acsA
MAB_0426
A
MAB_0430
S

Figura 5.10. Red de relaciones predichas entre las proteinas identificadas como permeasas Opp homologas
en el genoma de M. abscessus. Se encontraron relaciones de proximidad (verde), co-expresion (negro) y
existencia de datos procedentes de bases de datos curadas (azul).
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Tabla 5.15. NGmero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homélogo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas relacionadas con
permeasas Dpp. Se indica el nombre de la anotacion segin STRING, asi como los valores de identidad y
bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacién Identidad  Bit-score
Mchelo_00682 MAB_0718c Epimerasa/dehidratasa dependiente de NAD 92 % 602
Proteina periplasmica de union a D,D-Dipeptidos,
Mchelo_00683 MAB_0719 90 % 1002
DdpA
Proteina permeasa del Sistema de transporte de
Mchelo_00684 MAB_0720 . 95 % 637
dipeptidos, DppB
Proteina permeasa del Sistema de transporte de
Mchelo_00685 MAB_0721 o , 92 % 518
glutationina, GsiD
putativo transpotador ABC de logopéptidos, proteina
Mchelo_00686 MAB_0722 . 91 % 989
de union al ATP
MAB_0720
MAB_0722
MAB-0719
p‘; f—
MAB_0718c

MAB_0721

Figura 5.11. Red de relaciones predichas entre las proteinas homélogas en el genoma de M. abscessus para
el conjunto de proteinas relacionadas con permeasas Dpp. Se encontraron relaciones de proximidad (verde),
coexpresion (negro) y existencia de datos procedentes de bases de datos curadas (azul).
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Tabla 5.16. Namero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homologo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas que conforman
las hipotéticas subunidades del transportador LivFGHM. Se indica el nombre de la anotacion segin
STRING, asi como los valores de identidad y bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacion Identidad  Bit-score

Mchelo_02579  MAB_2622c transportador tipo ABC de ACR 98 % 479

Mchelo 02580 MAB_2623c transportador tipo ABC de ACR 85 % 538
transportador de alta afinidad tipo ABC

Mchelo 02581 MAB_2624c . 92 % 729
de ACR, LivM

Mchelo_02582 MAB_2625c¢ transportador tipo ABC de ACR 96 % 571
transportador ABC, proteina de union al

Mchelo_02583 MAB_2626c 90 % 738
ligando

Mchelo 02584 MAB_2627c proteina reguladora de dos componentes 99 % 401

MAB_2624c

MAB_2622c

MAB_2626¢

Figura 5.12. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus,
pertenecientes al trasnportador de cadenas de aminoacidos ramificadas LivFGHM Se encontraron
relaciones de proximidad (verde), coexpresion (negro) y existencia de datos procedentes de bases de datos
curadas (azul).
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Tabla 5.17. Ndmero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homoélogo en el genoma de M. abscessus para las proteinas YajC, SecF, SecD y la
proteina de union a solutos. Se indica el nombre de la anotacidn segin STRING, asi como los valores de
identidad y bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacion Identidad  Bit-score
Mchelo_ 02852 apt Adenina fosforibosiltransferasa 85 % 291
Mchelo_02853 MAB_2878c Proteina bacteriana de union a solute 95 % 1066

extracelular

Mchelo 02854 secF SecF exportador de proteinas, proteina de 89 % 758
membrana
Mchelo_02855 secD Subunidad SecD, translocador de proteinas 91 % 972
Mchelo_02856 MAB_2881c subunidad YajC, translocador de pre- 88 % 194
proteinas
MAB_2878c seck
A

p

apt

MAB_2881c

Figura 5.13. Red de relaciones predichas entre las proteinas homdlogas en el genoma de M. abscessus para
las proteinas YajC, SecF, SecD y la proteina de unidn a solutos Se encontraron relaciones de proximidad
(verde), coexpresion (negro).
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Tabla 5.18. Nimero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka v1.10) y su homologo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de proteinas que conforman
las hipotéticas subunidades del SDC KdpD/E y la Kdp-ATPasa (KdpFABC). Se indica el nombre de la
anotacion segin STRING, asi como los valores de identidad y bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacion Identidad  Bit-score

Mchelo_03247 MAB_3249 Proteina hipotética 95 % 272

Mchelo 03248 MAB_3250c  Regulador transcripcional KdpE 99 % 445

Mchelo 03249 MAB_3251 Proteina sensora KdpD 95 % 1492
Cadena C de la ATPasa de transporte de

Mchelo_03250 MAB_3252c 88 % 325
Kx (KDP)
Cadena B de la ATPasa de transporte de

Mchelo_03251  kdpB 92 % 1241
Kx (KDP)
Cadena A de la ATPasa de transporte de

Mchelo_03252  kdpA 93 % 1063
Kx (KDP)

Mchelo_03253  ---

MAB_3251c MAB_3250c
e = f\ =
+ 4) "
) MAB 3252c
E MAB_3249
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R
kdpB

—
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Figura 5.14. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus,
pertenecientes a las hipotéticas subunidades del SDC KdpD/E y la Kdp-ATPasa (KdpFABC). Se
encontraron relaciones de proximidad (verde), coexpresion (negro) y evidencias experimentales (rosa).
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Tabla 5.19. Namero identificativo de las proteinas en el genoma de M. chelonae CCUG 474457 (anotacion
Prokka) y su homologo en el genoma de M. abscessus para el conjunto de la peptidasa sefial I, ffh y ftsY,
asi como las proteinas codificadas entre ellas. Se indica el nombre de la anotacion segin STRING, asi como
los valores de identidad y bit-score en cada caso.

Proteina STRING Anotacion Identidad Bit-score
Mchelo_03218 MAB_3223c peptidasa sefial I, LepB 85 % 440
Mchelo_03219 rplS proteina ribosomal L19 96 % 223
Mchelo_03220 MAB_3225 lipoproteina putativa LppW 94 % 559
Mchelo_03221 trmD trnA 93 % 455
Mchelo 03222 rimM Proteina del procesamiento del 16S rRNA, e -
RimM
Mchelo_03223 MAB_3228c proteina hipotética 99 % 138
Mchelo_03225 rpsP Proteina ribosomal S16 98 % 251
Mchelo_03230 MAB_3230c proteina hipotética 91 % 246
Mchelo_03231 MAB_3231 proteina hipotética 89 % 209
Mchelo_03232 MAB_3232c putativa oxidoreductasa tipo luciferasa 93 % 639
Mchelo 03233 MAB. 3234 D-alanyl-D-alanina carboxipeptidasa - -
DacB

Mchelo_03234 MAB_3235c proteina hipotética 75 % 119
Mchelo_03235 MAB_ 3236¢c amidohidrolasa 90 % 615
Mchelo_03236 ffh Proteina de reconocimiento SRP, Ffh 97 % 972
Mchelo_03237 MAB_3238c PII uridylyl-transferase 95 % 1462
Mchelo_03238 MAB_3239c nitrogen regulatory protein P-I1 100 % 218
Mchelo 03239 MAB_3240c Transportador de amonio 97 % 840

Receptor del complejo SRP y cadena
Mchelo_03240 ftsY . . 89 % 680
naciente del ribosoma (RNC)

Mchelo 03241 MAB 3242 Isopentenil pirofosfato isomerasa 94 % 606
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Figura 5.15. Red de relaciones predichas entre las proteinas homologas en el genoma de M. abscessus,
pertenecientes a la peptidasa sefial I, ffh y ftsY, asi como las proteinas codificadas entre ellas Se encontraron
relaciones de proximidad (verde), coexpresion (negro), evidencias experimentales (rosa), y existencia de
datos procedentes de bases de datos curadas (azul).

5.4. Discusion

5.4.1. Perfil de resistencias

Los estudios gendmicos pueden aportar una informacion considerable en cantidad y de
gran utilidad sobre lo que una determinada bacteria es 0 no capaz de hacer, en base a la
simple identificacion de los elementos genéticos implicados en la realizacion de una
determinada funcion. En el ambito de los perfiles de resistencias, la indagacion realizada
en los genomas de las cepas de MCR secuenciadas reveld un considerable abanico de
potenciales resistencias a antibidticos asi como a otros factores externos; hecho que
incrementa su relevancia clinica, no solamente por la capacidad de alcanzar
intrahospitalariamente al paciente sino también por la dificultad de combatir la infeccién
una vez se haya producido, especialmente en pacientes con problemas de salud de base
[11].

En los genomas estudiados se hallaron genes y mutaciones que tedricamente podrian ser

responsables de desarrollar resistencia a 18 tipos de antibioticos, ademas de entre 10 y 14
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bombas de expulsion en cada uno los genomas, y que podrian estar implicados en la
expulsion de antibidticos especificos como cloranfenicol, estreptogramina, tetraciclina,
fluoroquinolonas; o bombas inespecificas que pueden ocuparse de la expulsion de varios
tipos. En estas cepas también se encontraron mutaciones y genes implicados en la
resistencia a cuatro importantes agentes antituberculosos como son la isoniacida,
etambutol, rifampicina y piracinamida. Es de destacar el hecho de que estos antibi6ticos
suelen combinarse para aprovechar las diferentes capacidades bactericidas o
bacteriostaticas en el tratamiento de infecciones provocadas por M. tuberculosis con el
fin de combatirlas. Ademas, dichos tratamientos suelen prolongarse varios meses para
asegurar la completa eliminacion del agente infeccioso [129,130]. Todas las cepas cuyos
genomas se han analizado en el transcurso de este proyecto presentaron potenciales
resistencias a por lo menos dos de estos farmacos, y en el caso concreto de la cepa tipo
M. abscessus subsp. bolletii CCUG 50184" presentaria las cuatro. En este sentido, la
posibilidad de acceder a la informacion genémica podria ser determinante a la hora de
administrar un tratamiento de forma mas eficaz con aquellos antibiéticos a los que, desde
el punto de vista gendmico, no son resistentes. Otros casos mas particulares fueron la
presencia de potenciales resistencias a la bleomicina y daunorubicina, ambos farmacos
utilizados principalmente en el tratamiento de determinados tipos de céncer. En el caso
de la bleomicina, este compuesto puede tener un uso antimicrobiano, aunque debido a su
alta toxicidad no se permite su aplicacion en este tipo de tratamientos (The American
Society of Health-System Pharmacists, http://www.drugs.com). Otro caso destacable es
la presencia de resistencias a la biciclomicina, un antibidtico utilizado principalmente

para el tratamiento de infecciones con bacterias Gram negativas.

La presencia de MBL en todos los aislamientos de MCR estudiados, ademas de demostrar
experimentalmente que son productoras de este tipo de enzimas, incrementa la
importancia clinica de estas cepas. El analisis comparativo realizado con respecto a los
diferentes tipos de MBL existentes, reveld la agrupacion de las MBL detectadas en los
aislamientos de MCR en ramas independientes muy estables, con valores de bootstrap
superiores a 80, y que reflejan la gran diferencia existente entre algunas MBL de las
nuevas cepas de MCR analizadas con respecto al resto de MBLs conocidas y presentes
en la base de datos CARD. Este hecho apunta a la posibilidad de que pertenezcan a un
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nuevo tipo. La presencia de MBL también se ha descrito en otras dos especies de MCR,

concretamente en M. orubense y M. arupense [131,132].

En cuanto a la resistencia a otros agentes biocidas, en general todas las cepas estudiadas
presentarian cierto potencial genético para hacer frente a la presencia de metales pesados,
condiciones &cidas y, muy importante, a elementos desinfectantes. La gran importancia
de la presencia de estos ultimos elementos se debe a que las hace capaces de sobrevivir a
la accién de agentes utilizados para la desinfeccion de aguas o superficies, 1o que les
proporciona una herramienta mas para superar este tipo de medidas preventivas que se
adoptan para evitar la propagacion de microorganismos. La combinacién de todos estos
factores puede ser clave en su capacidad demostrada de diseminacion a través de sistemas
de distribucion de aguas naturales hacia instalaciones como hospitales, ya que les
permitiria superar las medidas preventivas y de seguridad relativas a higiene y
desinfeccion adoptadas en este tipo de dependencias, para evitar la entrada de agentes
microbianos que pudieran agravar la situacion de los pacientes o interferir en su
recuperacion. El hecho de presentar esta potencial capacidad, junto con su presencia en
el agua corriente, puede facilitarles alcanzar y contaminar todo tipo de material
hospitalario, convirtiéndose en elementos clave para proporcionar el acceso a los
pacientes. En lineas generales, el perfil de resistencia genémico de las micobacterias
estudiadas les provee de un gran inventario con posibilidades y recursos para el acceso al

paciente y de resistencia a los posibles tratamientos.
5.4.2. Elementos asociados a la virulencia de las cepas

Como factores de virulencia se consideran todas aquellas herramientas o elementos de los
gue un microorganismo patégeno dispone para penetrar las barreras de defensa de un
hospedador, sobrevivir e incluso desarrollarse dentro de él. Entendiendo esto, en un
microorganismo capaz de desencadenar una infeccion es importante determinar los
recursos de que dispone para favorecer su desarrollo. Esta informacion puede ser crucial
a la hora de desarrollar estrategias que ayuden a restringir su desarrollo a la vez que a

eliminar el agente causal de la infeccion.

El sistema de transporte tipo VII Esx-3 es muy comun en las especies que conforman el

género Mycobacterium, al igual que en otras especies de bacterias Gram positivas [133].
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Utilizando como modelo el sistema definido en M. smegmatis [134] se observé que la
organizacion génica estd practicamente conservada. En el caso de algunas de las cepas
ambientales, al disponer de un genoma a nivel de draft, hay algunos genes que no fueron
ensamblados, encontrandose fragmentos de este sistema de secrecion al final o inicio de
contigs diferentes, informacion que por otra parte podria utilizarse para el disefio de
cebadores de PCR con el fin de intentar cerrar esas zonas del genoma. En cualquier caso,
la organizacion parece conservarse en todos ellos. Este sistema esta especialmente
implicado en la captacion de hierro a través de micobactinas [135], cuya sintesis esta
codificada por lo genes mbt. Estos genes también fueron localizados en genomas de M.
smegmatis, ubicados relativamente cerca de la regién donde se encuentra el sistema de
secrecion. Este conjunto de genes contribuye a favorecer el desarrollo del
microorganismo en condiciones de bajas concentraciones de hierro, tal seria el caso de
algunos ambientes extracelulares dentro del hospedador [136]; lo cual les otorgaria una
clara ventaja durante la infeccion. En el caso de los genes mbt, la sintenia observada no
fue tan conservada como en el ejemplo anterior del sistema de transporte. Estos
componentes, unidos a la presencia de los transportadores regulados por hierro irtA e irtB
asi como del regulador ideR, parecen indicar que es una funcionalidad real en estas cepas,
aunque esta necesitaria evidentemente de su confirmacion experimental, asi como
determinar la importancia del papel que desempefaria esta en la capacidad infecciosa del

microorganismo.

El conjunto de genes que conforman el complejo antigeno 85, fopABC codifican para
proteinas de secrecion de gran importancia para la célula ya que, aparte de su capacidad
para unirse a fibronectina (hecho que les proporciona el nombre), su actividad
micoliltransferasa es clave para la biogénesis de la pared celular [137]; por lo que
contribuyen a la integridad estructural de esta barrera responsable en gran medida de la
proteccion frente a condiciones de estrés ambiental o incluso de resistencia a
determinados antibidticos, por ejemplo, en M. tuberculosis [138]. Por lo tanto, su papel
como factor de virulencia resultaria evidente, al menos en esta especie, ya que contribuye
a su supervivencia, permitiendo la progresion de la infeccion. Los acidos micolicos son
un componente clave en la pared celular de las micobacterias [139], por lo que no es
extrafio encontrar enzimas relacionados con su metabolismo en todas ellas. Es de esperar

que el efecto beneficioso que ejerce sobre la capacidad patogenica de M. tuberculosis se
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pueda extrapolar a un patégeno oportunista como M. abscessus o0 M. chelonae; ya que en
ambos casos contribuyen al mantenimiento de una estructura que, por sus caracteristicas

en este género, puede complicar y prolongar en gran medida el tratamiento de un paciente.

El bloque génico anotado como ureABCFGD estaria formado por las subunidades
estructurales ureABC, que constituirian la enzima ureasa propiamente dicha, y los genes
accesorios ureFGD, cuya funcion estaria implicada en la activacion de la enzima [140].
La enzima ureasa ha sido descrita como un factor de virulencia clave, por ejemplo, en la
colonizacion de la mucosa gastrica por parte del patdgeno Helicobacter pylori [141],
mecanismo sin el cual este microorganismo es completamente incapaz de desarrollar la
infeccion [142,143]. La ureasa proporciona en gran medida capacidad de supervivencia
en ambientes acidos. Ademas, fruto de su actividad se libera amonio al medio, el cual
resulta toxico para las células epiteliales, llegando a ocasionar dafios en la mucosa gastrica
en el caso de H. pilory [144]. Como ejemplos adicionales podrian destacarse los dafios en
la capa de glusosaminoglicanos del tracto urinario debido a esta misma accion en especies
ureasa positivas como algunas incluidas en géneros como Proteus o Klebsiella
[141,145,146]. Teniendo en cuenta que la urea puede encontrarse en muchas partes del
cuerpo, esta puede ser objetivo de muchos patégenos, 0 patdgenos oportunistas, para
usarla en su beneficio desde diferentes flancos. Por ejemplo, esto podria relacionarse con
los importantes dafios en la piel ocasionados en infecciones cutaneas por parte de M.
chelonae o M. immunogenum, o incluso favorecer la supervivencia de las micobacterias
en ambientes acidos durante el proceso de infeccion. En cualquier caso, los efectos
provocados por la accién de la ureasa son considerados necesarios para la progresion de
determinadas infecciones, como el caso de H. pylori mencionado previamente, y en
consecuencia se considera un importante factor de virulencia. Otro elemento implicado
en la supervivencia en condiciones acidas es LipF. EI promotor inducible que controla su
sintesis solo responde a condiciones de bajos niveles de pH [124] y la mutacion del mismo
da lugar a una disminucién significativa del desarrollo de M. tuberculosis en el tejido
pulmonar [147]. Este hecho justificaria la importancia que este elemento tiene para la

patogenicidad manifestada por esta misma especie.

Las proteinas codificadas por los genes phdE1, phdD1 y phdC1 estarian implicadas en la

sintesis de fenazinas, metabolitos secundarios con importante funcion antimicrobiana. La
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presencia de estos genes en micobacterias ya se ha observado en M. abscessus [148], pero
su funcion y produccion se describen fundamentalmente en especies como Pseudomonas
aeruginosa (piocianina) [149]. En cualquier caso, la presencia de estos genes en MCR
también apunta a que estas podrian ser potenciales productores, lo cual les beneficiaria
en la competencia en el ambiente, pero también les otorgaria un mecanismo méas para
contribuir a su potencial virulencia. En algun caso se ha apuntado a que estos compuestos

también podrian contribuir a la persistencia celular [150].

Por su parte, el factor de virulencia HbhA es una proteina de membrana en M. tuberculosis
que adquirié gran importancia al ser descrita como un elemento necesario para la
diseminacion extra pulmonar de la infeccidn por este microorganismo [151], siendo clave
en su capacidad de interactuar con células epiteliales y para la supervivencia en el
hospedador [22]. Su presencia tiene lugar predominantemente en especies virulentas, pero
no esta presente en especies como M. smegmatis [102], la cual raramente causa infeccion
[152]. Esta ultima especie ha sido utilizada en numerosos intentos para la confeccion de
una vacuna contra M. tuberculosis, creando un recombinante que expresara precisamente
el gen hbhA [153].

Por su parte, la proteasa Clp, junto con las Clp-ATPasas asociadas, forman un complejo
degradador de proteinas que en M. tuberculosis es esencial para el crecimiento y esta
estrechamente relacionado con la virulencia de este patdgeno [154]; siendo al parecer
muy importante su actividad en condiciones de estrés. Nuevamente se trata de un
elemento que ha despertado gran interés en los Gltimos afios como diana para el desarrollo
de antibidticos o tratamientos alternativos que, mediante la inhibicién de su funcion,
contribuyan a eliminar de una forma mas eficiente la infeccién [155]. La identificacién
de estos elementos en las cepas y especies estudiadas no sélo incorpora un nuevo recurso
para favorecer su potencial virulencia en determinadas situaciones, sino que también es

una diana alternativa en el mismo sentido que el apuntado para M. tuberculosis.

Es un hecho bien conocido que la catalasa-peroxidada KatA favorece la supervivencia
intracelular de un importante patdégeno respiratorio como es Legionella pneumophila,
gracias a su accion protectora contra el peroxido de hidrogeno que se genera en el interior
de los macrofagos [125]. En el caso de micobacterias como M. avium o M. tuberculosis,
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también se pueden encontrar este tipo de enzimas, como katG, que parecen ejercer el
mismo efecto protector contra el perdxido de hidrégeno exdgeno generado durante la
internalizacion en los macrofagos [156,157], contribuyendo a favorecer la supervivencia

intracelular del microorganismo.

La proteina CtrD forma parte del sistema de transporte de polisacaridos hacia el exterior
celular para la formacidn de la capsula en microorganismos como Neisseria meningitidis,
un importante agente causal de las meningitis bacterianas [158]. La capsula es un
importante factor de virulencia para todos aquellos patdgenos capaces de producirla, ya
que sirve como mecanismo de evasion de diferentes sistemas de defensa pertenecientes a
la inmunidad humoral del hospedador [159,160], contribuyendo decisivamente a la
infeccion. La presencia de estructuras similares en M. tuberculosis se conoce desde hace
tiempo [161]. Durante el proceso de infeccion de este patdgeno se observé la presencia
de una envoltura capsular en los bacilos [162,163]. Dicha estructura, formada
fundamentalmente por polisacéaridos y proteinas [164], actuaria de forma similar a una
capsula, es decir, como barrera defensiva para permitir sortear los sistemas de defensa
interpuestos por el hospedador. Sin embargo, a pesar de encontrarse en algunos de los
genomas estudiados una proteina del mismo tipo que CtrD, la base de datos KEGG no la
catalogd como transportador de polisacaridos, sino como un transportador de proteinas,
juntamente con las proteinas adyacentes, tal y como se reflejo en el apartado de
resultados. En concreto el analisis en KEGG la asocié con posibles funciones de QS. En
este punto se podria apuntar a diversas posibilidades. Una de ellas se refiere a que
simplemente se trata de una proteina similar pero cuya funcion esté relacionada con la
comunicacion con el ambiente. Otra posibilidad es que se trate de un transportador de
proteinas y que realmente forme parte de la supuesta capsula en estas especies.
Finalmente, no hay que descartar el hecho de que sean procesos de QS los que induzcan
a la célula a activar estos transportadores con el fin de protegerse desarrollando la
estructura capsular. En cualquier caso, la posibilidad de generar una capsula supone un
salto cualitativo importante en la capacidad patogénica, por ejemplo de M. chelonae, ya
que sélo en este caso se ha encontrado codificada esta capacidad; tanto en la cepa tipo

como en cepas proximas a ella.
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La proteina RelA, junto con SpoT, inducen la respuesta ante condiciones de falta de
nutrientes, en un proceso que forma parte de lo que se conoce como "respuesta estricta”
(the stringent response). Estas dos proteinas son las encargadas de producir nucleotidos
hiperfosforilados de guanosina (ppGpp y pppGpp). Estos nucledtidos actuan como
alarmonas, moléculas de sefializacion intracelular en bacterias que son producidas frente
a factores y situaciones ambientales desapacibles y que contribuyen a regular la expresion
génica a nivel de transcripcion [165]. En definitiva, servirian de sefial para desencadenar
distintos procesos intracelulares con la finalidad de adaptarse a la nueva situacion
ambiental planteada. El equivalente de la funcion de estas dos proteinas en bacterias Gram
positivas lo realiza Unicamente la proteina Rel [166-171]. En M. tuberculosis, Relmt
parece jugar un importante papel en este tipo de situaciones de estrés durante la infeccion,
favoreciendo la aparicion de células persistentes que pueden sobrevivir a las condiciones
adversas durante un largo periodo de tiempo, para volver a reproducir la infeccién cuando
las condiciones son méas favorables [172]. Este tipo de situaciones también puede darse
en el caso de infecciones por micobacterias no tuberculosas, como las presentadas en esta
tesis, clinicamente dificiles de tratar y que pueden prolongarse en el tiempo

probablemente gracias a la existencia de este tipo de recursos en su genoma.

La enzima isocitrato liasa (icl) participa en el ciclo del glioxilato, escindiendo el isocitrato
para dar lugar a succinato y glioxilato. Forma parte de la derivacion metabélica en el ciclo
de los &cidos tricarboxilicos. Esto permite la utilizacion de los acidos grasos como fuente
de carbono cuando otras fuentes escasean, favoreciendo la supervivencia del
microorganismos en ese tipo de situaciones [173]. En M. tuberculosis tanto los niveles de
expresion como la actividad de esta enzima se incrementan de forma significativa durante
el proceso de infeccién [174]. Esta importante funcién llevo a la descripcion de esta

proteina como un elemento de gran importancia en la persistencia de este patdgeno [127].

Algunas proteinas reguladoras son también consideradas factores de virulencia por el
efecto modulador que ejercen determinados grupos de genes, los cuales responden a
determinadas situaciones como la falta de nutrientes, hipoxia, presencia de agentes
externos agresivos u otro tipo de situaciones de estrés; favoreciendo la virulencia del
microorganismo. En este sentido, la importancia de los SDC en especies patogenas ya ha

sido descrita en numerosas ocasiones y en diferentes microorganimos, incluyendo
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Bordetella pertussis [175], Neisseria meningitidis [176] o Salmonella typhimurium. En
este ultimo caso, se habla concretamente de phoP. Se trata de la parte sensora del SDC
phoP - phoQ, la cual responde a los niveles de Mg?* del medio. En situaciones de
privacion de este elemento, provoca la activacion del regulador transcripcional asociado
para que se desencadene la respuesta adecuada. Estas respuestas pueden consistir en la
expresion de genes que favorecen la supervivencia en macrofagos, resistencia a
condiciones acidas o la modulacion de su propia capacidad invasiva [122], por lo que
resulta evidente su importancia para este tipo de patdgenos. En el caso de M. tuberculosis,
méas proximo a los genomas estudiados en profundidad en la presente tesis, phoP,
perteneciente al SDC phoP - phoR, presenta evidencias experimentales que apuntan
también al desempefio de un papel de cierta relevancia en la regulacion de la expresion
de genes implicados en la virulencia, ademas de la alteracion de la capacidad del
microorganismo de multiplicarse en el ambiente intracelular al ser mutado phoP [122].
Por extension, su funcion podria tener su equivalente en la patogenicidad oportunista de

las cepas objeto de estudio

Por ultimo, pero también de gran importancia es la presencia de operones MCE en todos
los genomas estudiados. En lo que respecta a M. tuberculosis, no s6lo es capaz de penetrar
en macrdfagos, sino también en células no fagociticas como las epiteliales. Esto llevo a
postular en su momento que el proceso estaba directamente modulado por la propia
bacteria debido a las propias caracteristicas de las células invadidas. Estudios maés
detallados del genoma de la cepa tipo M. tuberculosis H37Rv permitieron la
identificacion de un gen, que al ser clonado en Escherichia coli le otorgaba la capacidad
de penetrar y sobrevivir en el interior de células epiteliales [177]. Por este motivo se le
Ilamé mammalian cell entry protein (proteina de entrada a células de mamiferos, mce).
Ademas, se determind que pertenecia a un operén cuya organizacién constaba de unos
seis genes precedidos de dos transportadores de membrana similares a los transportadores
ABC [178,179], identificAndose hasta cuatro operones de este tipo en dicha especie. El
analisis detallado de otros genomas permitio describir su presencia en otras especies,
especialmente del orden Actinomicetales; ademas del hecho que no eran exclusivas de
patogenas, al encontrarse en especies ambientales como M. vanbaalenii [180] que
presenta un gran potencial en biorremediacion, o M. abascessus [148]. La presencia de

operones mce en micobacterias puramente ambientales puede estar relacionada con el
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hecho de que en el ambiente podrian quizés desempefiar otra funcidn, aunque su potencial
implicacion en la patogenicidad de microorganismos como M. tuberculosis induce a
pensar que pueden tener también su importancia en patdégenos oportunistas del género
Mycobacterium en general; tales como las cepas y especies estudiadas en este trabajo. Por
lo tanto, deberian tenerse en consideracion al mismo nivel que el factor de virulencia
mceAl del agente causal de la tuberculosis, en la medida de que no hay estudios
suficientes que puedan descartar su implicacion en el proceso de infeccion de estas
especies. En este sentido, podria entrar en la lista de nuevas dianas alternativas a
considerar para el desarrollo de tratamientos que favorezcan la erradicacion de su

infeccion.

Recapitulando, los genomas estudiados de cepas pertenecientes o cercanos a las especies
M. chelonae, M. immunogenum, M. abscessus y M. abscessus subsp. bolletii disponen de
toda una serie de recursos en forma de potenciales factores de virulencia que les otorgan
toda una serie de capacidades que pueden ser de crucial importancia, tanto en el inicio
como durante el desarrollo de una infeccidon oportunista. La resistencia a condiciones
acidas, la capacidad de reaccionar ante una situacion de estrés oxidativo, adaptarse a una
situacion de falta de nutrientes utilizando fuentes de carbono alternativas, la disposicion
de elementos que pueden facilitar su penetracion en células de mamiferos o incluso la
posibilidad de formar algun tipo de capsula protectora; son habilidades propias de un
patdgeno estricto, como es el caso de M. tuberculosis. La presencia de elementos
equivalentes en los genomas de las MCR estudiados las convierten en potenciales
usuarios de esos mismos recursos. Asi, la deteccion de los mismos abre un interesante
abanico de dianas alternativas para el futuro desarrollo de fArmacos que hagan mas eficaz
el tratamiento de las infecciones en las que estas micobacterias estén implicadas v,
ademas, pone de manifiesto que muchos de los estudios realizados con el fin de
desarrollar tratamientos sobre especies como M. tuberculosis, podrian ser extrapolables a
especies de MCR, ajustandose a las caracteristicas de las mismas, pero siguiendo una

misma estrategia.
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5.4.3. Capacidad reguladora relacionada con la patogenicidad

Para una bacteria con capacidad infectiva no solo son importantes aquellos elementos
génicos de los que pueda disponer para tal fin, sino también de la capacidad reguladora
de la expresion de los mismos segun lo requiera la situacion. Los genomas analizados en
este estudio presentan la informacion genética necesaria para una gran variedad de
resistencias, tanto a antibioticos como a otro tipo de agentes biocidas; ademas de toda una
serie de factores de virulencia de los que pueden valerse en el momento de desencadenar
una posible infeccion. Al mismo tiempo, disponen de un amplio repertorio de proteinas

reguladoras clasificadas en diferentes familias.

En el conjunto de familias de proteinas reveladas en estos genomas se encuentran
representantes con implicaciones en la modulacion de la respuesta frente a antibi6ticos,
metales pesados, situaciones de estrés como los provocados por “choques térmicos”,
proteinas reguladoras de los procesos de reparacion del ADN o incluso la ya comentada
formacion de células persistentes. A todas ellas se pueden afiadir familias implicadas en
los procesos de QS y de formacidn de biopeliculas, estructuras que pueden contribuir a
incrementar todavia mas su resistencia, al quedar embebidos en estructuras organizadas
y que les aportan proteccion [181]. Concretamente, y si atendemos a los resultados
reflejados en la Tabla 5.6, aparte de la regulacion de procesos comunes del metabolismo
bacteriano, se encontraron familias en las cuales se pueden encontrar representantes
relacionados con elementos de virulencia (AraC, AsnC, Crp, IcIR, LuxR, MarR y Mga)
0 patogenicidad (Crp y TetR). En otras familias como DitxR, FeoC, Fur y Rrf2 se
encuentran representantes que responden al hierro, implicados, por ejemplo, en la
homeostasis de este elemento (DtxR y Fur). También se hallaron FT implicados en la
resistencia a factores externos como metales pesados (ArsR, CsoR), antibidticos (IcIR,
MarR, PadR y TetR), elementos que regulan la respuesta ante un choque térmico (HrcA,
MarR y PadR) u otras situaciones de estrés (AraC, Fur, LuxR, MarR, MerR y PadR).
Destacan también las familias IcIR, LuxR, LysR y PadR, que, entre otras funciones,
pueden estar implicadas en la regulacion de los procesos de comunicacion intercelular.
Ademas, LysR incluye representantes relacionados con la formacion de biopeliculas.

Otras familias halladas podrian estar implicadas en la regulacion de procesos de
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reparacion del ADN (AsnC y LexA), persistencia bacteriana (AsnC) e incluso en la
sintesis de antibidticos (GntR y TetR)).

De estos datos parece derivarse que la capacidad reguladora sobre diferentes aspectos que
pueden estar implicados en su patogenicidad es extensa, ademas de poder dar respuesta a
un amplio espectro de situaciones, las cuales pueden darse tanto en el ambiente exterior
como en el interior de un hospedador. En el conjunto de familias de proteinas reguladoras
la mas representada con diferencia es la familia TetR (mas de 100 en todos los casos
analizados), lo cual es normal teniendo en cuenta que es especialmente importante en
aquellos microorganismos adaptados a vivir en entornos cambiantes, como es el caso de
las bacterias de origen ambiental en general y de las micobacterias en particular. En este
contexto, la capacidad de responder en el momento adecuado representaria una ventaja al
microrganismo en ambientes donde los continuos cambios le provocan situaciones de
estrés. En el caso de patdgenos estrictos, especialmente en aquellos especializados en un
tipo de hospedador, aunque las condiciones pueden llegar a ser altamente estresantes, no
dejan de ser comparativamente mas estables, o los cambios no son de indole tan diversa,
por lo que la dependencia de este tipo de reguladores parece no ser tan elevada [182]. El
ejemplo es claro si se compara el niUmero de representantes de la familia TetR presentes
en genomas de especies de indole ambiental como M. chelonae con el nimero encontrado
en M. tuberculosis. En el caso de M. chelonae se superan los cien, mientras que en M.
tuberculosis el nimero oscila en torno a los cincuenta segun los resultados obtenidos al
haber realizado la misma determinacién de proteinas reguladoras sobre el genoma de la
cepa tipo M. tuberculosis H37Rv y la cepa M. tuberculosis CR-UIB2 en el presente
trabajo (Tabla suplementaria 2, anexo 2), dato que se corresponde con lo encontrado en
la literatura [182].

Los SDC juegan igualmente un importante papel en la capacidad de respuesta del
microorganismo a un determinado estimulo. Se trata de sistemas biologicos de
sefializacion en los que existe en la membrana un componente especializado,
habitualmente una proteina histidina quinasa (HK), destinado a detectar la sefial
adecuada. La HK, una vez recibido el estimulo adecuado, se autofosforila para después
transferir la sefial quimica a un regulador de respuesta (RR) intracelular, que a su vez se

encargara de desencadenar la respuesta modulando la expresion de determinados genes
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en cada caso [2]. En los genomas estudiados se detectaron entre 15y 17 SDC completos,
con sus respectivas HK y RR. El RR hallado més abundante fue el de tipo OmpR. Un
ejemplo de las funciones que pueden desempefar este tipo de RR es el del sistema
EnvZ/OmpR, presente en microorganismos como E. coli, cuya funcién es la de regular
los niveles de expresion de las porinas OmpF y OmpC en respuesta a cambios en la
osmolaridad ambiental [183] para hacer frente a esta clara situacion de estrés. Pero las
funciones de este tipo de SDC con RR tipo OmpR pueden ir mas alla y participar en la
modulacion de la expresion de genes que influyen en la patogenicidad del
microorganismo, como son el operdn flagelar flnDC o el locus ssrA/B-spiC alojado en
una isla de patogenicidad de Salmonella [184]; asi como la regulacion de genes de
virulencia de otros patdgenos como Yersinia enterocolitica, Salmonella typhi o Shigella
flexneri [185]. Estos precedentes sitlan a la familia de RR OmpR como serios candidatos

a participar en la modulacion de la patogenicidad de las cepas estudiadas.

Dentro de las proteinas reguladoras, los factores sigma desempefian un papel
transcendental ya que, mediante la unién de diferentes factores sigma a la RNA
polimerasa van a modificar el grado de afinidad de esta enzima por diferentes promotores.
De esta forma, cada factor sigma influye de forma diferente sobre la expresion de
determinados grupos de genes, cuyas funciones pueden ser necesarias en un momento

determinado [2].

En base a estudios previos sobre especies patdgenas tanto de M. tuberculosis 0 M. bovis,
como de MCR, por ejemplo, M. smegmatis [186], se pueden hacer hip6tesis sobre las
posibles funciones que desempefian los diferentes FS en los genomas de las cepas
estudiadas. Para empezar, SigA es el principal FS, el Unico para el cual hay evidencias de
que es esencial para el crecimiento celular. SigB estaria implicado en la respuesta a una
situacion de baja aireacion, presencia de perdxido de hidrégeno o un choque térmico, ya
que ante estos estimulos se ve incrementada su expresion [187,188]. SigC, por su parte,
parece estar presente s6lo en especies patdgenas y estaria implicado en la regulacion de
la expresion de factores de virulencia, como por ejemplo el gen fopC. En el caso de SigD
estaria implicado en la regulacion de la expresion de genes participantes en la respuesta
frente a la falta de nutrientes o la llamada respuesta rigurosa (stringent response),

permitiendo la adaptacion a este tipo de situaciones. La expresion del propio SigD podria
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estar regulada por el tetrafosfato de guanosina producido por relA, un factor de virulencia
identificado previamente también en estos genomas. SigE participaria en la regulacién de
la respuesta en presencia de antibioticos como la isoniazida y vancomicina, a la presencia
de SDS o ante un choque térmico. En patdégenos como M. bovis, SigF es capaz de
responder a antibidticos como la rifampicina, etambutol, estreptomicina y cicloserina; asi
como también modular la expresion de determinados genes ante una situacion de falta de
nutrientes, estrés oxidativo o ante un descenso de temperatura. También se apunta hacia
su posible participacion en el metabolismo anaerdbico. SigG es de los FS que mas se
inducen cuando los bacilos se encuentran dentro de los macréfagos [189,190] y las
evidencias apuntan hacia su implicacion en la expresion de los sistemas de reparacion del
ADN (respuesta SOS). SigH parece tener un papel central en la regulacion de la respuesta
ante una situacion de incremento de temperaturas o de estrés oxidativo. Por su parte, Sigl
y SigJ son dos FS cuyas funciones no estan del todo claras pero que apuntan a una
regulacion de la respuesta frente a la presencia de peroxido de hidrégeno via KatG (SigJ)
y a un descenso de temperaturas (Sigl). Los factores SigL y SigM son otros ejemplos
cuya funcién no esta clara pero que podria estar relacionada bien con la virulencia del
microorganismo en el primer caso, o con la adaptacion a determinados ambientes en el
hospedador para permitir una adaptacion a largo plazo en el segundo. En el caso de SigK
parece estar bien conservado en el género, pero con funciones diferentes si atendemos a
lo visto en M. tuberculosis y M. bovis. Por ultimo, SigX ha demostrado su capacidad para
modular la formacion de biopeliculas o su implicacion en aspectos relacionados con la
virulencia, por ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa [191,192]. Se han encontrado
homologos de Sigx en todos los genomas menos las cepas CCUG 474457, CCUG 472867
y MHSD3.

Como se puede comprobar, las MCR analizadas disponen de la informacién gendémica
para factores sigma que les permitirian iniciar la expresion tanto de factores de virulencia
como de genes implicados en dar respuesta a diferentes situaciones de estrés; desde la
presencia de antibioticos o de estrés oxidativo, hasta situaciones de escasez de nutrientes
0 choques térmicos. En conjunto, las MCR disponen codificado en sus genomas de un
amplio abanico de potenciales resistencias y factores de virulencia que merecen ser
tenidas en cuenta desde el punto de vista patogénico; de proteinas reguladoras que,

atendiendo a los resultados obtenidos, pueden regular la expresion de esos mismos
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elementos y hacer frente a un amplio rango de situaciones adversas, ademas de los
factores sigma precisos para, en definitiva, poder iniciar su transcripcion acorde a los
requerimientos ambientales de cada situacion. Desde un punto de vista gendmico se puede
justificar la capacidad de estos microrganismos de desencadenar infecciones oportunistas
en determinadas situaciones, ya que disponen de las herramientas genéticas para hacerlo.
Sin embargo, nuevamente es necesario ir mas alla y realizar estudios méas especificos
desde el punto de vista experimental para demostrar el alcance de los resultados
gendémicos meramente descriptivos obtenidos, ademas de establecer las posibles
conexiones existentes entre los distintos elementos destacados en este apartado. Solo asi
se puede determinar como funciona la maquinaria patogénica de estas cepas, a qué
responden realmente y en qué situaciones es necesario cada uno de los elementos del

engranaje detectados.
5.4.4. Mobiloma

El conjunto de elementos méviles de un microorganismo puede ser una buena indicacion
de su plasticidad gendmica, lo cual puede ser importante a la hora de tener en cuenta su
capacidad para captar nuevas funciones, que a la larga podrian favorecer su patogenicidad
o la capacidad de reorganizacién genémica de la que disponen.

Uno de estos elementos son las islas genomicas, elementos que se transfieren de forma
horizontal entre microorganismos y que pueden desempefiar un papel determinante si se
trata de islas de patogenicidad (IP), o fracciones del ADN genomico de un
microorganismo patogeno que le faculta como virulento [2]. En el caso de las MCR
estudiadas, a pesar de que se detectaron potenciales islas gendmicas en varios genomas,
ninguna parecié corresponder a una IP propiamente dicha (datos no mostrados). Ademas,
tampoco disponen de un extenso repertorio de integrasas y transposasas, lo que induce a
pensar que no son muy dadas a movilizar elementos genéticos a través de estos
componentes. Tampoco se detectaron plasmidos, pero si diversos profagos insertados en
sus genomas, de los cuales solo se tuvieron en cuenta aquellos a los que el analisis en
PHAST consideraba como intactos. Estos profagos pueden ser importantes por las
posibles funciones que pueden proporcionar a la bacteria hospedadora.
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En resumen, el mobiloma de los genomas estudiados no aporta mucha informacién

relativa a la potencial virulencia o patogenicidad de los mismos.

5.4.5. Implicaciones de los elementos de percepcion del Qudérum

detectados

Los fendomenos de QS permiten la modulacion de la expresion génica en funcién de la
densidad poblacional, y esa modulacion puede conducir al desarrollo de respuestas;
incluidas la expresion de factores de virulencia, resistencias o incluso la formacion de
biopeliculas [2]. Por este motivo se considerd que era un aspecto importante a tener en
cuenta en la prospeccion de los genomas estudiados para entender mejor su
comportamiento durante el desarrollo de una infeccion. Asi, se detectaron un gran nimero
de elementos potencialmente implicados en el QS. A partir de algunos de los elementos
detectados se pudo encontrar todos los componentes relacionados al mismo y que
conformaban un determinado sistema, afianzando la posibilidad de que pudieran llevar a

cabo dicha funcion al disponer del sistema completo.

Siguiendo el mismo esquema que en el apartado de resultados, se empezara a discutir las
conexiones entre los elementos encontrados y el QS por las proteinas implicadas en la
sintesis de compuestos, comenzando por las proteinas implicadas en la sintesis de
fenazinas. En estudios previos ya se describidé la presencia en M. abscessus de estos
elementos "no micobacterianos”, importantes para el proceso infeccioso en otras especies
como P. aeruginosa, [148], por lo que existen precedentes que refuerzan la posibilidad
de que realmente puedan estar capacitados para la sintesis de estos compuestos. Ademas,
el hecho de encontrar este blogue de genes cerca de una proteina hipotética con dominios
de transposasa, abre la posibilidad a que sea un elemento que haya podido ser recibido
por transferencia lateral. EI posible beneficio de estos componentes en la patogenicidad

ya ha sido descrito en la discusion de los factores de virulencia encontrados.

Como se observa en la Tabla 5.12, también se identificoO una proteina potencialmente
implicada en la sintesis de antranilato. En P. aeruginosa, el antranilato puede ser utilizado
para la sintesis de la denominada quinolona sefial PQS (del Inglés Pseudomonas
Quinolone Signal), implicada en la regulacion de genes de virulencia [193]. La sintesis

de antranilato se engloba en la ruta de sintesis del triptéfano, esencial para la virulencia
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de M. tuberculosis [194]. La sintesis de este compuesto se desarrolla en dos pasos
Ilevados a cabo por las dos subunidades de la antranilato sintasa (TrpG y TrpE). En
ausencia de la subunidad TrpG, TrpE es capaz de sintetizar antranilato a partir de

corismato y altas concentraciones de amonio [195-197].

Siguiendo con las proteinas de sintesis, la supuesta proteina RibD perteneceria segun lo
reflejado en resultados a la ruta de sintesis de la toxoflavina, una toxina que puede tener
actividad antibiotica. La toxoflavina esta producida por microorganismos como
Burkholderia glumae, en la que representa un importante factor de virulencia. La sintesis
en este microorganismo esta regulada por QS, dependiente en este caso de N-octanoil
homoserina lactona [198].

Otro gran grupo de proteinas implicadas en el QS son las proteinas de membrana, las
cuales son clave tanto en la comunicacion directa con el ambiente como en los procesos
de intercambio de sustancias entre el entorno y el medio intracelular. Uno de los
elementos destacados fueron las permeasas Opp, destinadas al transporte de
oligopéptidos. En Gram positivos existe la capacidad de modular la composicion de la
superficie celular en respuesta a la deteccion de sefiales en forma de oligopéptidos
transportados por estas permeasas, hecho que ya ha sido descrito en patégenos como M.
tuberculosis [199], por lo que suponen una herramienta efectiva para la comunicacién del
microorganismo con el ambiente que lo rodea. De hecho, la mutacion del gen oppA en
M. avium, altamente expresado en ratones durante una infeccion pulmonar, de higado o
bazo, conduce a la reduccién de su viabilidad frente a macréfagos [200], por lo que se
apunta como un elemento implicado en la virulencia de la bacteria basada en la captacién
de péptidos sefial que inducirian cambios en la expresion génica. En este mismo contexto
podriamos incluir los transportadores Dpp, destinados en este caso al transporte de

dipéptidos.

A parte de estos transportadores de oligopéptidos, también se detectaron proteinas
aparentemente pertenecientes a un sistema de transporte de aminoacidos de cadena
ramificada. Existen tres aminodcidos de cadena ramificada (ACR) importantes en
bacterias (leucina, isoleucina y valina). Estos ACR pueden desempefiar un importante

papel ante una falta de nutrientes, actuando como moléculas sefial que provocarian un

197



Capitulo 3: Adaptacion y pagotenicidad

cambio en la regulacion de la expresion génica, por ejemplo, de factores de virulencia
que permitirian la supervivencia. Podemos encontrar sistemas de captacién de baja
afinidad (BrnQ) o de alta afinidad (LivFGHMJ y LivFGHMK). En este caso estariamos
ante un sistema de alta afinidad actuando LivJ aparentemente como proteina de unién al
sustrato, la cual por otra parte tiene la capacidad de unirse a los tres tipos de aminoacidos
mencionados [201,202]. LivJ (y LivK), son proteinas que acttan en el periplasma, tal y
como se ha indicado en apartados anteriores. Esta estructura es caracteristica de la
envoltura celular de bacterias Gram negativas y, por ende, no esta presente en
micobacterias. Por lo tanto, el enigma que restaria por resolver es donde se produce dicha
union al sustrato o como es el mecanismo de accion de dicha proteinas en el género

Mycobacterium.

Otra proteina de membrana destacada en el apartado de resultados fue la ATPasa SecA.
En micobacterias, asi como en algunos Gram positivos patdgenos, se pueden encontrar
dos copias de esta proteina: SecA y un pardlogo (SecAly SecA2), donde SecA2 estaria
implicado en la exportacidn de proteinas mas pequefias y, en algunos casos, relacionadas
con la virulencia. De nuevo volvemos a encontrarnos con el mismo caso que el
demostrado para M. tuberculosis, es decir, las dos copias no redundantes de dicha
ATPasa. En esta especie patdgena se ha demostrado como SecAl era esencial para el

crecimiento [203].

Para terminar con el inventario de las proteinas de membrana, trabajos realizados sobre
M. tuberculosis demuestran la importancia de la proteina YidC en este patdgeno, la cual
no lo olvidemos también fue detectada en los genomas estudiados en este proyecto. Al
mutarla en M. tuberculosis se observan cambios considerables en los patrones de
expresion de genes elementales para la respiracion celular, ATP-sintasas y genes
implicados en general en la supervivencia en condiciones de hipoxia. Ademas, YidC ha
demostrado ser esencial para el crecimiento in vitro y para la supervivencia en el interior

de macréfagos [204].

En el contexto del QS, un grupo diferente de proteinas hallado corresponde a las
constituyentes de SDC. En este caso se consiguid describir el sistema KdpD/E, un
interesante SDC encargado de la homeostasis del K*. La funcidn de este SDC podria estar
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conectada con la virulencia y el QS. El sistema KdpD/E responderia a los niveles de K*
del medio de tal forma que niveles elevados del mismo inducirian la fosforilacion de
KdpE, quien induciria la expresion de la Kdp ATPasa para la captacion del mismo. Esto
puede ser de gran relevancia durante el proceso de infeccion como ya se ha comprobado
en otras especies como Staphylococcus aureus [205,206], donde su actuacién entraria en
competencia directa con el transporte activo de K* a través de la membrana del fagosoma
en los neutrofilos. EI K™ es clave para la liberacion de péptidos antimicrobianos que
iniciarian la cascada de ataque hacia la bacteria, de manera que incrementa su
supervivencia al dificultar dicha respuesta [207]. En experimentos sobre las especies del
complejo M. tuberculosis 0 M. avium se vio que la accidn de estos genes incrementa la
virulencia en el primer caso y que por algin motivo se transcribe activamente durante la
fagocitosis en el segundo [207,208]. Este SDC es capaz, segun las evidencias aportadas
por estos estudios, de responder, aparte de a la concentracion de potasio, a estimulos
relacionados con la osmolaridad, turgencia celular o sefiales procedentes del hospedador
que indican algun tipo de respuesta contra la bacteria. Ademas, seria capaz de completar
respuestas relacionadas con la densidad poblacional (QS) integrando respuestas
procedentes de los sistemas de QS. Una posible explicacion a este hecho seria, por
ejemplo, que la deteccién del potasio ambiental le indicaria a la bacteria si se encuentra
en un ambiente extra o intracelular y si, ademas, existe una densidad poblacional

suficiente para desencadenar una respuesta favorable a la infeccion [207].

Aparte de estos grupos de proteinas, se detectaron otros elementos cuya funcién puede
ser muy relevante desde el punto de vista de la comunicacion de la célula con el medio
que la rodea. Entre estos elementos destacé la proteina de reconocimiento de sefial, clave
para la formacion de la previamente comentada SRP. Esta proteina se une al complejo
péptido naciente-ribosoma cuando aparece una secuencia sefial correcta y lo desplaza
hasta la membrana. Esta interaccion permite la transferencia del complejo ribosomal al
translocador, de tal forma que el péptido pueda ser transportado al otro lado de la bicapa
lipidica o mediar la insercion de proteinas de membrana a medida que se sintetiza [209].
Por tanto, estos elementos son parte de un sistema clave de la secrecion de proteinas que,
entre otras funciones, pueden estar relacionadas tanto con la virulencia del
microorganismo como con el QS. Este complejo puede asociarse a la peptidasa sefial

encontrada tal como se ha indicado en resultados. Estas peptidasas sefial de tipo | son
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claves para la liberacion de las proteinas que se estan transportando a traves de la
membrana [210]. Estudios en M. tuberculosis han demostrado la presencia de un
homologo a esta proteina, en copia Unica, y que ademas parecia esencial para el
crecimiento del microorganismo [9], por lo que se postula como una posible diana

terapéutica.

Otro elemento recogido en la Tabla 5.12, y que debe destacarse, es GabB. En Escherichia
coli, GabB pertenece al sistema de resistencia a condiciones &cidas gad, cuya accién
contribuye a la supervivencia de las bacterias ante situaciones de pH extremadamente
acidas [211]. La descarboxilacion del glutamato en el interior celular se realiza a costa
del uso de protones del mismo, dando lugar a la formacion de Y-aminobutirato (GABA),
el cual aporta unas caracteristicas mas alcalinas. GABA es transportado al exterior por el
transportador GABA, el cual expulsa GABA a la vez que capta mas glutamato del medio.
En conjunto se produce un incremento del pH tanto dentro como fuera de la célula debido
a la eliminacion de protones intracelulares y a la sustitucion del glutamato extracelular
por GABA [212]. En microorganismos como M. leprae se ha indicado la posible conexion
de este transportador y la presencia de este patdgeno en el tejido nervioso, donde hay que

recordar que GABA es un importante neurotransmisor con funcidn inhibitoria [213].

Por altimo, debe destacarse el hecho de que las proteasas Lon y ClpxP son las
responsables de la mayor parte de los procesos proteoliticos en bacterias. Estas proteinas,
desempefian un importante papel en la eliminacion de proteinas mal plegadas o
desnaturalizadas, pero también en la regulacién, por ejemplo, controlando la
disponibilidad de determinadas proteinas reguladoras [214,215]. Algunos trabajos
demuestran la implicacién de esta proteasa en la regulacién negativa de procesos de QS
en Pseudomonas aeruginosa [216], a la vez que presenta relacion con sistemas toxina-
antitoxina, encargandose de la degradacion de la antitoxina en determinadas situaciones
[217].
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6.1. Introduccion

Los sistemas toxina antitoxina (STA) son pequefios elementos genéticos, que codifican
para la toxina y su antitoxina asociada. Ambos elementos se expresan e interactian entre
ellos, estableciéndose una situacion en la que la antitoxina blogquea el efecto de la toxina.
En muchas ocasiones, bajo condiciones de estrés, la menor estabilidad de la antitoxina
promueve su degradacion a una mayor velocidad, liberando a la toxina y permitiendo
ejercer su funcién [218]. Los STA se encuentran ampliamente distribuidos tanto en
bacterias como arqueas [219] y se clasifican en diferentes tipos en funcion de sus
caracteristicas. Los sistemas tipo | se definen como aquellos en los que la toxina es inhibida
por un ARN antisentido a nivel de ARNm [220]; en los sistemas tipo Il ambos elementos
se traducen a proteinas, produciéndose en este caso la inhibicion de la toxina por
interaccion proteina-proteina [221]; en los sistemas tipo 111 la antitoxina es un RNA de
pequefio tamafio que inhibe la accion de la toxina interactuando de forma directa con la
proteina [222], en los sistemas tipo 1V, designados por el STA yeeU/yeeV de Escherichia
coli, la regulacion implica la estabilizacion de otras proteinas relacionadas [223]; vy
finalmente los sistemas tipo V, representados por el STA ghoS/ghoT recientemente
descrito en E. coli, la antitoxina actia como una ribonucleasa que degrada el ARNm de la
toxina, inhibiendo asi su traduccion [224]. La funcion de los STA se puede relacionar con
la proteccién de elementos genéticos mdviles, formacién de células persistentes y

supervivencia en condiciones de estrés, entre otras hipotéticas funciones [225-228].

Los STA han ido adquiriendo gran importancia debido al papel que podrian desempefar
mediante su posible implicacion frente a factores adversos externos; por ejemplo, en el
transcurso de una infeccion, debido a las funciones con las que se les relaciona. En este
sentido estos sistemas se han llegado a postular como posibles dianas para el desarrollo de
farmacos destinados al tratamiento de infecciones [221]. Sin embargo, y por extension,
estos sistemas no solo podrian tener un papel importante en las especies patogenas por
excelencia como M. tuberculosis, sino que también podrian ser clave en el caso de
infecciones desarrolladas por patégenos oportunistas del grupo de micobacterias de

crecimiento rapido (MCR).
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En base a los antecedentes apuntados, el objetivo del presente capitulo es la identificacion
de este tipo de elementos genéticos en los genomas de las cepas del grupo MCR
secuenciadas, utilizando como modelo comparativo la cepa M. tuberculosis CR-UIB2, con
el fin de contrastar lo que se puede encontrar en el genoma de un patégeno primario con
respecto a los genomas de potenciales patdgenos oportunistas. Sin embargo, y tal como se
apuntaba sobre la funcionalidad de determinados genes en el analisis del pangenoma en el
Capitulo 3, encontrar operones o elementos genéticos de este tipo en la anotacion de un
genoma no es suficiente, se debe demostrar experimentalmente que es funcional. Por este
motivo, partiendo de las secuencias proteicas de potenciales toxinas y antitoxinas se realiz6
una primera busqueda en las anotaciones de los genomas de dominios proteicos o unidades
modulares de ambas proteinas que pudieran llevar a cabo una funcion determinada en clara
referencia a la presencia de componentes estables de sus estructuras. La finalidad Gltima
era la de determinar si, en principio, tenian los dominios o combinaciones de dominios
necesarios para llevar a cabo la funcién que se les presupone como STA. Los esfuerzos se
centraron posteriormente en el desarrollo y adaptacion de un protocolo de ensayo
experimental para determinar su funcionalidad. Finalmente, se realiz6 un estudio méas
profundo de la secuencia y estructura primaria, secundaria y terciara de los componentes
de aquellos STA que mostraron ser funcionales in vitro. De esta forma se pretendié dejar
patente que estas proteinas tenian la estructura y los elementos caracteristicos del grupo de

proteinas al que pertenecen, asi como demostrar experimentalmente su funcionalidad.

6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Identificacion de sistemas toxina-antitoxina

La catalogacion de los STAs se realizd, como primera aproximacion, mediante la busqueda
de las palabras clave "toxin" y "antitoxin" en los archivos gbk de los genomas anotados
con Prokka v1.10 [75]. La busqueda se realiz6 utilizando el programa UGENE v1.16.1
[110]. Ademas, a partir de las secuencias nucleotidicas de los genomas en formato FASTA,
se realiz6 una busqueda en bases de datos especializadas como RASTA-bacteria [229], una
herramienta web disefiada para la identificacion de loci toxina-antitoxina en procariotas.

Finalmente, se efectuaron analisis con BLAST vy la secuencia completa de los genomas
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contra la base de datos TADB (del inglés Toxin-Antitoxin DataBase), especializada en
secuencias de STA de tipo 11 [230].

6.2.2. Clonacién de los sistemas toxina antitoxina

6.2.2.1. Vectores de expresion

La eleccion de los vectores de expresion para la clonacion de los STA se baso en los
trabajos de Sberro et al. (2013) [231]. Brevemente, se seleccionaron los vectores
pBAD/HA (Invitrogen™, Carlsbad, California, EEUU) para la clonacion de la antitoxina
y el vector pRSF-Duet™ (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, EEUU) para la
clonacion de la toxina. Este segundo vector presenta dos regiones de clonacion mdltiple o
Multiple Clonning Site (MCS) (Figura 6.1).

Vector Tamafo (bp) Inductor Casa comercial
pBAD/HA 4102 Arabinosa InvitrogenTM (\V43001)
pRSFDuetTM-1 3829 IPTG Novagen® (71341-3)
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Figura 6.1. Caracteristicas generales y mapas de los vectores de expresion seleccionados. Se indica el tamafio
total en pares de bases (pb) y el inductor al que responden los respectivos promotores (imagenes de los mapas
obtenidas a partir de los manuales de las respectivas casas comerciales).

La clonacién de antitoxinas en el vector pBAD/HA se realizé en los sitios Ncol/HindllI.

Para la clonacion en el vector pRSF-DuetTM-1 de las toxinas y potenciales terceros
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elementos asociados al sistema se escogieron los sitios de restriccion Ncol/Hindlll en la
region MCSL1 o Ndel/Xhol en la region MCS2 (Figura 6.1). La eleccion de clonar en MCS1
0 MCS2 dependio del anélisis de dianas de restriccion presentes en los genes de interés.
Las dianas Ncol y Ndel regeneran el codon de inicio ATG entre el vector y el inserto. De

esa manera se asegura la clonacién sin elementos anteriores a la secuencia de interés.

6.2.2.2. Disefio de cebadores

El disefio se realizdé de forma manual sobre los codones de inicio y fin de cada gen en
cuestion, incluyendo en los extremos 5° de cada cebador las dianas de restriccion
pertinentes en cada caso. El anélisis de la compatibilidad de cebadores se realizé con el
programa AmplifX v1.5.4 (http://crn2m.univ-mrs.fr/pub/amplifx-dist). El disefio y
simulaciones virtuales de las construcciones resultantes se realizé con PlasmaDNA [232]
y la conservacion de los marcos de lectura se confirmaron a nivel de secuencia nucleotidica
con UGENE. Al mismo tiempo se realiz6 una PCR virtual sobre los genomas y las
construcciones con la ayuda del programa FastPCR [233], utilizando en el caso de estas
ultimas un cebador forward del vector (Tabla 6.1) y un cebador reverse del inserto como
control del tamafio estimado del amplicon que se debia obtener en los clones
potencialmente correctos.

Tabla 6.1. Secuencia de los cebadores comerciales utilizados. Se indica la diana para la que estan disefiados
y la referencia donde se encuentran sus secuencias.

Cebador Secuencia (5'->3") Diana Referencia
pBADHA-SF ATGCCATAGCATTTTTATCC pBAD/HA Invitrogen
ACYCDuetUP1-F GGATCTCGACGCTCTCCCT  pRSF-Duet (MCS1) Merck Millipore

DuetUP2 TTGTACACGGCCGCATAATC  pRSF-Duet (MCS2) Merck Millipore

6.2.2.3. Amplificacion por PCR

Se aplico un programa de PCR general de 35 ciclos para todos los STAs (desnaturalizacion
a 95 °C, 1 minuto; hibridaciéon a 55 °C, 1 minuto; elongacién a 72 °C, 1 minuto 30
segundos) incluyendo un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos y
una elongacion final de 72 °C durante 10 minutos en un termociclador Mastercycler
Personal (Eppendorf, Madrid, Espafia). Este programa de PCR se modificé unicamente

para amplicones de tamafio superior a 1 kb, en cuyos casos se incremento el tiempo de
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elongacion en 30 segundos La amplificacion se realizé con la polimerasa DFS-Taq
(BIORON, Ludwigshafen, Alemania). Las reacciones de PCR se prepararon partiendo de
10-20 ng de ADN, una concentracion final de tampdn de PCR 1x, 0,2 mM de dNTPs (0,05
mM cada uno) y 2,5 U DFS-Taq polimerasa. Las reacciones se ajustaron con agua mili-Q

a un volumen final de 50 pl.
6.2.2.4. Electroforesis en geles de agarosa y secuenciacion Sanger

Los productos de PCR obtenidos se comprobaron mediante electroforesis en geles de
agarosa 1,5 % (p/v) (100 V, 35 minutos) y se purificaron con el kit comercial Illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU). Una vez
purificados, los productos de PCR obtenidos se secuenciaron por el método de Sanger con
el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems™, Foster City,

California, EEUU), tal y como se explicd en el Capitulo 1.
6.2.2.5. Clonacion

La digestion de los amplicones y vectores se llevé a cabo con las enzimas de restriccion
pertinentes Ncol, Hindlll, Ndel, Xhol (TaKaRa, Otsu, Shiga, Japon) durante 3 h a 37 °C en
un volumen de reaccién de 20 pl, siguiendo las especificaciones del fabricante. La
inactivacion de las enzimas de restriccion después del proceso de digestion se llevé a cabo
a 65 °C durante 10 minutos. No se realizaron dobles digestiones simultaneas para asegurar
la completa accion de cada enzima durante el proceso. En su lugar, los productos de
digestion resultantes fueron sucesivamente purificados después de cada proceso de
digestion individual, obteniendo un producto limpio para ser utilizado en los sucesivos

pasos.

La ligacion de los productos digeridos se realizo con la enzima ligasa T4 (TaKaRa, Otsu,
Shiga, Japdn), en un volumen final de reaccion de 20 ul y siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Para ello se calcularon las cantidades equimolares de vector/inserto y se
aplico una relacion 1/3, partiendo de 50 ng de vector (Figura 6.2). La reaccion de ligacion
se realiz6 a 16 °C durante toda la noche y finalmente se inactivé a 65 °C durante 10 minutos.

A modo de control del proceso se realizaron PCRs a partir de las reacciones de ligacion,
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asi como la secuenciacion del producto resultante siguiendo las indicaciones descritas en

el apartado anterior.

Longitud del inserto (pb)

, ¢ =3
inserto(ng) x <Longitud del vector (ph)

> x 50 ng de vector

Figura 6.2. Férmula utilizada para el céalculo de las cantidades equimolares con un ratio 1/3 (inserto/vector)
a partir de 50 ng de vector.

6.2.2.6. Transformacion

El producto de ligacion obtenido se utilizé para la transformacion de células competentes
de alta eficiencia Escherichia coli BL21(DE3) pLysS (Invitrogen™, Carlsbad, California,
EEUU) siguiendo el protocolo de transformacion por choque térmico y las condiciones
recomendadas para esta cepa por la propia compafiia. Después de la transformacion, las
celulas se sembraron sobre placas de agar Luria-Bertani (LB) suplementadas con 30 pg/ml
de kanamicina (Km) para pRSF-DUET, 50 pug/ml de ampicilina (Ap) para pPBAD-HA 'y 34
pug/ml de cloranfenicol (Cm). Este tercer antibidtico se afiade debido a que la cepa
comercial contiene por defecto el plasmido pLysS, el cual es necesario asegurar la
inhibicion de la expresion basal de T7 RNA polimerasa con el fin de evitar que el inserto
sometido al control del promotor T7-lac se exprese hasta que en el medio no aparezca el
inductor adecuado. Este es el caso de los insertos que se clonaron en el vector pRSF-

Duet™. Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 h.

A partir de los clones obtenidos se seleccionaron un minimo de 10 para su replicacion sobre
placas nuevas de LB, inoculandolos simultaneamente en tubos con caldo LB;
suplementados en ambos casos siempre con los correspondientes antibidticos. Las placas
se incubaron a 37 °C durante 18 horas, mientras que los tubos se incubaron a 30 °C en
agitacion orbital (180 rpm) durante 18 horas. A partir de los cultivos liquidos se realiz6 una
extraccion de plasmido con el kit de extraccién UltraClean® 6 Minute Mini PlasmidPrep
(MO BIO Laboratories, Carlsbad, California, EEUU).

6.2.2.7. Analisis de los clones

A partir de 1 pl de cada extraccion de plasmido se realiz6 una PCR control con un cebador

del vector y un segundo del inserto, siguiendo el mismo protocolo de PCR y confirmacion
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por electroforesis descrito anteriormente. A partir de los clones que presentaban el tamafio
esperado para cada inserto, se purificaron los productos de PCR obtenidos y se
secuenciaron mediante la metodologia de Sanger para confirmar la secuencia y el patron
de lectura. Los clones de interés una vez confirmados fueron guardados en glicerol 20 %
(v/v) a-80°C.

6.2.3. Ensayo de la funcionalidad de los sistemas toxina-antitoxina

A partir de un clon confirmado por secuencia y de la cepa utilizada como hospedadora,
BL21 (DE3) pLysS (sin transformar) se prepararon sendos preinoculos en tubos con 5 ml
de LB. Ambos cultivos se suplementaron con Km (30 pg/ml), Ap (50 pg/ml) y Cm (34
pg/ml) en el primer caso y Cm (34 pg/ml) en el segundo, incubandose a 30 °C en agitacion
(180 rpm) 18 h. Paralelamente se prepararon cuatro matraces Erlenmeyer con 50 ml de LB
esterilizados previamente, de los cuales uno se suplementé con Cm y los tres restantes con
los tres antibidticos y concentraciones antes apuntadas. A partir de los preindculos, se
utilizaron 100 pl de la cepa sin transformar y se inocularon en el Erlenmeyer con Cm;
mientras que los otros tres se inocularon cada uno con 100 ul del preindculo del clon
seleccionado. Una vez realizados los indculos, se incubaron a 37 °C y en agitacion a 180
rpm. El seguimiento del crecimiento se realizé mediante lecturas de densidad Optica (DO)
a una longitud de onda de 600 nm, cada 30 minutos con 1 ml de cultivo utilizando un
espectrofotdmetro Ultrospec 100 Pro (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU). A las dos
horas y media del inicio del experimento, con los cultivos en plena fase exponencial, se
indujeron los diferentes elementos para establecer las siguientes condiciones

experimentales:
» Control (inoculado con la cepa no transformada y sin inductor),
+ Arabinosa 0,3 % (p/v) concentracion final, para la induccion de la antitoxina,
* IPTG 0,2 mM concentracion final, para la induccion de la toxina,

» Arabinosa + IPTG utilizando las concentraciones anteriores para la induccién

de ambos elementos.
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El experimento se continud en las mismas condiciones hasta completar 7 h desde el inicio
del mismo. Este protocolo se repitio por triplicado. Las DO registradas se utilizaron para
la obtencion de las curvas de crecimiento correspondientes. Los valores de DO se
tradujeron a unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml) mediante el recuento de
colonias. De forma resumida, a partir del momento de induccion (tiempo 0) se realizaron
bancos de diluciones seriadas decimales a partir de los cultivos en medio liquido,
sembrando por duplicado 100 pl de diluciones continuas en placas de LB suplementadas
con los correspondientes antibidticos y arabinosa 0,3 % (p/v). Las placas se incubaron 18
h a 37 °C, tras lo cual se realizaron los pertinentes recuentos. Los valores de UFC/ml
calculados se utilizaron para la representacion de las curvas de variacion del nimero de

UFC/ml a lo largo del tiempo.

6.2.4. Andlisis de la expresion proteica

6.2.4.1. Extraccion de proteinas

Partiendo de cultivos de 7 h sometidos a las mismas condiciones descritas en el apartado
6.2.3, se centrifugaron los 50 ml de cultivo a 6.000 g durante 5 minutos. El sedimento
celular obtenido se resuspendié con 1 ml de Tris 50 mM pH 8,0 y se volvid a centrifugar.
Finalmente, se resuspendio con 800 ul del mismo tampén. Las células se rompieron por
sonicacién, manteniendo la muestra en hielo para evitar la desnaturalizacion de las
proteinas debido al calor generado, alternando pulsos de 5 segundos con descansos de 10
segundos, en un tiempo maximo de 2 minutos. La suspensién resultante se centrifug6 2
minutos a 3.000 g y el sobrenadante obtenido se volvié a centrifugar durante 30 minutos a
16.000 g. A partir del ultimo sobrenadante obtenido, se tomaron 500 pl para los sucesivos

analisis.
6.2.4.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los extractos proteicos obtenidos de las muestras correspondientes a las distintas
condiciones experimentales de induccion se cargaron en geles de poliacrilamida en
gradiente 4-20 % (p/v) Amersham ECL Gel (GE Healthcare, Chicago, Illinois, EEUU) para
su separacion por electroforesis horizontal en el sistema ECL Gel Box (GE Healthcare,

Chicago, Illinois, EEUU), durante 1 hora y 30 minutos a 160 V y siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. Como marcador de peso molecular se utilizo el Precision
Plus Protein™ Dual Xtra (Hercules, California, EEUU), el cual abarca un rango de
tamanos de entre 2 y 250 kDa. Los geles se tifieron con azul de Coomassie durante 18 horas
y se destifieron con una solucién de etanol y &cido acético en agua al 5y 7,5 % (v/v)
respectivamente, a 55 °C y agitacion durante 2 horas, incluyendo dos cambios de la

solucioén.

En aquellos casos de bandas diferenciales no bien separadas, se repitio la electroforesis en
el sistema vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Hercules, California, EEUU), preparando
geles homogéneos y con porcentajes de acrilamida del 10, 15 6 20 % (p/v) en funcion del

tamafo de la banda y mejor resolucion obtenida para la zona en cuestion.
6.2.4.3. Espectrometria de masas MALDI-TOF (MALDI-TOF MS)

Las bandas extraidas directamente del gel se introdujeron en tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Se afiadieron 100 pl de NHsHCO3 400 mM y 100 pul de CH3CN. A continuacion, se agitd
el tubo con un agitador de tipo vortex durante 20 minutos tras lo que se eliming el
sobrenadante y se volvié a repetir el mismo procedimiento. A continuacién, se realizé un
lavado con 100 pul de CH3CN, eliminado el sobrenadante y volviendo a afiadir 100 pl de la
misma solucion, dejando incubando durante un periodo de 10 minutos. Pasado este tiempo
se elimind el sobrenadante y se dejo secar la banda de gel. Posteriormente se enfriaron en
hielo las bandas de gel y una solucion de tripsina (20 pg/ml en NH4HCO 350 mM) para
minimizar la autodigestion de la tripsina durante el tiempo que tarda en penetrar el gel. El
gel se rehidrat6 afiadiendo entre 20 y 50 pl de solucion de tripsina y se incubé a 4 °C
durante 30 minutos para, posteriormente seguir incubando a 37 °C durante toda la noche.
Se afadieron 5 pl de &cido formico al 5 % (v/v) y se mezcld con un agitador tipo vortex
durante 5 minutos. Finalmente, se afiadieron 30 pl de solucion de extracciéon (250 ul de
CH3CN, 25 pl de &cido trifluoracético y 225 pl de H2O mili-Q) dejando incubar durante

10 minutos y repitiendo posteriormente este Gltimo paso una vez mas.

Se depositdo 1 ul del producto de digestion obtenido sobre una placa MSP 96 de acero
pulido (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, EEUU) de MALDI-TOF MS, dejando
secar a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadio sobre la muestra seca 1 pl de matriz

(&cido  2,5-hidroxibenzoico o bien acido [-ciano-4-hidroxicinamico en 70/30
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acetonitrilo/agua con un 0,1 % v/v de acido trifluoroacético), dejando secar nuevamente a
temperatura ambiente. La placa fue analizada en un espectrometro de masas Autoflex 111
MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, EEUU) utilizando el
programa Compass Flex Series v1.4 (flex Control v3.4 y flex Analyser v3.4). Los espectros
fueron calibrados utilizando el Peptide Calibration Standard Il (Bruker Daltonics,
Billerica, Massachusetts, EEUU).

Los espectros de péptidos obtenido se utilizaron para realizar una busqueda en la base de
datos UniProtKB/Swiss-Prot y en una base de datos primaria propia creada a partir de las
secuencias proteicas de los componentes de los STAs funcionales, obtenidas por anotacion
de los genomas con Prokka v1.10. El proceso de analisis de los datos de espectrometria de
masas para la identificacién de proteinas se llevd a cabo a través del algoritmo Mascot

(Matrix Sciences Ltd., www.matrixscience.com).

6.2.5. Caracterizacion estructural

Las secuencias proteicas de los STA funcionales se utilizaron para la busquedas de
secuencias homologas con BLAST tanto en GenBank [76] (base de datos nr, secuencias no
redundantes, de proteinas) como en UniProt [234], asi como la busqueda de dominios
funcionales en la base de datos Pfam [112]. Partiendo del resultado obtenido con UniProt,
se construyd un dendrograma con las 50 proteinas mas parecidas en cada caso, utilizando
el criterio de cobertura/similitud C50/S50. Las secuencias fueron alineadas con ClustalO
[91]. El programa PhyML [82] se utilizé para elaborar el dendrograma de agrupaciones de
secuencias, aplicando el algoritmo de estimacion por méaxima verosimilitud implementado
en el programa y basando el soporte estadistico de las ramas en un analisis jerarquico de

grupos mediante 100 bootstraps o soporte de agrupacion.

La prediccion de la estructura terciaria de las proteinas se realiz a través del servidor I-
TASSER [235], una plataforma integrada para la simulacion automatizada de la estructura
de proteinas y prediccion de su funcion partiendo de la secuencia de aminoacidos
(estructura primaria), sobre la cual se determina la estructura secundaria de la proteina
problema y, reclutando anadlogos estructurales de las bases de datos, proceder finalmente a
realizar el calculo de las potenciales estructuras terciarias. A traves de I-TASSER, ademas,

se obtuvo informacidn sobre posibles funciones, centros activos y ligandos que podrian
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acompafarla. La calidad del modelo predicho se determiné a través del C-Score, el valor
del cual se estima entre -5 y 2, rango en el que cuanto mas elevado es dicho valor mas
confiable es el modelo. La similitud estructural del modelo predicho con otras proteinas se
mide con el TM-Score [236], segun el cual un valor superior a 0,5 corresponderia a una
topologia correcta del modelo predicho, mientras que valores inferiores a 0,17 indicarian
similitudes debidas al azar. Finalmente, el alineamiento de estructuras para la identificacion
detallada de los posibles centros activos se realizo con el servidor Partial Order Structure
Alignment (POSA) [237].

6.3. Resultados

6.3.1. Identificacion de los sistemas toxina-antitoxina

Micobacterias del grupo MCR

En total se detectaron 23 potenciales STA a partir de los genomas analizados (Tabla 6.2).
Entre ellos, tres sistemas tipo Vap (VapBC27 y VapBC28 en el genoma de la cepa tipo de
M. llatzerense MG13T y VapBC5 en el genoma de la cepa M. abscessus subsp. bolletii CR-
UIB1). Se encontrd una toxina zeta con un CDS que codificaria para una proteina hipotética
(HP, del inglés Hypothetical Protein) corriente arriba de la misma, en una configuracién
gue encaja con la organizacién propia de un STA tipo Il destacada en la introduccion. Asi
mismo, se halld una potencial toxina Doc (del inglés, Death-on-curing) acompafiada, como
en el caso anterior, de una proteina hipotética corriente arriba. Estos dos ultimos posibles
STA se hallaron en Mycobacterium sp. MHSD3. En todos los genomas a excepcion de la
cepa tipo de M. llatzerense, se encontré el STA denominado MT0933-MT0934 adoptando
una organizacion atipica, con un gen que figura anotado como lipasa separando ambos
componentes del sistema. En la cepa M. Llatzerense MG13T, por su parte, se encontrd un
sistema MT0933-MT0934 en la organizacion esperada, es decir, con el CDS de la
antitoxina superpuesto por su extremo 3’ sobre el extremo 5’ del CDS correspondiente a la

toxina y sin una lipasa codificada entre ambos genes.[238].
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Tabla 6.2. Potenciales STA identificados en los genomas de las cepas secuenciadas. Se incluyen asi mismo
aquellos potenciales sistemas cuyas toxinas han sido anotadas, pero para los cuales no se ha hallado la
antitoxina correspondiente.

Cepa Potencial STA
VapBC28
M. llatzerense MG13T VapBC27
MT0933-34

MT0933-Lipasa-Mt0934

Toxina MT0934 (sin antitoxina) x2
M. immunogenum CCUG 472867 MTQ0933-Lipasa-MT0934
MTQ0933-Lipasa-MT0934

M. chelonae CCUG 474457

MG2
Toxina zeta (sin antitoxina)

MTO0933-Lipasa-MT0934

MGS - - - -
Toxina zeta (sin antitoxina)

MTQ0933-Lipasa-MT0934
MHSD2 MTO0934S
Toxina zeta (sin antitoxina)
MT0933-Lipasa-MT0934
MT0934S

MHSD3 Toxina zeta (sin antitoxina)
Hipotética antitoxina-Toxina zeta
Phd-Doc

MT0933-Lipasa-MT0934

MT0934S

CR-UIB1
Toxina zeta (sin antitoxina)

VapBC5

Por otra parte, también se encontraron toxinas MT0934 y toxinas zeta para las cuales no se
localizaron las antitoxinas asociadas en su proximidad después de analizar las anotaciones
en un margen de hasta 5 kb tanto corriente arriba como abajo del gen en cuestion, buscando
nombres clave relacionados con antitoxinas y haciendo un analisis BLAST de las
secuencias proteicas y nucleotidicas, especialmente de aquellos CDS anotados como
proteinas hipotéticas. EI margen de acotacion aplicado se puede considerar suficiente
debido a que los genes implicados de los sistemas STA conocidos se suelen encontrar a
una distancia comprendida entre -20 y +30 pb [229] y las secuencias nucleotidicas vecinas

no parecen codificar para potenciales genes que tengan relacion alguna con antitoxinas.
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Las secuencias proteicas de cada componente se analizaron con el objetivo de detectar
dominios potencialmente relacionados con la actividad de los STA (base de datos Pfam) y
para la busqueda de proteinas homologas en otros genomas (UniProt). En este segundo
caso el interés principal fue buscar secuencias similares en otras especies o patdgenos de
referencia; en muchos de los cuales la funcidn de estos sistemas o similares ya ha sido

demostrada experimentalmente.

Para la presentacion de estos resultados los sistemas se clasificaron en tres grupos:
e Grupo 1: Sistemas de dos componentes bien definidos (Tabla 6.3).
e Grupo 2: Sistemas MT0933-MT0934 con lipasa (Tabla 6.4).

e Grupo 3: Hipotéticas toxinas huérfanas, sin antitoxina asociada (Tabla 6.5).

Cabe hacer hincapié en el hecho de que en caso del sistema VapBC27 de la cepa tipo de
M. llatzerense (Tabla 6.3), al hacer un analisis BLAST con la secuencia aminoacidica de
VapC27 y VapB27 en UniProt se observo una secuencia méas corta con respecto a las
proteinas homologas presentes en otros genomas. Ademas, en M. llatzerense MG13T, el
gen de la proteina VapC27 se hallo separado por unas 130 pb de la antitoxina, hecho que
no es habitual en sistemas del tipo VapBC27 de genomas de otras especies, como M.
tuberculosis, donde incluso aparecen solapados [238]. Estos resultados sugirieron que la
anotacion podria ser incompleta. Para corroborar esta hip6tesis se decidié ampliar, codon
a coddn, la secuencia corriente arriba e ir probando si, al afiadir nuevos aminoacidos con
cada triplete, la cobertura del alineamiento con respecto a las secuencias encontradas en
UniProt mejoraba. Se observd que a medida que se afiadian aminoacidos a la secuencia,
éstos en su mayoria coincidian en los alineamientos con los aminoécidos presentes en esas
mismas posiciones de las secuencias mas parecidas halladas en UniProt (Figura 6.3). La
secuencia final asi obtenida, teéricamente completa al compararla mediante el alineamiento
con sus homoélogas mas préximas, fue la finalmente utilizada para la realizacion de los

sucesivos analisis.

Mediante el acceso a la coleccion de alineamientos multiples de secuencias y modelos
ocultos de Markov (HMM, del inglés Hidden Markov Model) que cubre buena parte de
dominios proteicos y familias guardados en la base de datos Pfam, se buscaron los

dominios funcionales de este y del resto de STA del Grupo 1 (Tabla 6.3). Resultado de ello
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se detectd en las toxinas del tipo Vap el denominado dominio PIN, de unos 130
aminoacidos en longitud y que se caracterizaron por la presencia de tres residuos acidos
estrictamente conservados.

Tabla 6.3. Caracterizacidn de la secuencia de toxinas y antitoxinas de los operones bien definidos (Grupo 1).

Se indica el nombre de la familia asignada por Pfam para cada proteina, asi como el nombre de la proteina
mas similar segun los resultados de BLAST en UniProt.

Cepa Componente TA Familia (Pfam) UniProt
MG13T VapB27 MazE_antitox Antitoxina VapbB27
MG13T VapC27 PIN Ribonucleasa VapC27
MG13T VapB28 PSK trans_fac Antitoxina VapB28
MG137 VapC28 PIN Ribonucleasa VapC28
CR-UIB1 VapB5 PhdYeFM_antitox Antitoxina putativa VapB5
CR-UIB1 VapCh PIN Ribonucleasa VapCh
MHSD3 Proteina hipotética i i
MHSD3 Doc Fic/Doc Toxina Doc
MHSD3 HP ParD-like HP
Y S AAA 33 Proteina no caracterizada
H1_1395
MG13T MT0933 MT0933_antitox Antitoxina Rv0909
MG13T MT0934 Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910

VapB27

A1UB49_MYCSK

1

1
139
13

Figura 6.3. Variacién de la secuencia aminoacidica de las proteinas VapB27 y VapC27 antes y después de
completar la secuencia. La secuencia afiadida manualmente se resalta en morado, mientras que la secuencia
original se encuentra resaltada en azul.
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Por lo que respecta a las antitoxinas, la proteina VapB27 se incluyd dentro de la familia
MazE_antitox, en la cual el modelo de referencia es la antitoxina MazE del STA MazEF.
La antitoxina VapB28 se incluyd dentro de un grupo de factores de transcripcion
relacionados con operones PSK (del inglés Post-Segregational-Killing), otro de los STA
tipo 11 en los que las proteinas de esta familia actian como antidoto contra el gen de una
toxina asociada. Por ultimo, la antitoxina VVapB5 presenté dominios propios de la familia

PhdYeFM_antitox, otro grupo de antitoxinas pertenecientes a STA de tipo II.

La toxina Doc fue perfectamente catalogada como perteneciente a la familia Fic/Doc. Los
genes que codifican para las toxinas Doc van asociados a una antitoxina Phd (del inglés
Protection-host-death). En este caso, corriente arriba del gen doc, se encontrd una proteina
hipotética que encajaba en los parametros de tamafio y posicion en el genoma que definirian
su antitoxina asociada, pero en la que no se encontrd ningdn tipo de dominio que permitiera

su catalogacion.

La toxina zeta se clasificd dentro de la familia AAA_33, constituida por proteinas que
presentan el dominio AAA (del inglés ATPases Associated with diverse cellular Activities).
No obstante, en esta familia se incluye un conjunto de proteinas que difieren mucho entre
ellas en cuanto a actividad, estabilidad y mecanismo de accién. Por su parte, la HP
codificada corriente arriba del gen de la toxina zeta, se clasificd dentro de la familia de
proteinas tipo ParD, antitoxina del sistema ParDE, por lo que podria tratarse de la antitoxina

asociada a dicha toxina zeta.

Por Gltimo, la pareja MT0933-MT0934 de M. llatzerense MG13" incluye una antitoxina
clasificada dentro de la familia denominada MT0933, mientras que la toxina MT0934 se
engloba en una familia de enzimas denominadas poliquétido ciclasas, implicadas en la
sintesis de poliquétidos. Como se destacé en el apartado anterior, los genes que codifican
para las proteinas MT0933 y MT0934 tambien se encontraron en una configuracion
diferente en el resto de genomas secuenciados, constituida por tres genes, que se repitio
dentro del grupo abscessus-chelonae-immunogenum. Se trata de los genes de una hipotética
toxina MT0934 y una hipotética antitoxina MT0933, entre los cuales se encontrd
intercalado el gen de una lipasa secretora. Los resultados obtenidos en Pfam y UniProt para
este ultimo grupo fueron practicamente idénticos en todos los casos (Tabla 6.4), hecho que
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concuerda con la similitud en secuencia existente entre las proteinas del mismo tipo (Tabla
suplementaria 2, Anexo 3). Los elementos mas similares segun UniProt, pertenecen a la
cepa M. tuberculosis H37Rv, aunque con porcentajes de identidad inferiores al 50 % en el
50 % de la secuencia.

Tabla 6.4. Caracterizacion de la secuencia de los genes que conforman el potencial sistema de tres

componentes. Se indica la cepa de procedencia, el componente TA en cuestion, asi como la familia a la que
se ha asignado segln Pfam y el nombre de la proteina mas similar segin UniProt.

Cepa Componente TA Pfam UniProt
CCUG 474457 MT0933 MT0933_antitox Antitoxina Rv0909
CCUG 472867 MTO0933 MTQ0933_antitox Antitoxina Rv0909
CR-UIB1 MTO0933 MT0933_antitox Antitoxina Rv0909
MG2 MT0933 MT0933_antitox Antitoxina Rv0909
MG8 MT0933 MTQ0933_antitox Antitoxina Rv0909
MHSD?2 MTO0933 MTQ0933_antitox Antitoxina Rv0909
MHSD3 MT0933 MTQ0933_antitox Antitoxina Rv0909
CCUG 474457 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa nactiva
Rv1529c
CCUG 472867 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa inactivaRv1529c
CR-UIB1 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa inactivaRv1529c
MG2 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa inactivaRv1529c
MG8 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa inactivaRv1529c
MHSD2 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa inactivaRv1529c
MHSD3 Lipasa Lipasa secrectora Probable lipasa inactivaRv1529c
CCUG 472867 MT0934 Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
CR-UIB1 MTO0934 Poliquetido Cyc2 Toxina MT0934
MG2 MT0934 Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
MG8 MT0934 Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
MHSD2 MT0934 Poliquetido Cyc?2 Toxina Rv0910

MHSD3 MT0934 Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
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Por ultimo, se analiz6 con Pfam y UniProt el conjunto de proteinas anotadas como MT0934
y toxinas de tipo zeta para las cuales no se encontr6 antitoxina asociada (Tabla 6.5). En
estas bases de datos ambos tipos volvieron a ser clasificadas en las mismas familias que en
el caso de MT0934 y toxinas zeta anteriores. Sin embargo, en este caso las toxinas zeta
fueron notablemente diferentes en el sentido de que mostraron una secuencia de mas de 1
kb, bastante méas larga de lo que cabria esperar en un STA. Este hecho implicaba la no
concordancia con las caracteristicas basicas de los STA conocidos, donde los genes nunca
Ilegan a alcanzar tamafios tan grandes.

Tabla 6.5. Caracterizacion de la secuencia de los genes anotados como toxinas para los que no se ha

encontrado antitoxina asociada. Se indica la cepa de procedencia, el componente en cuestién, asi como la
familia a la que se ha asignado segin Pfam y el nombre de la proteina mas similar segin UniProt.

Cepa Componente TA Familia UniProt
CCUG 474457 MTQ0934S Poliquetido Cyc2 Proteina no caracterizada MB1573
CCUG 474457 MTQ0934S Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
CR-UIB1 MTQ0934S Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
MHSD3 MTQ0934S Poliquetido Cyc2 Toxina Rv0910
CR-UIB1 Toxina zeta AAA 3 Proteina no caracterizada Mb2027¢c
MG2 Toxina zeta AAA 3 Proteina no caracterizada Mb2027c
MG8 Toxina zeta AAA 3 Proteina no caracterizada Mb2027c
MHSD?2 Toxina zeta AAA 3 Proteina no caracterizada Mb2027c
MHSD3 Toxina zeta AAA 3 Proteina no caracterizada Mb2027c

Mycobacterium tuberculosis CR-UIB2

En el genoma de la cepa CR-UIB2, aislada en la Clinica Rotger de un caso clinico de
tuberculosis extrapulmonar, 0 no respiratoria, se encontraron hasta un total de 68 STA
distribuidos en distintos tipos (Figura 6.4), lo que supone un nimero muy superior a los
encontrados tanto individualmente como en el conjunto de todos los otros genomas de
MCR incluidos en este estudio. Destaca el elevado numero de STAs del grupo VapBC (se
contabilizaron hasta 46) con respecto a los demas tipos que se encontraron, suponiendo el
67,6 % del total de sistemas determinados en este genoma. Ademas, se encontro un sistema
de tres componentes y que se enmarcaria dentro de los conocidos como TAC (del inglés
Toxin-Antitoxin-Chaperone) y que estan caracterizados por presentar una proteina
chaperona que resultaria indispensable para el correcto funcionamiento del STA,

facilitando el plegamiento y protegiendo a la antitoxina de la degradacion [239].
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N2 STAs en M. tuberculosis CR-UIB2

M VapBC
M MazEF
i Rel

M ParDE

M TAC

M e-C

i Otros

Figura 6.4. Distribucion de los 68 STAs de CR-UIB2 de acuerdo con los distintos tipos encontrados en su
genoma.

6.3.2. Clonacion de los sistemas toxina-antitoxina

Los cebadores disefiados y utilizados para amplificar por PCR los genes de los sistemas
STA detectados se recogen en la Tabla suplementaria 1 del anexo 3.

Mediante las simulaciones in silico de las PCRs con el programa FastPCR, se estimaron
los tamarfios de cada producto, asi como las condiciones de PCR a aplicar. Los datos
obtenidos in silico se pudieron confirmar con los resultados obtenidos al visualizar la
movilidad electroforética de los productos de PCR en los geles de agarosa. La estimacion
de los tamarfios para cada amplicén, tanto el del amplificado inicial a partir de ADN
cromosomico como el del obtenido en la amplificacion control realizada a partir de los
clones, se utiliz6 para confirmar los tamafios obtenidos en los productos de PCR (Figura
6.5). Los insertos amplificados a partir del ADN plasmidico de los clones y con el tamafio
esperado fueron confirmados por secuenciacion, no detectandose cambios con respecto a
la secuencia original previamente obtenida en el genoma, ni alteraciones del patron de
lectura. Estos clones fueron los seleccionados para evaluar su funcionalidad en el ensayo

experimental.
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6.3.3. Ensayo de la funcionalidad de los sistemas toxina-antitoxina

A partir de los clones confirmados, se realizaron los respectivos ensayos de comprobacion
para la supuesta toxicidad de la toxina, la inocuidad de la antitoxina por si sola, asi como

de su posible capacidad para neutralizar los efectos de la toxina.

Aunque se utilizaron las mismas condiciones y se aplicé el mismo procedimiento
experimental en cada caso, tal como se ha descrito en la seccion de materiales y métodos,
no todos los componentes de toxina de los STA analizados mostraron tener el efecto toxico
esperado durante el crecimiento (Tabla 6.6). Sélo tres de los 23 potenciales sistemas
identificados mostraron un comportamiento compatible con la expresion de un STA y en
las distintas condiciones experimentales aplicadas. En todos los casos se realizaron tres
réplicas para confirmar la reproducibilidad de los efectos observados. En aquellos sistemas

aparentemente funcionales se realizaron recuentos en placa.

En el caso del STA VapBC27, las curvas pertenecientes al control, a la expresion de la
antitoxina y a la expresion de ambos elementos evolucionaron de forma muy similar hasta
Ilegar a su fase estacionaria, aunque la evolucion de la curva del control termind por encima
de las dos anteriores. Por su parte, la curva donde se refleja la evolucion del cultivo donde
se indujo la expresion de la toxina, su crecimiento quedo estancado en valores de DO por
debajo de 1 al cabo de dos horas y media después del inicio de la induccion. Cuando se
tradujeron estos valores de DO a UFC por ml, basados en el recuento de colonias, se
observd un incremento progresivo del nimero de UFC/ml en el control, la expresion de la
antitoxina y de ambos elementos del STA, aunque con un ligero repunte seguido de un
descenso en lo que se refiere a los dos ultimos contajes de los cultivos en los que se
utilizaron ambos inductores. En cualquier caso, estos tres cultivos transcurridas 7 horas, al
final del experimento, presentaron recuentos del orden de 108 UFC/ml. Por su parte, en el
cultivo donde se expresé la toxina, a pesar del segundo punto (4 horas), donde se vio una
evolucion similar a los otros 3 casos, el recuento descendid y se mantuvo en el orden de

108 UFC/mI durante el resto del experimento (Figura 6.6A).

En el caso del STA VapBC28 quedaron patentes las diferencias entre la evolucion de los
cuatro cultivos en paralelo. Los cultivos control y de induccion de antitoxina evolucionaron
de forma casi idéntica a lo largo de las 7 horas de duracion del experimento. El cultivo

donde se indujeron ambos elementos mostrd un ligero retraso con respecto a los dos
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anteriores. Sin embargo, en el cultivo donde se indujo la toxina volvio a detenerse su
incremento trascurridas 2 horas después de la induccion y se mantuvo a una DO entre 0,8
y 0,9. Como se pudo comprobar en el recuento de UFC/mlI, los experimentos basados en
los cultivos control y de induccion de antitoxina no parecieron tener dificultades para
incrementar la poblacion, llegando a las 7 horas con dos 6rdenes de magnitud por encima
del contaje inicial, alcanzando las 108 UFC/ml. Por su parte la expresion de la toxina
desencaden0 una serie de altibajos en la evolucion del nimero de UFC/ml, alcanzando el
mismo nivel inicial después del descenso del primer contaje, es decir, en torno a las 10°
UFC/ml. En el caso del experimento del cultivo induciendo los dos elementos del STA
VapBC28, a pesar de que en el segundo contaje (1 hora después de la induccidn) se observo
una tendencia ascendente en el nimero de UFC/ml, esta tendencia no se mantuvo y cayé a
niveles similares a los del cultivo donde se expreso la toxina, prosiguiendo con una

evolucion similar en ambos casos (Figura 6.6B).

Por ultimo, en el caso del STA proteina hipotética-toxina de tipo zeta, las curvas obtenidas
al representar las densidades opticas determinadas a lo largo de las 7 horas confirmaron la
existencia de diferencias en la evolucion de los cultivos al someterlas a distintas
condiciones. Asi, tanto en el control como en el cultivo donde se indujo la expresién de la
antitoxina se observé un crecimiento aparentemente sin problemas, aunque la induccion de
la antitoxina provocé que se llegase antes a la fase estacionaria. Por otro lado, el cultivo
donde se indujo la expresion de ambos elementos del STA pareci6 tener més dificultades
que los dos anteriores para crecer, pero lleg6 a alcanzar densidades dpticas similares a las
del caso de la induccion de la antitoxina una vez alcanzado el final del experimento. Por
ultimo, el cultivo donde se expreso la toxina vio practicamente anulado su crecimiento
inmediatamente después de afiadir el inductor (IPTG), llegadndose a densidades Opticas por
debajo de 0,2 al final del experimento. El cultivo con la antitoxina inducida siguié una
evolucion similar a la del control en cuanto a recuentos. En el caso de la expresion de
ambos elementos del STA, aunque la evolucion no fue exactamente igual con respecto al
control, si hubo un incremento en el nimero de UFC en dos érdenes de magnitud con
respecto al contaje inicial. Estos tres cultivos terminaron con recuentos que alcanzaron las
108 UFC/ml. Por su parte, en el experimento donde se indujo tnicamente la toxina el cultivo
evolucion6 de forma contraria a los otros tres casos, disminuyendo progresivamente hasta

alcanzar las 10° UFC/ml, un orden de magnitud por debajo del contaje inicial (Figura 6.6C).
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1. VapB27 (MIl) 8. VapC5(UIBI)  15.MT0933(Mch)  22.Lipasa(MG2)  29.MT0934(D2)  36.Toxina Z*(MG2)
2. VapC27 (MIl) 9. HP-phd (D3) 16 Lipasa(Mch) 23.MT0934(MG2)  30.MT0933(D3)  37.Toxina Z*(MGS)
3. VapB28 (MIl)  10.doc (D3) 17.MT0934(Mch)  24.MT0933(MGS)  31.Lipasa (D3) 38.Toxina Z* (D2)
4. VapC28 (MIl) ~ 1LHP-antiZ(D3) ~ 18MT0933 (Mim)  25.Lipasa (MGS) ~ 32.MT0934(D3)  39.Toxina Z* (D3)
5. MT0934 (MIl)  12.ToxinaZ (D3)  19.Lipasa (Mim)  26.MT0934 (MGS) 33.MT0933 (UIB1) 40.MT0934 -S(D2)
6. MT0933 (MIl)  13.MT0934-S (Mch) 20.MT0934 (Mim) ~ 27.MT0933 (D2)  34.Lipasa (UIBl)  41.MT0934-S(D3)
7. VapBS (UIBI)  14.MT0934-S2(Mch) 21.MT0933 (MG2) 28 Lipasa (D2) 35.MT0934 (UIB1) 42.MT0934 -S(CR)
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. VapB27(MIl) 8 VapC5(UIBI)  15.MT0933(Mch)  22.Lipasa (MG2) ~ 29.MT0934(D2)  36.Toxina Z*(MG2)
. VapC27(Mll) 9. HP-phd (D3) 16.Lipasa(Mch) 23.MT0934(MG2) 30.MT0933(D3)  37.Toxina Z*(MGS)
. VapB28(MIl)  10.doc (D3) 17.MT0934(Mch) ~ 24.MT0933(MG8) 31.Lipasa(D3)  38.Toxina Z*(D2)

. VapC28 (MIl)  11.HP-antiZ(D3)  18.MT0933 (Mim)  25Lipasa (MG8)  32.MT0934(D3)  39.Toxina Z*(D3)
. MT0934(MIl)  12.ToxinaZ(D3)  19.Lipasa (Mim) 26.MT0934 (MG8) 36.MT0934 -S(D2)
. MT0933 (MIl)  13.MT0934-S (Mch) 20.MT0934 (Mim) ~ 27.MT0933 (D2) ~ 37.MT0934 -S(D3)
. VapB5 (UIBl)  14.MT0934-S2(Mch) 21.MT0933 (MG2)  28.Lipasa (D2) 38.MT0934 -S(CR)

NN R W —

Figura 6.5. Amplicones obtenidos mediante PCR a partir de ADN gendmico (géles superiores) y a partir del
ADN plasmidico de los clones finales (geles inferiores). La estimacion de los tamafios permite confirmar
que, a priori, los tamafios obtenidos son los esperados. Las toxinas MT0934S y las toxinas zeta* corresponden
a las potenciales toxinas sin antitoxina asociada.
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Tabla 6.6. Andlisis del efecto de los STA sobre el crecimiento bacteriano. Se indican las cepas de origen de
cada sistema, asi como la observacion de efecto toxico por parte de la toxina de cada sistema.

Cepa Potencial TAs Toxicidad observada

MTO0933-Lipasa-Mt0934 No
M. chelonae CCUG 474457 Toxina MT0933 (sin antitoxina) No

Toxina MT0933(sin antitoxina)

MTO0933-Lipasa-MT0934 No

MG2

Toxina zeta (sin antitoxina) No

MT0933-Lipasa-MT0934 No
MHSD2 MT0934S No
Toxina zeta (sin antitoxina) No

MT0933-Lipasa-MT0934 No
MT0934S No

CR-UIB1
Toxina zeta (sin antitoxina) No

VapBC5 No
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Figura 6.6. Curvas de crecimiento obtenidas a partir de las DO durante 7 horas y curvas de la evolucion del
namero de UFC/ml a lo largo del tiempo a partir del momento de induccion (3 horas) de las distintas
condiciones experimentales de los tres sistemas funcionales: A) VapBC27, B) VapBC28 y C) HP-Toxina
zeta.
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6.3.4. Andlisis de la expresion proteica

6.3.4.1. Identificacion de bandas

Los resultados obtenidos para el peso molecular tedrico de las proteinas de interés (Tabla
6.7) permitieron delimitar la zona de los geles analiticos de poliacrilamida donde deberian
aparecer las bandas diferenciales; concretamente entre las bandas correspondientes a los 5
y 25 kDa del marcador de peso molecular utilizado.

Tabla 6.7. Estimacion de los pesos moleculares basada en secuencia de aminoécidos de las distintas proteinas
que conforman los tres STA funcionales.

Cepa Proteina PM (kDa)
VapB27 8,34
VapC27 14,93
M. llatzerense MG13T
VapB28 8,9
VapC28 14,32
HP 13,12
MHSD3

Toxina zeta 21,64

En el caso de los ensayos de expresion de los STA VapBC27 y VapBC28 (Figura
suplementaria 1, Anexo 3) se obtuvo un patron de bandas préacticamente idéntico,
mostrando hasta incluso las mismas bandas diferenciales. Por su parte, en aquellas
situaciones experimentales en las que se indujo la expresion individual de un solo elemento
del STA no se observaron bandas diferenciales en el rango de tamafios esperado. Sin
embargo, en los experimentos donde se indujo la expresion de ambos componentes del
operon VapBC28 aparecio una banda especialmente intensa con un peso comprendido
entre 15y 10 kDa y que podria representar la toxina, hecho que no se observé con claridad

en el caso del sistema VapBC27.

En algunos aspectos la situacion es similar para el caso del STA HP-Toxina zeta (Figura
suplementaria 1, Anexo 3). Asi, no se observaron bandas diferenciales en aquellos carriles
del gel en los que se analizaron situaciones experimentales donde se expres6 solamente
uno de los elementos que conforman este sistema. Sin embargo, si se observaron
diferencias en el carril donde se analizo la expresion de ambos elementos. Concretamente

se observo una banda sobreexpresada comprendida entre los 20 y 25 kDa, ademas de una
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segunda banda entre los 10 y 15 kDa, y que en base a los tamafios estimados se
corresponderian con la toxina y la antitoxina respectivamente (Figura suplementaria 1,
Anexo 3).

6.3.4.2. MALFI-TOFF MS

Sistema VapBC27 y VapBC?28

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de la toxina VapC28 al identificarse por
MALDI-TOF MS 9 péptidos (Tabla 6.8), cubriendo un 50,4 % de la secuencia proteica
(Figura 6.7). Ademas, estos fueron confirmados por espectrometria de masas. Para las
proteinas VapB28, VapC27 y VapB27 no se consiguié identificar ningln péptido que
validara su presencia.

Tabla 6.8. Secuencias peptidicas identificadas como pertenecientes a la toxina VapC28, relacionadas con las
respectivas masas observadas experimentalmente, esperadas y tedricas. Se indica el % de error observado

entre la masa teorica y experimental. “M” representa el niimero de lisinas o argininas no digeridas por la
tripsina.

Masa Masa Masa

[0) , R
Observada  Esperada  Teérica % M Péptido

Inic.-Fin

81-84 537.3571 536.3498 536.2707 0.0148 0 R.QAYR.D
75-80 671.5249 670.5176 670.4126 0.0157 0 R.QALLAR.Q
24-31 754.5612 753.5540 753.4497 0.0138 0 R.AIVAGAPR.R
112-117 785.5736 784.5663  784.4483 0.0150 0 R.EPLLWK.G
111-117 941.6798 940.6726  940.5494 0.0131 1 R.REPLLWK.G
81-88 984.6490 083.6417 983.4825 0.0162 1 R.QAYRDFGK.G
118-127 1060.6020  1059.5947 1059.4734 0.0115 0 K.GDDFGHTGVR.S
14-23 1139.6493  1138.6420 1138.4891 0.0134 0 R.DENDAAVYSR.A
57-74 1925.1660  1924.1587 1924.0517 0.0056 0 K.LDELLGTAGVIIEPVTER.Q

VapC28

1 MIIDTSSIIA ILRDENDAAV YSRAIVAGAP RRLSAGNYVE CGIIVDRDRD
51 PALSSKLDEL LGTAGVIIEP VTERQOALLAR QAYRDFGKGS GHPAGLNFGD
101 CFAYALAIDR REPLLWKGDD FGHTGVRSAL ESS

Figura 6.7. Secuencia proteica de la toxina VapC28 cubierta con los péptidos identificados. La secuencia
aminoacidica de los péptidos identificada corresponde a 71 de 133 aminoacidos, resaltados en rojo.
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Sistema HP-Toxina zeta

El anlisis por MALDI-TOF del patron de picos obtenidos a partir de la muestra dio como
resultado la identificacion positiva de las proteinas en la base de datos propia creada a partir
de las secuencias proteicas de los STA funcionales, mientras que no se obtuvo ningln
resultado cuando se realizé la busqueda con el programa MASCOT en Swiss-Prot.

En lo que respecta a la toxina se identificaron 13 péptidos (Tabla 6.9) que cubrieron hasta
un 80 % del total de la secuencia de la proteina (Figura 6.8), mientras que en el caso de la
antitoxina se identificaron nueve (Tabla 6.10) péptidos que en este caso abarcaron el 65 %
(Figura 6.9). Todos los picos fueron confirmados posteriormente mediante espectrometria

de masas.

Tabla 6.9. Secuencias peptidicas identificadas como pertenecientes a la toxina zeta relacionadas con las respectivas
masas observadas experimentalmente, esperadas y teéricas. Se indica el % de error observado entre la masa teérica y

experimental. “M” representa el nlimero de lisinas o argininas no digeridas por la tripsina.

Masa Masa Masa

— - —
Inic-Fin observada esperada tedrica /o M Péptido
85-89 629.4743 6284670  628.3908 00121 0  KLDLIRS
52-57 680.4117 679.4044 6793289 00111 0  RAYEAARI
132-136  694.4388 6934315  693.3558  0,0109 1 RARYERL
58-63 7174772 716.4699 7163817  0,0123 0  RIAEQTRQ
90-99 1081.6030 10805958 10805200 0,007 0 'E'SAQAADYTVR'
43-51 10825730 10815657  1081.4829  0,0077 0  RWPDEDPAPRA
118-129 12227630 12217557  1221.6353  0,0099 0 E‘YEAGGHSVP'E
41-51 1366.7608 13657535  1365.6425  0,0081 1 'XQRWPDEDPAPR
100-113 16221286 16211213 16209814  0,0086 p  REEVERUASELD
VOR.V
K.FLAPLLHESVF
22-40 21133526 21123453 21121285 00104 0 GO RReL
R.QALISQGRPFIA
64-84 23134832 23124759  2312.2277 00107 0 FRALSSeRE
R.GOVVGTLTWP
171190 23214734 23204661 23202117 0,011 0 OWTPAPLWORW

R.LWPLVVDAIAL
137-163 2854.7691 2853.7618 2853.4549  0,0108 0 ADSSVVFDNSSEP
GPR.V
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Tabla 6.10. Secuencias peptidicas identificadas como pertenecientes a la HP, relacionadas con las respectivas
masas observadas experimentalmente, esperadas y tedricas. Se indica el % de error observado entre la masa
tedrica y experimental. “M” representa el namero de lisinas o argininas no digeridas por la tripsina.

Masa Masa Masa

Inic-Fin observada  esperada tedrica %0 M Péptido
2-10 982.6832 981.6759 981.5356 0,0143 0 M.AAPVDRPTR.V
32-39 1053.6712 1052.6639 1052.5152 0,0141 0 K.QQLDHWAR.L
55-66 1261.8439  1260.8366 1260.6496 0,0148 0 R.VEAALSGQLSMR.E
88-98 1266.8578 1265.8505 1265.6728 0,0140 0 R.AATHLQDELR.A
54-66 1417.9621 1416.9548 1416.7507 0,0144 1 R.RVEAALSGQLSMR.E
87-98 1422.9743 1421.9670 1421.7739 0,0136 1 R.RIAATHLQDELR.A
11-25 1445.9502 14449430 1444.7158 0,0157 0 R.VASDLLDSAAAEGAR.Q
53-66 1574.0906 1573.0833 1572.8518 0,0147 2 R.RRVEAALSGQLSMR.E
67-86 2302.4850 2301.4777 2301.1376 0,0148 O S'ELTPEEGWFNAEIEVELER'
Toxina zeta
1 VKRLDLIVGP NGSGKTTFVA KFLAPLLHES VEFVNADEIAK QRWPDEDPAP
51 RAYEAARIAE QTRQALISQG RPFIAETVFS HPSKLDLIRS AQAADYTVRL
101 LVLLVPEELT  VQRVAARVEA GGHSVPIEKI RARYERLWPL,  VVDAIALADS
151 SVVFDNSSEP  GPRVVARMTR GQVVGTLTWP  QWTPAPLWQR  WTDSA
Proteina hipotética
1 MAAPVDRPTR  VASDLLDSAA  AEGARQSRSA KQOQLDHWARL GREVSSQDNV
51 SRRRVEAALS GQLSMRELTP  EEGVVFNAEI EVELERRIAA  THLQDELRAE
101 GMRVVVLNDA GEIVQYPPA

Figura 6.8. Secuencia cubierta con los péptidos identificados. La secuencia aminoacidica de los péptidos
identificados en el total de las proteinas analizadas (156 aminoécidos para la toxina y 78 aminoécidos para la
proteina hipotética) se indican en rojo.

6.3.5. Caracterizacion estructural de los sistemas toxina-antitoxina
6.3.5.1. Sistemas tipo Vap

VapBC27
Atendiendo a los resultados de busqueda que se obtuvieron mediante BLAST, tanto en el

NCBI como en UniProt, de la secuencia proteica correspondiente a la antitoxina VapB27,
se observaron coberturas superiores al 90 % en base al alineamiento con otras proteinas
homologas, con las que se alcanzaron identidades superiores al 80 % en otras especies de
MCR e inferiores en especies de MCL, aunque siempre se mantuvieron por encima del 50
%. En M. mucogenicum se observo la presencia de dos proteinas en la misma disposicion

que fueron muy similares a las proteinas VAPB27 y VAPC27 de M. llatezerense MG13T,
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con una cobertura del 99 % y una identidad del 87 % en el caso de la toxina y del 100 %
tanto de cobertura como de identidad para la antitoxina. Manteniendo siempre el criterio
adoptado de busqueda con BLAST de un minimo de 50 % de identidad en por lo menos el
50 % de la secuencia, se detectaron proteinas similares también en otros géneros como los

de Tetrasphaera, Microlunatus o Gordonia.

En el momento de representar graficamente las 50 proteinas mas semejantes a la antitoxina
detectadas en UniProt (Figura 6.9A, nimeros de acceso en la Tabla suplementaria 3 del
Anexo 3), principalmente reguladores transcripcionales (TR, del inglés Transcriptional
Regulator) y proteinas no caracterizadas (UP, del inglés Uncharacterized Protein), se
obtuvieron dos grandes ramas muy estables, cuyos valores de soporte de agrupacion
superaron el 93 %. Como se puede observar en la figura 6.9A, la rama superior se bifurca
a su vez en dos grandes agrupaciones. Por una parte, un grupo constituido por proteinas
muy similares pertenecientes a las especies patdgenas de M. tuberculosis, M. caprae, M.
africanum, M. canetii y M. orygis, con las que también se agrupé un TR putativo de
Blastococcus sasobxidens DD2. Ademas, el conjunto de proteinas pertenecientes a
distintas cepas del género Frankia spp., un género también incluido en el orden
Actinomicetales, se agruparon de forma estable. La segunda gran rama del dendograma,
agrupd proteinas de diferentes especies. A pesar de que los valores del analisis jerarquico
de grupos mediante bootstrap que se obtuvieron para esta rama fueron altos, no se
establecieron agrupaciones suficientemente robustas para la mayoria de las proteinas
incluidas. Sin embargo, la antitoxina VapB27 de M. llatzerense MG13'y el TR de M.

mucogenicum se agruparon en el 95 % de los casos.

Aplicando el mismo procedimiento para la toxina VapC27 (Figura 6.9B, numeros de
acceso en la Tabla suplementaria 4 del Anexo 3), el anélisis jerarquico de grupos volvio a
revelar una gran rama constituida por ribonucleasas del genero Frankia agrupadas con
ribonucleasas de las especies patdgenas comentadas anteriormente, con valores de soporte
de agrupacion elevados. Sin embargo, y al margen de esta, en el resto de nodos no se
consiguieron agrupaciones de forma eficiente, a excepcion de las ribonucleasas VapC de
MCR, tal como se puede observar en la parte inferior del dendrograma de la figura 6.9B,
en donde nuevamente la toxina VapC27 se agrup0 con la proteina homologa presente en
M. mucogenicum con valores del soporte de agrupacién del 85 % mediante 100 veces de

iteracion del proceso.




| Capitulo 4: Sistemas toxina-antitoxina
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93 | Antitoxina VapB27 (M. chlorophenolicum)
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93 TR familia AbrB (Microbacterium sp. Leaf203)
TR, familia AbrB (P. acidipropionici ATCC 4875)
UP (M. phosphovorus ATCC 700054)
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85 Ribonucleasa VapC27 (M. llatzerense MG13")

Ribonucleasa (M. mucogenicum, multiespecies)

UP (G. rhizosphera NBRC 16068)

— Ribonucleasa VapC (P, acidipropionici ATCC 4875)

Ribonucleasa VapC (M. mulieris FB024-16)
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0,2

Figura 6.9. Dendrogramas obtenidos por MLE (100 iteraciones) con las proteinas que mediante BLAST
mostraron una similitud de secuencia aminoacidica superior al 50 % (con un 50 % de cobertura) a VapB27
(A) y VapC27 (B). TR (del inglés Trascriptional Regulator), UP (del inglés Uncharacterized Protein).
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La prediccion estructural automatizada basada en la secuencia de aminoacidos de ambos
elementos y que se llevd a cabo con la plataforma integrada I-TASSER (Figura 6.10)
contempla una estructura de la toxina formada por siete hélices a y cuatro laminas B. El
analogo estructural definido experimentalmente mas préximo fue la VapC27 (TM-score
0,81) y que corresponde a la toxina del sistema VapBC de Shigella flexneri, con nimero
de acceso 3TND en el PDB [240].

B

.
N-terminal
N-terminal

Figura 6.10. Prediccidn estructural de la potencial toxina VapC27 (A) y de la potencial antitoxina VapB27
(B) obtenida a través de la plataforma bioinformatica I-TASSER. Se destacan en rojo las hélices o y en
verde las laminas B. Dichas estructuras aparecen numeradas en orden de aparicién desde el extremo amino-
terminal al extremo carboxilo-terminal dentro de cada tipo.

Tal como se pudo observar al superponerlas (Figura 6.11), las estructuras del modelo
calculado y el analogo estructural definido experimentalmente son practicamente
idénticos, con la salvedad de pequefias diferencias existentes. En ambos casos se pudo
observar la representacion tipica de la estructura correspondiente al dominio PIN. Por su
parte, la prediccion estructural de la antitoxina VapB27 puso de manifiesto la existencia
de una hélice o y dos laminas f. El andlogo estructural mas proéximo a la antitoxina fue la
proteasa Lon de Meiothermus taiwanensis (con nimero de acceso 4FW9 en PDB),
aungue con un TM-score de 0,46, reflejando poca concordancia estructural (Figura 6.12).
Otros ejemplos a destacar incluirian una dipeptidasa de Pyrococcus horikoshii OT3 (con
namero de acceso 1WNL1 en PDB) y otra dipeptidasa PepE de M. ulcerans (con numero
de acceso 4EGE en PDB).
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Figura 6.11. Representacién de la superposicion estructural entre la toxina VapC de S. flexneri (rojo) y M.
llatzerense MG13T (azul) donde se observa la coincidencia entre los distintos elementos estructurales de
ambas proteinas.

Figura 6.12. Comparativa estructural entre la toxina VapB27 (azul) de M. llatzerense MG13" y la proteasa
Lon de Meiothermus taiwanensis (rojo). En el modelo se pueden observar las notables diferencias
estructurales entre ambas proteinas.
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VapBC28

Los resultados de BLAST en el caso de la toxina, tanto en el NCBI como en UniProt,
mostraron similitudes con ribonucleasas tipo VapC presentes en otras especies del género
Mycobacterium, asi como con ribonucleasas o proteinas no caracterizadas (UP) presentes
en otros géneros como Frankia, Athrobacter, Pseunonocaria y Gordonia, todas ellas con
coberturas por encima del 70-80 % e identidades superiores al 60 %. La misma situacion
se encontrd cuando se hizo un analisis equivalente para la antitoxina VapB28. No
obstante, en este caso a pesar de que los primeros resultados correspondian a proteinas
con coberturas por encima del 80 % e identidades de méas del 70 %, los resultados no
fueron tan abundantes como en el caso anterior, apareciendo rapidamente en el listado
proteinas que, a pesar de presentar buenas coberturas, las identidades no superaron el 50
%.

Las proteinas de las especies patdgenas M. tuberculosis, M. caprae, M. africanum, M.
canetii, M. orygis y M. bovis fueron muy similares y se agruparon perfectamente entre
ellas, tanto en el caso de la toxina como de la antitoxina. Por su parte, la antitoxina
VapB28 no pudo agruparse de forma estable con las antitoxinas de otras micobacterias ni
con otros grupos de proteinas (Figura 6.13A, nimeros de acceso en la Tabla
suplementaria 5 del Anexo 3)

En el caso del dendrograma obtenido para la toxina VapC28, todas las ribonucleasas
VapC de micobacterias se agruparon de forma homogénea entre ellas y con buenos
valores de soporte de agrupacion. Dentro de este grupo, la toxina VapC28 de M.
llatzerense MG13" formd claramente una rama independiente del resto. Una vez mas las
ribonucleasas del género Frankia formaron una agrupacién propia, pero en este caso la
relacién con las correspondientes a micobacterias patdgenas no fue tan evidente (Figura

6.13B, numeros de acceso en la Tabla suplementaria 6 del Anexo 3).
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M. tuberculosis-bovis-caprae-africanum-canetii-orygis
Antitoxina VapB28 (M. kansasii 732)

Antitoxina (M. gastri "Wayne')

Antitoxina (Mycobacterium sp. Root135)
Antitoxina (M. heraklionense)

100 |—UP (metagenoma)

LUP (metagenoma)

Proteina de la familia Rv0623, T.F (M.vanbaalenii PYR-1)
VapB28 (M. llatzerense MG13T)
UP (G. araii NBRC 100433)

0.3
M. tuberculosis-bovis-caprae-africanum-canetii-orygis
B UP (M. tuberculosis CAS)
Ribonucleasa VapC (M. vanbaalenii PYR-1)
Ribonucleasa VapC (M. kansasii 732)
Ribonucleasa VapC (M. gastri 'Wayne')
80

Ribonucleasa VapC (M. heraklionense)

Ribonucleasa VapC (Mycobacterium sp. Root135)
VapC28 (M. llatzerense MG13T)

Ribonucleasa VapC (G. araii NBRC 100433)
87[ UP (metagenoma)
99 |:UP (metagenoma)

UP (metagenoma)
Ribonucleasa VapC (Rhodovulum sp. PH10)
Ribonucleasa VapC (B. saxobsidens DD2)

9% Ribonucleasa VapC (Novesphingobium sp. Rr 2-17)
{Ribonucleasa VapC (Novosphingobium sp. AAP93)
100 |Ribonucleasa VapC (L.alstonii ser. Sichuan 79601)
| Ribonucleasa VapC (L. alstonii ser. Pingchang 80-412)

100 r—Ribonucleasa VapC (K. sinensis KCTC 19936)
L Ribonucleasa VapC (K. subterranea KCTC 19937)
Ribonucleasa VapC (L. halotolerans sp. C296001)
Ribonucleasa VapC (B. saxobsidens DD2)
80/ Proteina hipotética (Frankia sp. Cpl1-P)
iﬁRibonucleasa VapC (Frankia sp. Cpl1-S)

Ribonucleasa VapC (Frankia sp. ACNlag)

98

— Ribonucleasa VapC (Frankia sp. DSM 45899)
—r Ribonucleasa VapC (N. vulneris)
Ribonucleasa VapC (4gromyces sp. Soil535)
0.1

Figura 6.13. Dendogramas obtenidos mediante el algoritmo de MLE (100 iteraciones) a partir de las
proteinas que mostraron mas de un 50 % de similitud (y mas de un 50 % de cobertura) con las proteinas
VapB28 (A) y VapC28 (B). UP (Proteina no caracterizada).
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Como proteina englobada dentro del grupo de proteinas con dominios PIN, VapC28
volvié a mostrar el motivo estructural que le caracteriza (Figura 6.14), en este caso

constituida por seis hélices a y cuatro ldminas B segin la prediccion realizada con I-

TASSER.
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Figura 6.14. Prediccion estructural de la toxina VapC28 (A) y de la antitoxina VVapB28 (B) obtenida a
través del programa I-TASSER. Se indica en rojo las hélices o y en azul las l1dminas B. Dichos elementos
se enumeran por orden de aparicidn desde el extremo amino-terminal al extremo carboxilo-terminal dentro
de cada tipo de estructura.

Su anélogo estructural méas préximo fue la toxina del STA VapBC30 de M. tuberculosis
(con ndmero de acceso 4XGQ en PDB), con un C-Score de 0,97. La estructura
tridimensional para la toxina VapC30 fue previamente determinada experimentalmente
[241]; y mediante los modelos de superposicion de la estructura pronosticada en base a
dicho homologo, y salvo pequefias diferencias resultaron ser practicamente iguales
(Figura 6.15). Por su parte, el modelo predictivo hecho para la estructura de la antitoxina
VapB28 mostré una configuracion estructural con cuatro hélices a. Esta proteina fue
incluida por Pfam en la superfamilia "PKS Transcriptional factor", caracterizada por una

estructura que contiene un motivo lazo-hélice-hélice de union al ADN.

Su homologo estructural méas proximo resulto ser una proteina represora denominada Arc
(LUP9 en PDB) con un C-Score de 0,57, la cual esta incluida en Pfam dentro del mismo
grupo en el que se clasifico la antitoxina VapB28 (clan CL0057 en Pfam), que incluye

también otras familias de antitoxinas como ParD, ParG o CcdA. En la superposicion de
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los modelos de estructuras, con importantes diferencias generales, si parecen coincidir en

el motivo lazo-hélice-hélice de unién al ADN (Figura 6.16).

Figura 6.15. Comparativa estructural entre la toxina VapC30 (rojo) de M. tuberculosis y VapC28 (azul) de
M. llatzerense MG13T desde diferentes perspectivas.

Figura 6.16. Comparativa estructural entre el represor Arc (rojo) y VapB28 (azul) de M. llatzerense MG13T
desde diferentes perspectivas.
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Caracterizacion del centro activo de las ribonucleasas Vap

Teniendo en cuenta el diagrama oculto de Markov o HMM (Figura 6.17) para las
proteinas con dominio PIN y atendiendo a los valores del C-Score proporcionados en el
analisis con I-TASSER, por debajo de 0,3 en una escala de 0 a 1, su deteccion en las

toxinas VapC27 y VapC28 no fue posible.
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Figura 6.17. Diagrama de Markov de la familia de proteinas con dominio PIN (base de datos Pfam). En
dicho diagrama se destacan principalmente el grado de conservacion de los 4 aminoacidos que conforman
su centro activo (mayor tamafio de letra, mayor grado de conservacion).

Mediante el alineamiento de estructuras se identifico a los cuatro residuos implicados en
el centro activo de las toxinas Vap de los genomas estudiados, segun el HMM de las
proteinas con dominio PIN. Se utilizaron como guia tres estructuras de proteinas de este
tipo y aplicando un procedimiento descrito anteriormente en la bibliografia [241]. El
resultado de este alineamiento revel6 cémo la toxina VapC27 presentaba las cuatro
posiciones de aminoacidos altamente conservados en secuencia, mientras que las toxinas
VapC5 y VapC28 presentaban conservados tres de los aminoacidos, mientras que en el
cuarto la glutamina era sustituida por glicina en el caso de la toxina VapC28 y por
asparagina en el caso de la VapC5 (Figura suplementaria 2 y Tabla suplementaria 9,
Anexo 3). La localizacién de estas posiciones en la estructura terciaria de la proteina

permitio la reconstruccion del centro activo (Figura 6.18).
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Figura 6.18. Representacion de las posiciones de los residuos potencialmente implicados en la actividad
de las toxinas donde D: Aspartato, E: glutamina, G: glicina y N: asparagina. A) Proteina con dominio PIN
de Pyrobaculum aerophilum ATCC 51768, B) Archaeoglobus fulgidus DSM 4304, C) VapC5 de M.
tuberculosis H37Rv, D) VapC27, E) VapC28 de M. llatzerense MG13" y F) VapC5 de la cepa CR-UIB1.
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6.3.5.2. Sistema proteina hipotética-toxina zeta

En base a los resultados obtenidos mediante BLAST, tanto en NCBI como UniProt, este
sistema Unicamente mostré similaridad con un pequefio grupo de proteinas. En el caso de
la HP los porcentajes de identidad fueron superiores al 92 % e incluia un conjunto de
proteinas idénticas asociadas al mismo ndmero de acceso (WP_064408866.1),
pertenecientes a las cepas Mycobacterium sp. QIA-37 (nimero de acceso CP010071.1),
M. chelonae 1558 (nimero de acceso JAOIOL, aislada de una muestra de esputo) y M.
chelonae 15517 (nimero de acceso MLIRO1, aislada de una muestra de tejido blando).
En el caso de la toxina zeta las identidades se mantenian entre un 88 y un 99 %, en un
100 % de cobertura, con una ATPasa multiespecie (WP_070917639.1) representada
nuevamente en las cepas 1558 y 15517 (indicadas en el caso anterior) y M. chelonae
15518 (numero de acceso MLISO1, aislada de tejido blando); una ATPasa de
Mycobacterium sp. QIA-37 (WP_064408867.1); y una HP (WP_064408867) de la cepa
M. chelonae 203 (nimero de acceso MLIDO1). Los resultados de BLAST con el resto de
proteinas utilizadas en la presente comparativa se mantuvieron por encima del 90 % de
cobertura, pero con identidades inferiores al 65 %, entre las cuales se encontraron
representantes de los grupos MCR y MCL. A partir del listado obtenido en UniProt,
ordenado por identidad, las 50 primeras proteinas se utilizaron en la construccion de los

dendrogramas para confirmar su posicion y relaciones respecto al resto (Figura 6.19).

La representacion grafica del andlisis jerarquico obtenido para la HP, y en el que se
representaron las relaciones en base a la secuencia de aminoacidos de la antitoxina (Figura
6.19A, numeros de acceso en la Tabla suplementaria 7 del Anexo 3); se diferenciaron dos
grupos principales: 1) proteinas representativas de MCL y MCR, donde a su vez destacan
dos grandes agrupaciones constituidas por proteinas altamente similares de especies del
complejo M. avium (MAC), y proteinas iguales presentes en las especies patégenas M.
tuberculosis, M. caprae, M. africanum, M. orygis y M. canetti; y 2) un grupo constituido
por la HP de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3 que, junto con las proteinas con las que
mostro valores de identidad altos, formo una agrupacion individual con un valor de
soporte estadistico del 100 % y mostrando una notable diferencia en cuanto a secuencia

de aminoéacidos con respecto a las otras proteinas comentadas.
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El &rbol obtenido para la toxina zeta (Figura 6.19B, nimeros de acceso en la Tabla
suplementaria 8 del Anexo 3) mostrd una division en dos grupos principales. El primero
reflej6 una clara diferenciacion entre ATPasas o UP procedentes de MCL y MCR,
formandose a su vez dos subgrupos. El primer subgrupo aglutinaria las proteinas
procedentes de MCL, a excepcién de M. phlei que es una MCR cuya toxina aparecio bien
agrupada con las proteinas procedentes de M. parascrofularaceum y M. europaeum. En
este subgrupo las secuencias procedentes de las especies M. tuberculosis, M. caprae, M.
africanum y M. orygis mostraron ser practicamente idénticas (valores de identidad por
encima del 98 % sobre el 100 % de la secuencia), al igual que las proteinas de los
representantes del MAC. Por su parte, en el segundo subgrupo de la rama superior se
concentraron las secuencias procedentes de micobacterias de crecimiento rapido, a
excepcion de M. vulneris, una MCL cuya toxina aparecio agrupada con las toxinas zeta 'y

ATPasas de MCR como M. neworleansense o M. conceptionense.

El segundo grupo principal del dendrograma, con unos valores de soporte de agrupacion
del 100 %, se form6 con las secuencias de las proteinas procedentes de la cepa
Mycobacterium sp. MHSD3, Mycobacterium sp. QIA-37, las ATPasas de las cepas M.
chelonae 1558 y 15517 y M. chelonae 15518; asi como una HP de M. chelonae 203. Esta
agrupacién quedé claramente fuera de cualquiera de las agrupaciones del dendograma.
En el analisis jerarquico para estos grupos de proteinas, los valores de soporte de

agrupacion derivados mostraron en general una gran solidez en las relaciones obtenidas.

Vista la gran similitud con respecto a las proteinas de la cepa MHSD3 y las cepas 1558,
15517, QIA-37 y 203, en el contexto de la gendmica comparada se realizé un estudio de
sintenia entre dichas cepas con respecto a las dos proteinas estudiadas (Figura 6.20). Asi,
se observé cierto grado de paralelismo en la organizacion de los genes que codifican para
dichas proteinas. En todos los casos se identificaron genes codificantes para proteinas con
dominios de trasnposasa corriente arriba del gen de la HP del supuesto STA. Genes
relacionados con actividad B-lactamasa fueron hallados en las cepas MHSD3, 1558,
15517 y QIA-37 codificados corrientes abajo del gen de la zeta toxina u homologos.
Aunque en el caso de la cepa M. chelonae 203 no se encontraron genes relacionados con
dicha actividad, si se encontré un gen que codificaba para una proteina con dominio
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degradador de grupos hemo, relacionado con la respuesta al estrés frente a la presencia
de hemina o perdxido.

UP M. aviumn (subsp. avium-subsp. hominissuis-subsp. silvaticum)
M. paratuberculosis, Mycobacterium sp.

UP (M. avium subsp. avium 2285 (R))
UP (M. colombiense CECT 30357)
UP (M. tuberculosis TKK-01-0051)

74|UP (M. gilvum PYR-GCK)
e wm. gilvum Spyrl)
40

UP (M. vaccae ATCC 25954)

L|—— UP (M. gordonae CTRI 14-8773 )
70

UP (M. smegmatis MKDS8)
100
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100 [~ UP(M. parascrofulaceum ATCC BAA-6147)
58 Lup (M. europaeum CSUR P1344)
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90 o M. tuberculosis-caprae-africanum-orygis
UP (“M. canetti” CIPT 140010059)

88 |HP (Mycobacterium sp. MHSD3)

100 HP (Mycobacterium MULTISPECIES)

L HP (Mycobacterium sp. 203)
0.07

100 7?{M_ tuberculosis-caprae-africanum-orygis
B LUP (“M. canetti” CIPT 140010059)

Proteina con dominio AAA(M. avium subsp. avium 2285 (R))

ATPasa (M. avium subsp. hominissuis 101)

UP (M. paratuberculosis ATCC BAA-968)

Proteina con dominio AAA (Mycobacterium sp. MAC_080597_8934)
" 100 UP (M. avium subsp. hominissuis TH135)

UP (M. avium XTB13-223)
ATPasa (M. avium subsp. avium 11-4751)

86

LL—UP (M. colombiense CECT 30357)
98 UP (M. tuberculosis TKK-01-0051)

UP (Mycobacterium. sp. TKK-01-0059)
941UP (M. yongonense 05-1390)
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95 UP (M. parascrofulaceum ATCC BAA-614T)
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100 UP (M. phiei RIVM601174)
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Toxina zeta (M. farcinogenes DSM 43637)
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Toxina zeta (Mycobacterium sp. MHSD3)
TPasa (Mycobacterium sp. QlA-37)

ATPasa (M.chelonae 203)

100
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Figura 6.19. Dendogramas obtenidos mediante el algoritmo de MLE (100 iteraciones) a partir de las
proteinas que mostraron mas de un 50 % de similitud (y méas de un 50 % de cobertura) con la proteina
hipotética (A) y la toxina zeta (B). UP (Proteina no caracterizada).
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No se pudo obtener mucha mas informacion en cuanto a la sintenia de la cepa M. chelonae
15518, ya que la organizacion mostrada en la figura 24 corresponde a un contig de 3 kb.
La sintenia de los genes de interés fue mas conservada entre las cepas MHSD3, 1558 y
15517.

Mycobacterium sp. MHSD3 <_X__{il—DP-MH— DN GEGE D + O Dominios integrasa/transposasa
[ Potencial antitoxina
X a&a—hr e T - .
M. chelonae 1558 * W Potencial toxina zeta
M. chelonae 15517 <X & M EEDGED @B O Dominiosderespuesiaaestres

B Genes relacionados con B-Lactamasas

Mycobacterium sp. QIA-37 < - HDDED — D0} HEDE@EER  § Ouosgenes
M. chelonae 15518 > -

M. chelonae 203 DD G DD 4 Gl D DD e (e

Figura 6.20. Sintenia observada en los bloques génicos que enmarcan los genes que representan el
potencial operén HP.-toxina zeta. Se destaca en verde el gen de la potencial antitoxina (HP). de interés, en
rojo el gen que codifica para la toxina zeta, en violeta los genes que contienen dominios relacionados con
actividad B-lactamasa, en amarillo los genes con dominios de respuesta a estrés y en negro se representan
los genes relacionados con otras funciones.

Con la ayuda de I-TASSER se consiguieron realizar las predicciones estructurales tanto
de la toxina como de la antitoxina en el STA HP - toxina zeta (Figura 6.21). En el primer
caso, la estructura se conform¢ por siete hélices a y cinco laminas 3, mientras que en la

antitoxina se encontraron cinco hélices a.

A ’,-C—terminal B C-terminal

N-terminal

SN-terminal

Figura 6.21. Prediccion estructural de la toxina zeta (A) y de la potencial antitoxina (HP) (B) presente
Unicamente en el genoma de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3. En rojo se destacan las hélices a y en
verde las laminas . Estos elementos se enumeran por orden de aparicion desde el extremo amino-terminal
al extremo carboxilo-terminal dentro de cada tipo.
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A partir de las estructuras disponibles en bases de datos, el analogo estructural mas
préximo a la toxina de MHSD3 segln I-TASSER resulto ser la toxina { del STA ¢-( del
plasmido pSM19035 de Streptococcus pyogenes [242] (cadena B del complejo bajo el
namero de acceso 1GVN en el PDB). Al superponer ambas estructuras, se observo la
existencia de importantes similitudes en lo que respecta al nucleo central de la proteina,

a la vez que presentaron notables diferencias en otras regiones (Figura 6.22).

A través de la informacion obtenida por I- TASSER, se consiguieron identificar los
posibles residuos aminoacidicos que estarian implicados en el lugar de unién a ATP
(Figura 6.23). EI C-Score que se obtuvo para este potencial punto de unién al ATP
identificado fue de 0,69.

Por lo que respecta a la potencial antitoxina el analogo estructural mas cercano, segun los
calculos de I- TASSER, fue la helicasa PriA de Klebsiella pneumoniae (con nimero de
acceso 4NL4 en el PDB); una proteina de unién al ADN con un tamafio muy superior a
la hipotética antitoxina (Figura 6.24) y que no tendria nada que ver con los sistemas
toxina-antitoxina conocidos. En base a que la plataforma Pfam clasifico la antitoxina en
la familia ParD-like, se decidié hacer la comparacion con dicha antitoxina utilizando la
Unica estructura disponible en el PDB y que corresponderia a la proteina ParD de
Escherichia coli, con numero de acceso 2AN7 en el PDB (Figura 6.25). Como resultado
de esta ultima comparacion se pudo observar que estructuralmente no existen similitudes
y, de hecho, no se pudieron superponer a consecuencia de estas sustanciales diferencias
existentes. Ademas, el alineamiento de las secuencias proteicas de ParD y la antitoxina

de MHSD3 mostraron a nivel de secuencia de aminoacidos ser también muy diferentes.
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Figura 6.22. Comparativa estructural entre la toxina { del plasmido pSM 1035 S. pyogenes (rojo) y la toxina
zeta presente en el genoma de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3 (azul). Se observa la similitud en el
nucleo central de ambas proteinas.

ASN 11

Figura 6.23. Residuos potencialmente implicados en la zona de unién a ATP (molécula destacada en color
violeta). ARG: arginina, ASN: asparagina, LYS: Lisina, THR: treonina, HIS: histidina, PHE: fenilalanina.
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Figura 6.24. Comparativa estructural entre la helicasa PriA de Klebsiella pneumoniae (Azul) y la potencial
antitoxina del genoma de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3 (rojo) desde diferentes perspectivas.

Figura 6.25. Comparativa estructural entre la antitoxina ParD (A, B) y la potencial antitoxina de MHSD3
(C, D).
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6.4. Discusion

6.4.1. Sistemas toxina-antitoxina tipo Vap

La familia de proteinas VapBC es la mas comun y abundante dentro de las nueve familias
de STA aceptadas a dia de hoy [241]. Existen estudios en los que se apunta hacia una
funcién enfocada a la ralentizacion o detencion del crecimiento celular frente a
determinados estimulos externos, permitiendo a la célula entrar en un estado de letargo
que le permite sobrevivir en un ambiente hostil o de condiciones estresantes [243,244],
pudiéndose relacionar también con la virulencia del microorganismo [245]. En
consecuencia, en principio no se trata de sistemas letales para el huésped, presentando
ademas un efecto reversible en el momento en que la condicion adversa desaparece [246].
Esto puede ser especialmente importante en patdgenos bien definidos como M.
tuberculosis, donde la accién de estos sistemas les ayudaria a entrar en un estado de
latencia (células persistentes) durante las etapas intracelulares del proceso de infeccion y
podria explicar en cierta manera la gran cantidad de copias de vapBC que podemos
encontrar en su genoma, donde mas del 50 % de STA corresponden precisamente a los
de tipo VapBC [238]. Este hecho se confirmé en el caso de M. tuberculosis CR-UIB2
donde se encontraron hasta 46 sistemas VapBC de los 68 STAs detectados, lo que
representa un 67 %. Ese nimero tan elevado a buen seguro se debe a un importante papel
que lleva a este patdgeno a no solo no desprenderse de ellos, sino incluso a acumularlos.
En el caso de las bacterias ambientales, estos niUmeros no fueron tan elevados, pero siguen
estando presentes, como es el caso de los sistemas VapBC27 y VapBC28 hallados en M.
llatzerense MG13™ y el de VapBC5 de M. abscessus subps. bolletii CR-UIB1.

Las toxinas VapC son ribonucleasas cuya estructura esta caracterizada por la presencia
del denominado dominio PIN. Las proteinas con dominio PIN estdn ampliamente
distribuidas y aparecen en eucariotas, arqueas y bacterias, desempefiando generalmente
en este Ultimo caso el papel de toxina de los operones TA [247]. Al parecer, ejercen su
actividad ribonucleasa sobre ARN monocatenario en un proceso dependiente de Mg?*, o
en algunos casos de Mn?* [248,249]. En la mayoria de ocasiones el gen que codifica para
la toxina VapC presenta corriente arriba un gen, normalmente orientado en sentido 5’-

>3’ solapando en su extremo el gen de la toxina, el cual codifica una proteina que suele
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contener dominios de union al ADN [250], especialmente de las superfamilias MetJ/Arc
y ArbB/MazE [251]. Esto se debe a que las antitoxinas VapB inhiben la accién de la
toxina uniéndose a ellas mediante una interaccidn proteina-proteina y, una vez formado
este complejo, son capaces de unirse al ADN para auto-regular la expresion del operdn
TA [250].

En las toxinas VapC5, VapC27 y VapC28 se identifico a través de la base de datos Pfam
la presencia del dominio PIN, al mismo tiempo que se clasificé a las antitoxinas VapB27
en la superfamilia ArbB/MazE (familia antitoxina MazE) y a VapB28 en la superfamilia
MetJ/Arc (familia de factores de transcripcion PKS). Por su parte, VapB5 fue incluida en
la superfamilia Plasmid-antitox (familia antitoxina PhdYeFM). Toda esta informacién
pone de manifiesto que, desde el punto de vista de los dominios funcionales, estas
secuencias proteicas tendrian lo necesario para desempefiar la funcién que se les

presupone como genes pertenecientes a operones TA tipo VapBC.

El ensayo experimental reprodujo perfectamente el comportamiento de un STA en el caso
de VapBC27, mientras que en el sistema VapBC28 y aunque se demostré claramente el
efecto toxico sobre la poblacion bacteriana, la capacidad de atenuacion de la antitoxina
no quedo patente de forma clara e irrefutable, debido al progreso similar en cuanto a
namero de UFC/mI que mostraron los respectivos cultivos al inducir la expresion de la
toxina en solitario o de ambos elementos (toxina-antitoxina) a la vez. Cabe destacar que
el efecto de inhibicion del crecimiento, observado en el planteamiento experimental
aplicado, sélo hace referencia a la contencion por el secuestro que realizaria la antitoxina
sobre la toxina, ya que el promotor natural del operén no esta presente, por lo que el
complejo no puede modular la expresién del mismo. Este hecho podria haber influido en
la inhibicion incompleta de la accién de la toxina VapC28. Por su parte, el STA VapBC5

no mostro efecto toxico alguno en las condiciones experimentales aplicadas.

Los andlisis por espectroscopia de masas por MALDI-TOF demostraron la expresién de
la proteina VapC28, pero no se pudo obtener ningun resultado en cuanto a su antitoxina
0 a las proteinas del sistema VapBC27. La complejidad de la muestra y la ausencia de
bandas diferenciales para estas tres proteinas en concreto, complicd el proceso de
caracterizacion y derivo en los resultados obtenidos. Asi, en el caso del sistema VapBC27

se podria concluir que se trata de un sistema cuya funcionalidad quedd demostrada
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experimentalmente, pero para la cual no se pudo demostrar su presencia en los extractos
de proteinas totales obtenidas. Métodos con mayor resolucion o la introduccion de colas
de polihistidina a través de los vectores de expresion para su purificacion podrian

contribuir a demostrar la presencia de estas proteinas en la célula.

Desde el punto de vista estructural, las proteinas con dominio PIN, a pesar de ser una
familia de proteinas con grandes diferencias en secuencia entre sus representantes,
presentan una estructura altamente conservada. Asi, la estructura basica esta constituida
por un sandwich o/f/a caracterizado por cinco laminas  paralelas en la region central del
dominio. En su estructura se repiten unidades formadas por una lamina  y dos hélices a
seguidas con giros hacia la derecha [247]. Esta gran conservacion estructural ha facilitado
en gran medida la prediccion de las estructuras de las tres VapC problema analizadas,
donde todas ellas presentaron la estructura terciaria caracteristica, con las
correspondientes variaciones respecto del modelo béasico de esta familia. Asi, las toxinas
Vap(C27 y VapC28 exhibieron cuatro ldminas B y siete hélices a, con tres repeticiones
lamina-hélice-hélice en su estructura. Por su parte, VapC5 presenta 4 laminas B y 6 hélices
a, con solo dos repeticiones lamina-hélice-hélice en su secuencia segun la prediccion de
I-TASSER. Evidentemente, las variaciones estructurales pueden tener un claro efecto
sobre la accion de la proteina, especialmente si éstas afectan de alguna manera a la
formacion del centro activo. Las proteinas con dominio PIN se caracterizan por un centro
activo muy conservado, constituido por un tetramero de aminoacidos donde tres
posiciones son altamente conservadas (dos asparaginas y una glutamina) y un cuarto
aminoacido mas variable [241], pero que segun el HMM de la familia (Figura 6.17) el
mas comun es una asparagina. La estructura conservada de estas proteinas hizo que,
aungue sus ubicaciones en la estructura primaria de la proteina estan espaciadas, dichos
amino&cidos se agruparon siempre en la misma disposicion, lo que en el alineamiento de
las estructuras facilité su identificacion. VapC27 presentd los cuatro aminoacidos
caracteristicos, mientras que VapC5 y VapC28 presentaban tres altamente conservados y
un cuarto variable, segun la proteina. Ademas, todas las secuencias proteicas
correspondientes presentaron un aminoacido polar en la posicion +1 con respecto al
primer aminodacido del centro activo, en este caso una serina, la cual parece ser esencial
para su funcionamiento [247]. En principio estos resultados estarian en concordancia con

la informacion bibliografica consultada y explicarian que VapC27 y VapC28

249



Capitulo 4: Sistema toxina-antitoxina

aparentemente estuviesen en disposicion de poder llevar a cabo su actividad, aunque no
explicarian por qué la toxina VapC5 no mostro efecto tdxico alguno, toda vez que segun
los datos de secuencia y comparaciones estructurales su centro activo no parece estar

alterado.

En contra de lo que ocurrié con las toxinas, las antitoxinas VapB no presentaron una
estructura tan conservada, lo cual hizo dificil determinar su estructura. Ademas, son pocas
las proteinas VapB que actualmente encontramos en las bases de datos con una estructura
tridimensional corroborada experimentalmente. Asi, la toxina VapB5 pudo ser
comparada estructuralmente sélo con VapB5 de M. tuberculosis, una de las pocas
disponible en las bases de datos [252]. Al compararlas, se observa que no tienen mucho
en comun, estando la VapB5 constituida por dos hélices o conectadas por una lazo
mientras que la estructura secundaria de la VapB5 de CR-UIB1 consta de dos laminas 3
y tres hélices a. Las predicciones estructurales determinadas mediante I-TASSER de las
antitoxinas VapB5, VapB27 y VapB28 deben ser tenidas en cuenta Unicamente como lo
que son, modelos tedricos y como tales se requiere de una confirmacion experimental.
Sin embargo, la gran variabilidad estructural entre las antitoxinas, incluso entre aquellas
que pertenecen a un mismo tipo, podria relacionarse con la gran especificidad que
presenta cada toxina por su respectiva toxina VapC, ya que para este tipo de toxinas se

observa escasa 0 nula actividad cruzada [253].

Atendiendo a la distribucion de los sistemas VapBC27 y VapBC28, parecen estar
presentes en multitud de otras especies o cepas segun los dendogramas obtenidos
utilizando las secuencias de proteinas mas similares encontradas en las bases de datos
consultadas. En primer lugar, merece destacarse la presencia de UP correspondientes a
una potencial toxina o antitoxina, tanto en el sistema VapBC27 como en el VapBC28,
practicamente idénticas y compartidas por las especies patdgenas M. tuberculosis, M.
caprae, M. africanum (s6lo VapBC27), M. orygis y M. bovis (sélo VapBC28), por lo que
parece existir una estrecha relacién entre dichas proteinas de los integrantes del complejo
M. tuberculosis (MTC). En lo que se refiere al STA de VapBC27, concretamente estas
proteinas del MTC se incluyeron de forma estable en un gran grupo, conjuntamente con
un segundo subgrupo de proteinas procedentes del género Frankia, actinobacterias que,

de forma general, actian como simbiontes de plantas [254]. La toxina VapC27 y
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antitoxina VapB27 de M. llatzerense MG13" se agruparon siempre con las respectivas
proteinas procedentes de M. mucogenicum. Sin embargo, a pesar de que la toxina si se
agrup6 de forma significativa con proteinas procedentes de otras micobacterias, la

antitoxina no puedo ser asignada manifiestamente a un grupo determinado de proteinas.

En el caso del dendograma para las proteinas correspondientes al operén VapBC28, se
percibieron algunas similitudes con el caso anterior. Por una parte, en las especies del
MTC surgieron proteinas semejantes, tanto para la toxina como para la antitoxina.
Ademas, la antitoxina VapB28 de M. llatzerense MG13" no se agrupd ostensiblemente
con otros grupos de proteinas. En cambio, la toxina VapC28 si se agrup6 de forma muy
clara (con un soporte de agrupacion de 80 mediante la iteracion del proceso de 100 veces)
con las ribonucleasas procedentes de otras micobacterias utilizadas para el estudio. En
este caso las secuencias proteicas procedentes de las cepas del género Frankia no
parecieron guardar valores de agrupacién tan altos como con las micobacterias patogenas

como en el caso anterior.

6.4.2. Sistema toxina-antitoxina proteina hipotética-toxina zeta de
Mycobacterium sp. MHSD3

Los STA epsilon-zeta (e-C cuando se codifican en plasmidos) son sistemas de tipo II cuya
toxina puede ejercer un efecto bacteriotdxico o bacteriostatico [242]. Estas toxinas atacan
especificamente a la sinstesis de la pared celular. Asi, fosforilan el precursor del
peptidoglucano UDP-N-acetilglucosamina (UNAG) formandose UNAG-3P, el cual se
acumula en el citosol e impide la accion de la enzima UDP-N-acetilglucosamina
enolpiruvil transferasa (MurA), clave para la formacion del peptidoglicano [255].
Comunmente se describen como operones PSK (del inglés Post-Segregational Killing)
implicados en el mantenimiento y estabilizacion de plasmidos o elementos de fagos, de
tal forma que aquellas células que los pierdan en el proceso de division celular mueren
bajo el efecto de la toxina, ya que al perderse el operon se paraliza también la produccion

de la antitoxina necesaria para contrarrestar su efecto [256].

Actualmente existen dos grandes tipologias de este tipo de sistemas: 1) aquellos sistemas
e-C codificados en plasmidos y que contribuyen a la estabilizacion de los mismos; y 2) los

sistemas epsilon-zeta codificados en el cromosoma bacteriano y que parecen contribuir a
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la virulencia de los microorganismos patogenos en los que se encuentran [255,256]. El
sistema observado en el aislamiento MHSD3 no puede clasificarse de forma definitiva en
ninguno de los dos tipos con la informacion disponible. Tal como se ha descrito en la
seccion de resultados, justo delante del extremo 5’ del gen que codificaria para la
potencial toxina zeta se encontr6 un pequefio gen solapado que codificaba para una HP,
en la cual mediante la consulta en Pfam se encontraron dominios relacionados con
antitoxinas y que la situaban dentro de la familia de proteinas ParD-like (PF11903),
siendo ParD la antitoxina del STA ParDE. Por este motivo y en base a que encajaba en
tamanio y posicion en las inmediaciones de la toxina, para completar el sistema se apunto
a esta proteina como potencial candidata a antitoxina. Por su parte, la toxina fue incluida
en la familia PF13671 o AAA_33 (del inglés ATPases Associated with diverse
cellularActivities), incluida en la superfamlia P-loop que contienen nucledsido trifosfato
hidrolasa (IPR027417) o de forma abreviada P-loop NTPasa; y que esta constituida por
proteinas que presentan el dominio P-loop, generalmente caracteristico de proteinas con
actividad quinasa. Sin embargo, los integrantes de este grupo difieren mucho entre ellos
en cuanto a actividad, estabilidad y mecanismo de accién. La caracteristica comUn a todas
ellas es que el dominio P-loop sirve de punto de union al ATP, cuya utilizacién es clave
para llevar a cabo su funcién. En el caso concreto de organismos procariotas, las acciones

de estas proteinas suelen radicar en proteolisis 0 actividad chaperona [257].

El analisis preliminar de sus secuencias proteicas situ6 a ambas proteinas como dos
elementos bastante genuinos en cuanto a estructura primaria. S6lo un pequefio conjunto
de proteinas codificadas en los genomas de las cepas Mycobacterium QIA-37, M.
chelonae 1558, 15517, 15518 y 203 reflejaron la presencia de sistemas practicamente
idénticos atendiendo a los valores de cobertura e identidad calculados y que tanto en la
toxina como la antitoxina fueron cercanos al 100 % en cuanto a cobertura y con
identidades superiores al 88 %. Merece destacarse el hecho que, a parte de estas
secuencias, el siguiente mejor resultado obtenido correspondio a secuencias de proteinas
que, aunque mostraban coberturas superiores al 90 %, las identidades obtenidas eran
inferiores al 68 %, reflejando una caida abrupta en cuanto a identidad cuando se trata de

proteinas que no proceden de cepas cercanas a M. chelonae.
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Los dendrogramas obtenidos para la toxina y la antitoxina mostraron valores de soporte
de agrupacion que, en general, daban lugar a un dendrograma con nodos muy estables.
En el caso de la secuencia candidata a toxina zeta se obtuvo una clara distincion entre
aquellas proteinas procedentes de MCL y las originarias de MCR, forméandose dos ramas
principales bien destacadas. Como excepcion, dentro de la agrupacion dominada por
secuencias de MCL aparecié una proteina de M. phlei. Esta excepcion podria deberse a
un fendmeno de transferencia lateral. Por su parte, dentro de la rama obtenida para MCR
aparece una proteina de M. vulneris, una micobacteria del grupo MCL. Esta distincion no
es tan clara en el caso del arbol de la antitoxina, donde aparece una gran rama con especies

de MCL patdgenas y representantes del grupo MCR.

En ambos dendrogramas (Figuras 6.19A y 6.19B) se obtuvo una agrupacion de proteinas
idénticas compartidas por especies del MTC (M. tuberculosis, M. caprae, M. africanum,
y M. orygis), aunque en este caso la secuencia procedente de M. canetii parece ser
ligeramente diferente al resto. Asimismo, aparece una segunda agrupacion dentro de la
coleccién de MCL y que corresponde a proteinas altamente similares compartidas por
subespecies del complejo M. avium, donde podemos encontrar importantes patdogenos
como M. avium subsp. paratuberculosis [258].

El alto porcentaje de identidad obtenido entre las secuencias proteicas de STA de la cepa
MHSD3 y las secuencias procedentes de las cepas Mycobacterium sp. QIA-37, M.
chelonae 1558, 15517, 15518y 203 quedé reflejado en ambos dendogramas, agrupandose
siempre conjuntamente en una misma rama (con valores que dan soporte a la agrupacién
del 100 %). Tanto en el caso de la toxina como la antitoxina la agrupacion aparecié como
una rama completamente independiente de las otras agrupaciones de MCL y MCR. Todas
estas premisas apuntaron al hecho de que, probablemente, se trataba de un STA nuevo
desde el punto de vista de la secuencia, no en cuanto a organizacion y composicion de sus

genes.

El estudio gendmico de la sintenia entre estas cepas permitid la identificacion de genes
con dominios de transposasas/integrasas a 2 kb corriente arriba del gen de la potencial
antitoxina, y en su proximidad aparecieron genes implicados en resistencias a antibioticos
(Figura 6.20), a excepcion de la cepa M. chelonae 203 en cuyo genoma se pudo encontrar

un gen potencialmente implicado en la respuesta frente a estrés provocado por agentes
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como el perdxido, que es capaz de actuar ya sea como agente oxidante o como reductor.
El mero hecho de la estabilizacion de estos genes de resistencia 0 de respuesta a
condiciones de estrés, podria estar detras de la justificacion de la presencia de este
sistema, favoreciendo la virulencia de estas cepas, por ejemplo, ayudandoles a hacer
frente a los tratamientos con antibidticos. La cercania de una transposasa lo dotaria de la
caracteristica de ser un elemento potencialmente mdvil y, por lo tanto, de su eventual

transmisibilidad.

El ensayo experimental con los elementos genéticos propuestos del sistema HP-toxina
zeta de Mycobacterium sp. MHSD3 confirmo su funcionalidad basica como STA. Asi, el
efecto de inducir la expresion de la potencial toxina se tradujo en la inmediata atenuacién
del incremento de la DO del cultivo en el que se afiadi6 s6lo IPTG. Por otra parte, el
elemento correspondiente a la secuencia considerada como hipotética antitoxina, no sélo
no fue toxica, sino que ademas atenud el efecto de la toxina si atendemos a la evolucién
de los valores de DO obtenidos al inducir simultaneamente los dos elementos. Acorde a
estos valores realmente actué como antidoto en el sistema experimentalmente aplicado.
La diferencia entre induccidon de toxina o ambos produjo a la vez una manifiesta reduccion
en el cultivo de hasta dos 6rdenes de magnitud en la escala logaritmica, atendiendo a los
resultados del recuento de UFC/ml. Por tanto, experimentalmente se confirmoé que ambas
proteinas presentan las actividades esperadas y compatibles con un STA. Ademas, para
las dos bandas identificadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, y
correspondientes a los respectivos tamafios esperados para la toxina y la antitoxina; el
analisis por MALDI-TOF MS corrobor6 de manera inequivoca su presencia e

identificacion en las correspondientes bandas de proteina recuperadas del gel.

Los analisis hechos a través de I-TASSER para la caracterizacion estructural de ambas
proteinas precisaron que la antitoxina se trataba de una proteina constituida por cinco
hélices o (Figura 6.21B); mientras que en el caso de la toxina corresponderia a una
proteina formada por siete hélices a y cinco laminas B (Figura 6.21A). El proceso de
prediccion estructural identific6 como analogo estructural mas proximo (con una
cobertura del 99 % y un TM-Score de 0,809) la toxina { del sistema plasmidico &-( de
Streptococcus pyogenes [242]. Esta Gltima es mas larga en secuencia que la toxina

problema, coincidiendo ambas s6lo en la zona que corresponderia al nicleo central de la
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proteina, mas concretamente en las posiciones que abarcan la region de las cinco hélices
a y dos laminas B. En cualquier caso, la coincidencia no es exacta y son bastante diferentes
en cuanto a la posicion del resto de elementos. La toxina zeta, como proteina
perteneciente a la familia AAA_33, deberia disponer del respectivo punto de union al
ATP comentado previamente. Conviene aqui recordar que con la ayuda de I-TASSER se
detecto un punto de coordinacidn con este sustrato que presenté un C-Score de 0,69, valor
que da validez al resultado, sin llegar a certificar que los 11 residuos que se destacaron
como implicados ciertamente formen parte del punto de union al ATP. En base a los
trabajos previos de identificacion del centro activo de toxinas zeta de Mutschler y
colaboradores [259], se intent6 reproducir el alineamiento de estructuras incluyendo la
secuencia proteica de la toxina correspondiente al aislamiento MHSD3. En este
alineamiento, originalmente se identificaron las posiciones que son clave por una parte
en la interaccion con UNAG, asi como el punto de interaccion con el ATP también
conocido como motivo Walker-A [260]. Los resultados no fueron concluyentes para la

proteina problema.

En el caso de la antitoxina, el andlogo estructural con el que se obtuvieron los mejores
valores estadisticos fue a la helicasa PriA de Klebsiella penumoniae (con una cobertura
de la secuencia problema del 83,2 % y un TM-Score de 0,548), una proteina
considerablemente méas grande y con la que no guarda ningun tipo de relacion. Sin
embargo, al ser una proteina de unién al ADN, la coincidencia estructural podria residir
en la region con la cual interactGia con el ADN. Esta podria ser una pista que nos llevaria
a su proposicion como candidato a actuar como regulador de la expresion del operon de
la antitoxina problema. En este caso la coincidencia estructural se centré en una
subunidad del dominio helicasa de dicha proteina, concretamente el definido como l6bulo
helicasa | (helicase lobe 1) en la descripcion experimental de su estructura [261]. Como
fue incluido por Pfam dentro de la familia de proteinas similares a ParD, y puesto que la
estructura de ParD de Escherichia coli también ha sido confirmada experimentalmente,
se procedio a realizar un estudio comparativo de secuencias y modelado por homologia
entre ambas para comprobar si era posible realizar una prediccion estructural mas precisa.
Los resultados mostraron diferencias concluyentes tanto en la secuencia como en la

estructura entre ParD y la hipotética antitoxina de la cepa MHSD3.
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En cualquier caso, vuelve a hacerse patente la dificultad de mejorar la prediccién con
modelos que respondan a una precision razonable la estructura de la antitoxina, tal y como
ocurrié con anterioridad para las antitoxinas VVapB. Ello es debido en gran medida a las
diferencias existentes entre sus estructuras terciarias, acentuadas por la dificultad de hallar
una relacion éptima perceptible en el alineamiento de la secuencia objeto de estudio y las

posibles secuencias relacionadas existentes en la actualidad en las bases de datos.

6.4.3. Sistemas MT0933-MT0934 de Mycobacterium llatzerense y
potenciales sistemas de 3 componentes (MT0933-Lipasa-MT0934)

El sistema MT0933-MT0934, también conocido como Rv0909-Rv0910, es un STA
descrito originalmente en M. tuberculosis H37Rv como un sistema altamente conservado
en dicha especie y que, al ser expresado en M. smegmatis, provoca una clara inhibicién
del crecimiento, presentdndose a su vez como el representante de una nueva familia en el
momento de su descubrimiento [238]. Tal y como se destaco en el apartado de resultados,
los genes anotados bajo el nombre de estos componentes se han encontrado en diferentes
configuraciones: una organizacion tipica toxina-antitoxina, compuesta por dos pequefos
genes muy cercanos o solapados entre ellos, en M. llatzerense MG13™; una organizacion
de tres componentes con la toxina y la antitoxina separadas por el gen de una lipasa y,
por ultimo, toxinas MT0934 sin una antitoxina asociada.

En todos los casos, el analisis Pfam situd a todas las antitoxinas, lipasas y toxinas en las
mismas familias: familia antitoxina MT0933, lipasa secretora (incluida en la superfamilia
alfa/beta hidrolasa) y poliquétido ciclasas 2, respectivamente. En relacion a las
antitoxinas no hay mucha informacion disponible mas alla de la que hace referencia a que
se trataria de una familia de antitoxinas pertenecientes a STAs. En el caso de la familia
lipasa secretora, algunos de sus integrantes estan implicados en el procesamiento de
compuestos lipidicos con fines muy diversos. Para la que existe mas informacion en este
caso, es la familia asignada a la toxina MT0934. Las enzimas conocidas como poliquétido
ciclasas estan implicadas en la sintesis de lo que se conoce como poliquétidos,
metabolitos secundarios de naturaleza lipidica biol6gicamente muy activos y que son
producidos por determinados microorganismos para favorecer su propia supervivencia

[262]. Entre estos compuestos se encuentran antibidticos de gran relevancia clinica como
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son la tetraciclina, la eritromicina o la daunorubicina; asi como otros compuestos que
actian como elementos estructurales de la pared bacteriana, sideréforos y fungicidas entre
otros, aunque la funcién real de los poliquétidos dentro del orden Actinomicetales todavia
no esté clara del todo [263-266].

En general, las ciclasas se encargan del paso de circularizacion del poliquétido, formando
un anillo aromatico y eliminando agua hasta constituir el compuesto final [267]. Para ello
estas proteinas tienen una estructura tipica que incluye el dominio START (del inglés
STAr-Related Lipid Transfer), conformado por un nucleo central de laminas 3, sobre las
cuales se situarian dos estructuras helicoidales, formandose un hueco que acomoda el
sustrato. Existen diferentes variantes de esta estructura, entre las cuales la estructura mas
similar en este caso fue la correspondiente a la variante BA (del inglés Birch Allergen) o
CSD (del inglés Classic Start Domain), constituida por tres hélices a y siete laminas  tal
[268]. En todos los casos hallados en los genomas estudiados, una estructura muy similar
entre ellos se pudo reproducir practicamente sin variaciones considerables, mostrandose
el caso de M. llatzerense MG13™ a modo de ejemplo de la Figura suplementaria 3 (Anexo
3). No obstante, a fecha de conclusién de la presente tesis, y para estas supuestas toxinas,
dentro del género Mycobacterium no habia disponibles en las bases de datos modelos
estructurales determinados experimentalmente para ser utilizados como plantillas

relacionadas, y tampoco se pudo llevar a cabo la modelacion con una exactitud razonable.

Tal y como se ha indicado previamente, el comportamiento del médulo genético Rv0910-
0909 de M. tuberculosis H37Rv, mediante clonacién y transformacion en M. smegmatis,
responde a un STA en el que se observa una inhibicion del crecimiento bacteriano al
inducir el gen Rv0910, atenuado al expresar conjuntamente su potencial antitoxina
Rv0909 [238]. A pesar de estas evidencias experimentales en M. tuberculosis H37Rv,
ninguno de los supuestos STA y en cualquiera de sus formatos hallados en los genomas
estudiados mostré efecto toxico alguno. Esto puede deberse a diferentes motivos. EI mas
importante seria que podrian ser genes pertenecientes a sistemas mas grandes
involucrados, por ejemplo, en la produccion de poliqueétidos con distintos fines. Asi, toda
vez que en el presente estudio se clonaron y transformaron en E. coli, posiblemente al
separarse de los genes acompafantes en el genoma original de procedencia, no estarian

recibiendo el sustrato necesario para generar su producto final y, por lo tanto, su efecto.
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De hecho, en los casos de M. chelonae y M. immunogenum muy cerca de dichos genes y
en su configuracion de tres componentes, aparece el gen de una poliquétido sintasa (PKS),
con la cual muy probablemente estan relacionados. Estas PKS son el eje central para el
proceso de sintesis de los poliquétidos y, de hecho, haciendo un rastreo a partir de los
datos del pangenoma de MCR se detectaron un total de 175 PKSs en hasta 45 de los 52
genomas utilizados. Estas evidencias apuntarian al grupo de las MCR como una potencial

fuente de este tipo de compuestos, con gran interés biotecnolégico y clinico.

En cualquier caso, en el contexto de los objetivos planteados, al no observarse el efecto
toxico esperado no se profundizo en su caracterizacion, pero si se establecieron las bases

para futuros estudios centrados en este grupo de proteinas dentro de las MCR.
6.4.4. Sistemas phd-Doc y toxinas zeta sin antitoxina.

Los sistemas phd-Doc, al igual que los sistemas épsilon/zeta, pueden relacionarse en
algunos casos con la estabilizacion de plasmidos u otros elementos génicos moviles
dentro de la poblacion bacteriana [269]. En trabajos de laboratorio adicionales llevados a
cabo con la toxina Doc se observd un efecto tdxico sobre la poblacién bacteriana
inmediatamente después de su induccion, produciéndose un frenado brusco en el
incremento de la DO del cultivo con respecto al control (datos no mostrados, Trabajo de
Fin de Grado del Sr. Victor Fernandez, 2015-2016). Sin embargo, en la secuencia de la
hipotética proteina candidata a antitoxina y que encajaba en tamafio y ubicacion en el
genoma con una toxina tipica, no se encontrd ningin dominio en el analisis Pfam y
tampoco fue capaz de contrarrestar el efecto toxico, mostrando una curva de crecimiento

semejante a la del cultivo con la toxina inducida.

Por su parte, las toxinas zeta sin antitoxina presentaron un tamafio completamente fuera
de los parametros que corresponderian a una toxina estandar, con mas de 1 kb de longitud
en su secuencia nucleotidica, lo que se traduce en una proteina de mas de 330
aminoacidos. Sin embargo, a raiz de que se detecto en estas proteinas el dominio AAA,
como en el caso del sistema épsilon/zeta de MHSD3 descrito previamente; y a pesar de
que este dominio puede estar implicado en multiples funciones, se decidié llevar a cabo
los respectivos ensayos experimentales, los cuales permitieron descartar de manera

definitiva su posible efecto téxico. Por ello no se profundizé mas en su caracterizacion.
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7. Discusion general de los resultados







Discusion general

El camino para abordar el estudio de las capacidades ecoldgicas y clinicas de las
micobacterias de crecimiento rapido, y mas concretamente de las especies M. chelonae,
M. immunogenum y el complejo M. abscessus, se inicio con el primer objetivo propuesto
de incrementar el niUmero de genomas representativos de cada especie, especialmente de

las dos primeras.

El primer paso para la secuenciacion de un genoma pasa por la obtencion de muestras de
ADN en cantidad y calidad optimas para dicho proceso. La obtencion de ADN de
micobacterias no es sencillo, debido fundamentalmente a la gruesa y resistente pared
celular que las envuelve, complicado ademas por la presencia de elevadas cantidades de
sustancias hidrofébicas de base lipidica. Estas caracteristicas obligan al uso de protocolos
mas agresivos, a menudo implicando tratamientos mecanicos, con el fin de romper esta
barreray liberar las moléculas de ADN. Los esfuerzos dedicados en los progresivos pasos
de optimizacion aplicados, tanto a nivel de rotura celular como de la propia purificacion
del ADN obtenido, permitieron establecer un protocolo general de extraccion eficaz para
todas las cepas utilizadas. Los puntos mas criticos fueron la inclusion en el protocolo
definitivo de un pretratamiento basado en la rotura mecanica con ayuda de microesferas
de vidrio, seguido de un tratamiento enzimatico con proteinasa K utilizando el tamp6n de
lisis ATL (Qiagen); y finalmente un paso de purificacion altamente eficaz. La
optimizacion del paso de rotura mecénica fue especialmente complicada, ya que implica
una liberacion temprana del ADN. Efectivamente, la degradacion del ADN empieza
practicamente en el mismo momento de iniciarse el proceso, especialmente debido a los
efectos de cizalladura mecéanica que provocan los cambios bruscos y fuertes en la
intensidad y/o direccion de las fuerzas fisicas que intervienen, por otra parte, dificiles de
evitar. Establecido un tiempo 6ptimo de cinco minutos para este paso, se consiguid
minimizar la fractura fisica del ADN, lo cual es especialmente importante cuando se desea
ADN de alto peso molecular requerido, por ejemplo, en plataformas de secuenciacion

como PacBio.

En general, los esfuerzos invertidos en la obtencion de ADN de alta calidad se reflejaron
en la buena calidad de las lecturas obtenidas, tanto en las lecturas obtenidas con la

tecnologia Illumina como las lecturas generadas con tecnologia PacBio. Posiblemente
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todo ello contribuy6 decisivamente al cierre de los genomas de las cepas tipo de M.
chelonae y M. immunogenum, asi como a la obtencion de ensamblajes de genomas a nivel
de draft de alta calidad para el resto de cepas. En lo que se refiere a M. llatzerense MG
13T hay que destacar que este fue un caso mas complejo. La baja calidad de las lecturas
procedentes de las primeras tandas de secuenciacion en las plataformas 454 y PacBio,
junto con la complejidad implicita del genoma en si (presencia de elementos repetitivos,
elementos de fagos, transposasas, integrasas, etc.) complicaron enormemente la
resolucion del ensamblaje, impidiendo cumplir el objetivo final para esta cepa de llevar a
cabo el cierre definitivo del genoma con las suficientes garantias de minimizacion de
errores en el ensamblaje. En este sentido, todos los genomas fueron pulidos y revisados a
través de programas como REAPR o FRCurves, con el fin de asegurar
bioinforméaticamente y en la medida de lo posible la ausencia de incongruencias

estructurales en la continuidad de las secuencias derivadas.

Los ensamblajes de genomas considerados de alta calidad fueron anotados con el fin de
caracterizar y utilizar sus proteomas en estudios comparativos basados en el célculo de
pangenomas (incluidos el genoma esencial y el accesorio). Estos estudios se realizaron
para obtener de una forma general las interrelaciones genémicas entre el complejo grupo
de especies que conforman las MCR (incluyendo para ello los genomas de las 17 especies
de MCR disponibles en las bases de datos en el momento de iniciar el estudio), o una
vision mas especifica en la que el estudio derivd primero en el analisis de las cepas que
conforman el grupo de especies M. chelonae, el complejo M. abscessus y M.
immunogenum; y en segundo lugar en el andlisis del pangenoma de la especie M.

immunogenum.

El anélisis detallado y comparado del genoma esencial en el contexto del grupo de MCR
permitié establecer las relaciones evolutivas de las especies representadas, relaciones
basadas en las posiciones homologas de aminoacidos de todas las proteinas compartidas
y codificadas por genes presentes en todos los genomas y en copia unica. El contexto
evolutivo adecuado del estudio se establecié primero mediante la elaboracién de un arbol
filogenético construido a partir de sus secuencias de ADNr 16S. Las relaciones
establecidas en ambos casos se mantuvieron en lineas generales, aunque el poder

discriminativo basado en el analisis del genoma esencial fue muy superior, debido a la
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utilizacion de mayor cantidad de informacion. Esto fue especialmente relevante en la
discriminacion de especies estrechamente relacionadas como M. chelonae, el complejo
M. abscessus y M. immunogenum, grupo en el que el ADN 16S tiene serias dificultades
para su resolucién. Ademas, en ambos casos se detectaron genomas que parecen no
pertenecer a la especie inicialmente asignada, como M. fortuitum Z58, M chelonae 1518
0 M. rhodesiae NBB3, lo que pone de manifiesto el especial cuidado que debe tenerse en
confirmar las especies a las que pertenece un genoma como paso previo a un estudio mas
profundo, con el fin de evitar errores en los resultados y sobre todo en la extrapolacion

de conclusiones a partir de los mismos.

Por su parte, en la consideracién del pangenoma del grupo MCR desde el punto de vista
ecologico, destaca primero el hecho de que presentan como conjunto un pangenoma
claramente abierto. Este hecho justificaria la gran diversidad de nichos ecoldgicos
ocupados por las distintas especies que conforman el grupo, asi como la gran diversidad
funcional que han desarrollado durante el proceso evolutivo, lo cual queda patente en la
ganancia y la pérdida de genes con el fin de adaptarse para prosperar en los distintos
ambientes acorde a las presiones ambientales y necesidades de supervivencia sufridas en
cada caso. La tendencia abierta de su pangenoma apunta a que la incorporacion de cepas
y nuevas especies en el estudio permitiria el incremento del nimero de familias proteicas
diferentes que se pueden encontrar. Ademas, la representacion grafica del pangenoma en
forma de dendograma (basado en la presencia o ausencia de proteinas), permitié ver cuan
similares son las distintas especies en funcién de las proteinas compartidas del
pangenoma en su conjunto, que no necesariamente en la secuencia de las mismas. Este
hecho revel6 que algunas especies se alejan de las que se encontrarian evolutivamente
mas cercanas desde el punto de vista del genoma esencial, debido a que comparten un
mayor nimero de proteinas con otras especies evolutivamente més alejadas. Este dato
podria ser un reflejo de la comparticién de héabitat. En este sentido, especies que
comparten un habitat o nicho ecoldgico son mas propensas a intercambiar genes o
desarrollar roles similares, haciendo que funcionalmente se alejen de especies incluso

evolutivamente mas cercanas.

Avanzando hacia un aspecto mas concreto, los estudios de genoma esencial realizados

con genomas del conjunto de especies con relevancia clinica, es decir, M. chelonae, el
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complejo M. abscessus y M. immunogenum dieron como resultado la obtencion de una
buena discriminacion en cuanto a las relaciones evolutivas existentes entre los distintos
genomas representantes de dichas especies. Asi, las cepas de las especies M. chelonae y
M. immunogenum fueron perfectamente separadas a nivel de especie entre ellas y con
respecto al complejo M. abscessus. No obstante, el aspecto de mas interesante se obtuvo
precisamente dentro de este ultimo complejo. Asi, en base al genoma esencial M.
abscessus se pudo subdividir hasta en tres agrupaciones, cada una marcada por cepas
clave: 1) M. abscessus ATCC 199777, 2) M. abscessus subsp. bolletii CCUG 50184 y
BDT, 3) M. abscessus subsp. bolletii CCUG 48898 (antes denominada M. masiliense). La
topologia del arbol parecia indicar la presencia de tres subespecies dentro del grupo,
sospechas que fueron confirmadas por un estudio de reciente publicacion [101]. En dicho
estudio, los autores presentan un arbol construido sobre una matriz de distancias de
valores de ANI que refleja una topologia similar a la obtenida con el genoma esencial en
el presente estudio, a pesar de no utilizar los mismos genomas. En cualquier caso, en
ambas aproximaciones los tres grupos estan marcados por las cepas de referencia
mencionadas, siendo M. abscessus subsp. bolletii CCUG 48898 la propuesta como la cepa
tipo de M. abscessus subsp. masiliense. Por lo tanto, la propuesta del estudio de subdividir
el complejo de M. abscessus en M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp.
bolletii y M. abscessus subsp. massilliense se ve perfectamente respaldada por los datos
basados en el genoma esencial obtenido en el actual trabajo. Ademas, estos resultados
aportan informacién atil para una futura reclasificacion de los genomas implicados, en

funcion del genoma de la cepa tipo que domina la rama donde se agruparon.

El estudio del pangenoma sobre este mismo grupo reflejé ademas que, desde el punto de
vista de comparticion de agrupaciones basadas en familias proteicas, se conserva la
topologia del arbol obtenido con el genoma esencial. Evidentemente esto significa que
los genomas evolutivamente mas cercanos son también los que comparten mas genes. Por
otra parte, la tendencia claramente abierta de la evolucion del pangenoma indicaria que,
en su conjunto, estas especies pueden tener una gran capacidad de intercambio y variacion
de su repertorio genético, lo cual es importante al ser un grupo capaz de desarrollar
infecciones oportunistas. Esta alta capacidad de intercambio conduce irremediablemente
a la posibilidad de adquisicion de mecanismos de patogenicidad que contribuyan a un

aumento de su virulencia. Este fendmeno es mas significativo cuando se trata de estudios
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hechos sobre una sola especie, como es el caso de M. tuberculosis, donde la tendencia
evolutiva de su pangenoma derivada del anélisis comparativo con los genomas
disponibles es claramente abierta. En este sentido es importante tener este hecho en cuenta
también en los casos que afectan a las especies de MCR con relevancia clinica adquirida

afo tras afio.

El estudio del pangenoma centrado en la especie M. immunogenum con genomas
procedentes de cepas ambientales y clinicas, puso de relieve varios hechos de interés en
esta especie. En primer lugar, el analisis del genoma esencial puso de manifiesto que
todos los aislamientos eran practicamente idénticos. Efectivamente, las cepas analizadas
comparten mas del 80 % de las proteinas, con una conservacion de secuencia en las
posiciones homologas superior al 99 %. Ademas, el pangenoma presentd una tendencia
claramente cerrada, con una rapida estabilizacion de la curva resultante tras afiadir los
primeros genomas al andlisis. Por tanto, no se observaron muchas diferencias en la
dotacion génica de las cepas de M. immunogenum como para poder aportar nuevas
familias proteicas a medida que se incorporaran mas genomas al analisis, en clara
contraposicion a lo que ocurre, por ejemplo, en el pangenoma del patdégeno primario M.
tuberculosis. Un hecho a destacar que si reveld el estudio del pangenoma de M.
immunogenum, mas concretamente en el apartado que afecta a los genes especificos de
cada genoma, es la presencia en las cepas clinicas SMUC14 y CCUG 47286" de una
posible proteina de defensa contra antibioticos y de una posible proteina implicada en la
invasion celular, respectivamente. En referencia a las cepas ambientales se trata de una
diferencia importante, ya que mostraria la adquisicion de funciones para la defensa frente
a tratamientos biocidas o para a favorecer el proceso de infeccion en cepas que se estan
desarrollando en el cuerpo humano, toda vez que el microorganismo ha estado sometido

a las presiones que le conducen por esta via.

La informacion obtenida gracias al estudio comparativo del pangenoma aporta una vision
general de la capacidad de adaptacion de una especie o conjunto de especies, atendiendo
a la tendencia abierta o cerrada de su pangenoma. Este tipo de informacion permite situar
a las especies en su marco ecoldgico global como paso previo a la descripcion detallada
de sus capacidades clinicas. En relacion a este ultimo aspecto, son muchas las familias

proteicas encontradas que potencialmente estarian relacionadas con todos aquellos
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aspectos que contribuyen a definir la patogenicidad de una bacteria. En primer lugar, se
encontraron resistencias contra hasta 18 tipos diferentes de antibioticos en el conjunto de
todos los genomas secuenciados de las especies M. chelonae, M. immunogenum y M.
abscessus, incluyendo un buen numero de bombas de expulsion de antibidticos por
genoma (de 10 a 14), sin olvidar mutaciones o la presencia de proteinas implicadas en la
resistencia a cuatro agentes antituberculosos como son la isoniacida, etambutol,
rifampicina y piracinamida. Por otra parte, también se hallaron numerosos elementos de
resistencia a agentes externos, que como minimo comprometen la viabilidad bioldgica
del microorganismo, como metales pesados, condiciones &cidas e incluso desinfectantes
de uso comdn. El conjunto es un buen reflejo del contexto gendmico que podria explicar
el camino seguido por estas MCR en su avance desde las aguas naturales o de un sistema
artificial de distribucién de aguas hasta llegar al paciente. Para ello, han tenido que
superar las diferentes barreras interpuestas. Estas incluyen los desinfectantes afiadidos en
los sistemas de suministro de aguas o utilizados en la limpieza de las propias
instalaciones. No hay que olvidar que estos microorganismos se han encontrado
contaminando instrumental hospitalario y superficies, en gran medida debido a estas
resistencias, llegando en Gltima instancia a infectar al paciente. En relacion a este tltimo
punto la propia informacion genémica derivada del presente estudio deja en evidencia la
dificultad de tratar las infecciones producidas por estas micobacterias debido
precisamente al elevado numero de potenciales resistencias encontradas. Asi, una de las
resistencias a antibidticos mas relevantes implica al grupo de las MBLs. En este contexto,
cabe mencionar el hecho de la deteccion de representantes de MBLs en todos los genomas
analizados en el presente trabajo, ademas de experimentalmente demostrar que son cepas
productoras de este tipo de enzimas. El analisis comparado detallado basado en el
alineamiento de secuencias de las mismas puso de manifiesto como, al compararse con el
resto de MBLs presentes en la base de datos CARD, las secuencias de MBLs halladas en
M. chelonae, M. abscessus subsp. bolletii y M. immunogenum formaban una agrupacion
independiente y estable con respecto al resto. Este dato apunta claramente hacia la
posibilidad de tratarse un nuevo tipo de MBL y que contribuiria a complicar todavia méas

el perfil de resistencias de estas tres especies.

Continuando con las implicaciones clinicas, mencion aparte merece el hecho de la

deteccidn de un buen nimero de potenciales factores de virulencia y que cubren varios
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aspectos relacionados con el potencial patdgeno de estos microorganismos. Entre ellos se
encontraron elementos implicados en la captacion y transporte del hierro, un proceso de
gran importancia para los patdgenos en general. También se hallaron elementos
implicados en la supervivencia en condiciones acidas, proteccion frente al peroxido de
hidrégeno (producido, por ejemplo, por macrofagos), elementos de supervivencia a
distintas condiciones de estrés (falta de nutrientes, uso de fuentes de carbono alternativas,
hipoxia, presencia de agentes biocidas externos, etc.), elementos implicados en la
potencial produccion de agentes antimicrobianos como mecanismo para eliminar la
competencia por nicho ecoldgico, o de genes implicados en la comunicacion celular o
mejor percepcion de quérum (QS) y para actuar como sensores del ambiente circundante.
Ademas, se detectd la presencia de proteinas potencialmente implicadas en la interaccion
con células epiteliales, formacion de células persistentes, o genes relacionados con la
penetracién de células no fagociticas de mamiferos (operones mce), asi como de
elementos que podrian contribuir a la remota, pero no descartable, posibilidad de

formacion de capsula en estas especies.

Uno de los aspectos importantes que se ha considerado en este estudio y mencionado
antes, por su posible relacion con la patogenicidad de los microorganismos implicados,
hace referencia a los elementos implicados tanto en sensar los parametros fisico-quimicos
del ambiente como la comunicacidn celular a través de la percepcion de Quérum. En esta
categoria se pudieron detectar proteinas implicadas, por ejemplo, en la sintesis de sefiales
de percepcion del Quérum o sintesis de compuestos cuya produccion esta gobernada por
esta funcionalidad (como es el caso de la toxoflavina). Pero no sélo se encontraron
elementos relacionados con la sintesis de sefiales implicadas en QS, sino también
proteinas implicadas en el transporte a través de la membrana de dichas sefiales. Dichos
transportadores controlarian el flujo de las sefiales de QS entre el interior y el exterior
celular, permitiendo iniciar los cambios en la expresion génica necesarios para responder
a dicha sefial. En este contexto también se puso de manifiesto la presencia del SDC
kdpB/C, cuya regulacion puede estar gobernada por QS, entre otros factores. Este SDC
permitiria a la bacteria determinar si se encuentra en el interior o exterior celular en
funcién de los niveles de K* (kdpB/C) [207,208].
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En cualquier caso, el QS puede ser vital en la modulacion de la expresion genica de de
elementos relacionados con la patogenicidad, como pueden ser aquellos que codifican
factores de virulencia [2]. Por este motivo, en el presente trabajo se considerd importante
tener en cuenta los mecanismos de QS como un aspecto mas para definir la patogenicidad
potencial de las especies M. chelonae, M. immunogenum y el complejo M. abscessus.
Para afiadir importancia a este hecho, en muchos de los aspectos referentes no solo al QS,
sino también a los FV y resistencias expuestas previamente, la proteina equivalente en M.
tuberculosis ha sido fruto de profundos estudios que se ha llegado a demostrar, o por lo
menos mostrar indicios, de la implicacién real de estos elementos en la patogénesis del
agente causal de la tuberculosis [9,199,200,207,208], apuntdndose en algunos casos como
potenciales dianas para el futuro desarrollo de farmacos alternativos para combatir la
infeccion. En paralelo, se podria pensar que ese mismo papel podria estar beneficiando la
faceta de patdgeno oportunista de M. chelonae, M. immunogenum o el complejo M.
abscessus, y que podrian ser tratados al mismo nivel que en la especie patdgena, pero

adaptando los estudios a estas MCR.

No sélo es importante definir a nivel gendmico los elementos potencialmente implicados
en cualquiera de los aspectos de la patogenicidad destacados previamente, sino también
la presencia de elementos reguladores de su expresion y que aseguren la accion de cada
elemento en el momento y nivel de expresion adecuado. En este sentido se encontraron
representantes de familias reguladoras que pueden estar implicadas en la modulacién de
la expresion de genes de resistencia a antibidticos, de defensa contra otros agentes
quimicos externos (peréxido de hidrégeno, metales pesados, etc.), situaciones de estrés
(choques térmicos, hipoxia, falta de nutrientes), modulacién de la expresion de FV o
elementos implicados en la QS ya menconados. En definitiva, proteinas reguladoras de
todos y cada uno de los aspectos destacados en la diseccion gendémica de la patogenicidad
de las cepas estudiadas. Si consideramos todos los aspectos en conjunto, estos genomas
presentan ademas de un importante repertorio de elementos que pueden favorecer
enormemente su faceta de patdégeno oportunista, los elementos reguladores necesarios
para modular la expresion de los mismos y en el momento mas adecuado. La importancia
de este hecho radica en que les permitiria adaptarse para hacer frente a diferentes

situaciones y escenarios, favoreciendo tanto la penetracion como la evasion de las
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barreras defensivas interpuestas por el organismo hospedador, y en consecuencia la
progresion de la infeccion.

Uno de los elementos a destacar en el presente estudio y que ha sido objeto de una
demostracion experimental de la funcionalidad de los elementos constituyentes, son los
denominados sistemas toxina-antitoxina o STA. A pesar de no estar oficialmente
reconocidos como factores de virulencia, algunos de los aspectos de su funcionalidad si
que podrian contribuir de forma significativa a la patogenicidad de un determinado
microorganismo [225-228]. Esta podria ser parte de la justificacion del hecho por el que
M. tuberculosis acumula habitualmente tal nimero de estos sistemas en su genoma [238].
En la busqueda sobre el genoma de M. tuberculosis CR-UIB2 de estos elementos se
encontraron hasta 68 STA, de los cuales 48 correspondian a los STA de tipo Il VapBC;
un numero que debe reflejar algan tipo de funcion bioldgica altamente beneficiosa para
el patdgeno en cuestion y que le lleva a acumularlos en su dotacion genémica. Sabiendo
que entre las funciones de los STA estarian las del mantenimiento de genes importantes
para la virulencia (como por ejemplo resistencias a antibioticos) o la de induccién a un
estado de letargo ante una condicion ambiental adversa [242,244,255,256]; cobra fuerza
la hipotesis de que estos sistemas pueden beneficiar de forma significativa la
patogenicidad del agente causal de la tuberculosis, y por extension de las MCR

consideradas patdgenos oportunistas que presenten este tipo de sistemas en sus genomas.

Es de destacar que de todos los potenciales sistemas encontrados en los genomas de MCR
analizados, s6lo realmente tres mostraron en E. coli un comportamiento compatible con
un STA al aplicar el protocolo apuntado en materiales y métodos. Dos de ellos
corresponden a los sistemas VapBC27 y VapBC28, encontrados en el genoma de M.
llatzerense MG13". Las toxinas de ambos sistemas mostraron un claro efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de la poblacién bacteriana en E. coli, pero sélo en el caso de
VapBC27 se consiguio demostrar claramente el efecto atenuante esperado de la antitoxina
asociada. El estudio de dominios de las respectivas secuencias proteicas situd a las
antitoxinas en familias asociadas a este tipo de actividad, mientras que las toxinas se
incluyeron en la familia de proteinas con dominio PIN, con actividad ribonucleasa. Desde
el punto de vista estructural se consiguido modelar a estas toxinas VapC acorde a la

estructura tipica de dicha familia, asi como precisar los aminoécidos que conforman el
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centro activo de las mismas. Este proceso no fue concluyente en el caso de las antitoxinas,
cuya variabilidad estructural es mayor y, por tanto, méas dificil de predecir a partir de la

comparacion con las estructuras existentes en la actualidad.

El tercer STA que mostré un comportamiento acorde con los resultados esperados fue el
correspondiente al sistema épsilon/zeta detectado en la cepa Mycobacterium sp. MHSD3.
Aungue inicialmente solo se detectd la toxina zeta como tal, se consiguié identificar una
proteina hipotética (HP) corriente arriba de la toxina que encajaba con una posible
antitoxina. La caracterizacion desde el punto de vista estructural y de dominios puso de
relieve que ambos componentes estaban teéricamente en disposicion de los elementos
necesarios para constituir un STA real del tipo Il épsilon/zeta: una proteina hipotética con
dominios de antitoxina y una toxina con dominios pertenecientes a la familia AAA, con
actividad ATPasa y caracteristicos de las toxinas zeta. Ademas, también se consiguio
precisar los potenciales aminoacidos candidatos a constituir el centro de union al ATP en
la toxina zeta. En cuanto al ensayo experimental, la toxina zeta mostré un claro efecto
inhibitorio del crecimiento inmediatamente después de su induccién. Por su parte, la HP
al ser inducida mostré el efecto atenuante esperado de dicha toxicidad. Ademas, al
comparar las secuencias proteicas de la toxina y la hipotética antitoxina con las secuencias
presentes en las bases datos, se consigui6 definir un pequefio conjunto de secuencias con
una elevada identidad con ellas y codificadas en genomas de cepas de M. chelonae (con
mas de un 80 % de identidad en el 100 % de cobertura). Sin embargo, la presencia de
homologos para esta proteina no fue exclusiva en cepas de M. chelonae, sino que también
se encontraron en otras especies del género Mycobacterium, aunque en este caso las
identidades no superaron el 67 % (con mas del 90 % de cobertura). Por lo tanto, la
presencia de homologos de la toxina zeta y la P.H. de la cepa Mycobacterium sp. MHSD3
no solo se limita a MCR sino también a MCL, incluida M. tuberculosis. La demostracion
experimental de que el sistema de la cepa estudiada en este caso encaja con un STA daria
indicios de que dichos homdlogos pueden presentar el mismo comportamiento. Esta
informacién conduce a la posibilidad de estar ante una nueva variante en secuencia del
sistema épsilon/zeta. Ademas, en el genoma de la cepa MHSD3 se detectd que este
sistema estaba codificado muy cerca de proteinas con dominios caracteristicos de
transposasas, 1o que afadiria la posibilidad de ser transferible. Adicionalmente, en su

vecindad se hallaron genes relacionados con actividad -lactamasa, por lo que se podria
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tratar de una resistencia a antibidticos cuya estabilidad en el genoma estaria siendo

protegida por el STA épsilon/zeta.

El resto de genes relacionados con este tipo de sistemas no mostraron efecto tdxico
alguno. Los sistemas MT0933-34 hallados junto con una lipasa codificada entre los dos
componentes del sistema toxina-antitoxina merecen una mencion aparte. Efectivamente,
estos elementos, segun los resultados obtenidos basados en la exploracion de bases de
datos de rutas metabdlicas, podrian pertenecer a rutas de sintesis de poliquétidos,
compuestos de alto interés economico debido a su potencial antimicrobiano, antifdngico
o incluso contra la formacion de biopeliculas, entre otras funciones. En este sentido, las

MCR podrian ser una buena fuente de este tipo de compuestos.

En definitiva, teniendo en cuenta toda la informacidn expuesta, podemos concluir que se
hallaron claras evidencias gendmicas que pueden dar explicacion a la capacidad de estas
especies de desencadenar una infeccion en determinadas situaciones, asi como de la
capacidad de superar diversas de las medidas preventivas destinadas a evitar que estos
microorganismos alcancen a potenciales pacientes en el &ambito hospitalario, y de resistir
los tratamientos una vez ya los han colonizado. Sin embargo, tal y como se ha destacado
anteriormente, en muchos casos estamos ante una exposicion meramente descriptiva
basada en la informacion disponible recopilada en el momento de la anotacion genémica
y, por lo tanto, inicialmente con un mero valor teérico. Por todo ello, y como valor
afiadido, es necesaria la demostracion experimental de su funcionalidad para confirmar
los hallazgos, por ejemplo, tal y como se hizo con los STA. Solo de esa forma se pondrén
las bases necesarias para llegar a estar en disposicién de definir a estos elementos
encontrados como importantes para la patogenicidad del microrganismo y convertirse en
auténticas dianas alternativas contra las que actuar mediante el desarrollo de nuevas

estrategias de tratamiento.
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La calidad del ADN en términos de pureza e integridad es generalmente un
elemento clave para el proceso de secuenciacion de genomas en plataformas de
alto rendimiento, pero es especialmente critico en la generacion de librerias para
aquellas plataformas que generan lecturas largas, como por ejemplo PacBio.

El enfoque basado en el scaffolding hibrido es capaz de completar el cierre de un
genoma microbiano de 5 Mb de manera directa utilizando coberturas 50x de
lecturas Illumina y una tnica celda SMRT.

El programa de ensamblaje Velvet, con lecturas illumina y una cobertura 50x,
genera mejores ensamblajes que Newbler y SPAdes en términos de menor
acumulacion de errores.

Como paso previo a la realizacion de un anélisis gendmico comparativo, con el
fin de detectar cepas mal clasificadas presentes en las bases de datos o establecer
las relaciones evolutivas correctas para nuevos aislamientos, es importante el
establecimiento del correcto contexto evolutivo de todos los microorganismos
objeto de andlisis.

El establecimiento de relaciones evolutivas basadas en el genoma esencial
monocopia tiene un poder discriminativo muy superior a los analisis basados en
ADNr 16S o MLSA, permitiendo una mayor resolucion para grupos
taxonémicamente complejos. Ademds, en el global del pangenoma de
micobacterias de crecimiento rapido las cepas evolutivamente mas cercanas no
son siempre las que mayor niimero de proteinas comparten.

La gran variedad de nichos ecologicos ocupados por las micobacterias de
crecimiento rapido se refleja en el gran nimero de familias de proteinas incluidas
en la seccion del pangenoma denominada como “cloud”, representando hasta un
65,52 %.

El estudio de las relaciones evolutivas basadas en el genoma esencial con cepas
de las especies Mycobacterium chelonae, Mycobacterium immunogenum y el
complejo Mycobacterium abscessus concuerdan y confirman la reciente division
del complejo M. abscessus en tres subespecies, y que vendrian definidas por las
cepas tipo Mycobacterium abscessus subsp. abscessus ATCC 199777,
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii CCUG 50184" y Mycobacterium
abscessus subsp. massiliense CCUG 48898,
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El andlisis comparativo del pangenoma de cepas y aislamientos de
Mycobacterium tuberculosis ha puesto de manifiesto que es claramente abierto,
evidenciando una alta capacidad de intercambio de su repertorio genético.

El andlisis del genoma esencial de la especie Mycobacterium immunogenum
revelan una alta conservacion del mismo, mostrando genomas que son
practicamente idénticos. Ademads, el pangenoma de esta especie tiene una
tendencia claramente cerrada, y consecuentemente una moderada capacidad para
incorporar o perder genes en comparacion a otras especies analizadas del género.
Las cepas de Mycobacterium immunogenum de origen clinico presentan en sus
genomas genes exclusivos relacionados con su procedencia y con posibles
implicaciones en el desarrollo de su patogenicidad.

El perfil de resistencias definido genéticamente en los genomas de las cepas
analizadas revela un amplio abanico de elementos con posibles implicaciones en
la supervivencia frente a diversos agentes externos con potencial biocida, como
por ejemplo antibidticos o metales pesados. Estos elementos deberian tener un
peso relevante en las dificultades inherentes al control de la propagacion o
tratamiento de las infecciones de estos microorganismos.

Desde el punto de vista de los factores de virulencia, las micobacterias de
crecimiento rapido analizadas disponen de toda una serie de mecanismos que
favorecerian el desarrollo de la infeccion, la evasion del sistema inmune, la
penetracion a través de células epiteliales y su defensa frente a respuestas
inmunoldgicas o situaciones ambientales de estrés (como falta de nutrientes,
hipoxia o condiciones &cidas).

En lo referente a la percepcion del Quérum, los genomas de micobacterias de
crecimiento rapido analizados contienen, desde el punto de vista tedrico, los
elementos necesarios para la sintesis y el transporte de sefiales implicadas en los
mecanismos de comunicacion entre bacterias. En algunos casos, la informacion
recabada por estos procesos les permitiria modular la expresiéon de una serie de
genes, incluidos algunos factores de virulencia y mecanismos comprometidos en

su supervivencia en el interior del hospedador y, por lo tanto, en su patogenicidad.
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El analisis del reguloma de los genomas analizados revela la presencia de
proteinas reguladoras implicadas en la modulacion de la expresion de elementos
de patogenicidad acorde a los requerimientos ambientales especificos.

Los sistemas VapBC27, VapBC28 de Mycobacterium llatzerense MG 137 y
épsilon/zeta de Mycobacterium sp. MHSD?3; en base a secuencia muestran a priori
todos los elementos necesarios para actuar como un sistema toxina-antitoxina.
Ademas, en el ensayo experimental manifiestan un comportamiento caracteristico
de este tipo de operones, si bien es cierto que el efecto atenuante de la toxina
VapB28 no ha podido ser demostrado con rotundidad.

El sistema épsilon/zeta, junto con los genes homodlogos presentes en algunas cepas
cercanas a Mycobacterium chelonae, representa un sistema muy diferente al resto
de homologos detectados en otras especies de micobacterias.

Los hipotéticos sistemas toxina-antitoxina MT0933-34, con una lipasa intercalada
entre la toxina y la antitoxina, parecen mas bien pertenecer a sistemas de sintesis
de poliquétidos y, por lo tanto, no corresponderian a toxinas reales. En cualquier
caso, este ultimo echo apuntaria a las micobacterias de crecimiento rapido como

potenciales fuentes naturales de este tipo de compuestos.
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Anexo 1

Tabla suplementaria 1. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y pangenoma del grupo
de micobacterias de crecimiento rapido. Se incluyen los nimeros de acceso para cada uno, incluyendo los
correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes.

Cepa

NUmeros de acceso

Mycobacterium sp CR-UIB1
Mycobacterium sp. MG2
Mycobacterium sp. MG8
Mycobacterium sp. MHSD2
Mycobacterium sp. MHSD3

M. abscessus ATCC 199777

. abscessus FLAC004
. abscessus FLAC003
. abscessus NOV0213

M
M
M
M. abscessus UC22

<

. abscessus subsp bolletii 50594

M. abscessus subsp bolletii CCUG
501847

M. abscessus subsp bolletii CCUG 48898
M. abscessus subsp bolletii 103

M. chelonae CCUG 474457

M. chelonae 1518

M. chelonae ATCC 35752

<

. chubbuense NBB4

. chubuense DSM 44219
. fortuitum Z58

. fortuitum DSM 46621

. fortuitum ATCC 6841

=< L

M. gilvum PYR-GCK

<

. gilvum Spyrl

. hassiacum DSM 44199

. hassiacum DSM 44199

. immunogenum CCUG 472867
. immunogenum SMUC14

. llatzerense CLUC14

=< £

No disponible
No disponible
No disponible
No disponible
NADKO00000000

NC_010397
NC_010394 (plasmido)

NZ_CP014951
NZ_CP014950
NZ_CP013049
NZ_CP012044
NC_021282

NC_021278 (Plasmido 1)
NC_021279 (Plasmido 2)

LDMY00000000

NZ_AP014547
JAOK00000000
NZ_CP007220
JAO100000000
CP010946
NC_018027
NC_018022 (pMYCCH.01)
NC_018023 (pMYCCH.02)
NZ_JYNX01000000
NZ_JASW00000000
NZ_ALQB01000000
CRVX00000000

NC_009338
NC_009339 (pMFLVO01)
NC_009340 (pMFLV02)
NC_009341 (pMFLV03)

NC_014814
NC_014811 (pMSPYR101)
NC_014812 (pMSPYR102)
NZ_AMRA00000000
NZ_ARBU01000000
NZ_CP011530
JXUU01000000
JXST00000000
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Continuacion de la Tabla suplementaria 1. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y
pangenoma del grupo de micobacterias de crecimiento rapido. Se incluyen los nimeros de acceso para cada
uno, incluyendo los correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes.

Cepa Numeros de acceso
M. llatzerense MG13T No disponible
M. marinum Europe ANPL00000000
M. marinum MB2 NZ_ANPM01000000
M. marinum M NC_010612
NC_010604 (pMM23)
M. masiliense GO06 NC_018150
M. neoaurum VKM-Ac-1815D NC_023036
M. neoaurum ATCC 257957 NZ_JMDWO01000000
M. neoaurum DSM 447047 CCDR0100000000
M. neoaurum MN4 JXYZ01000000
M. phlei RIVM601174 NZ_AJFJ01000000
M. rhodesiae NBB3 NC_016604
M. rhodesiae JS60 NZ_AGIQ01000000
NC_019966
M. smegmatis J5623 H&Siiiéé EBWESMS%%
NC_019959 (PMYCSMO03)
M. smegmatis MC2-155 NC_008596
M. smegmatis MC2-155 NC_018289
M. smegmatis MC2-155 NZ_CP009494
M. smegmatis MC2-51 NZ_JAJD01000000
M. smegmatis MKD8 NZ_A0CJ01000000
M. smegmatis INHR1 NZ_CP009495
M. smegmatis INHR2 NZ_CP009496
M. thermoresistibile ATCC 195277 AGVE01000000
M. vaccae ATCC 25954 ALQA01000000
M. vanbaalenii PYR-1 NC_008726

Tabla suplementaria 2. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y pangenoma del grupo
de abscessus-chelonae-immunogenum. Se incluyen los nimeros de acceso para cada uno, incluyendo los
correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes. Los genomas correspondientes a
M. immunogenum incluidos en esta tabla son los utilizados para el mismo estudio centrado en esta especie.

Cepa

Nameros de acceso

. abscessus 625
. abscessus 652
. abscessus 666
. abscessus 676
. abscessus 690
. abscessus 746
. abscessus 748
. abscessus FLACO003

=T <L £

FSPHO00000000
FVXK00000000
FVXM00000000
FSMP00000000
FV/XK00000000
FSJU00000000
FVCA00000000
NZ_CP014950
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Continuacion de la Tabla suplementaria 2. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y
pangenoma del grupo de abscessus-chelonae-immunogenum. Se incluyen los nimeros de acceso para cada
uno, incluyendo los correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes. Los genomas
correspondientes a M. immunogenum incluidos en esta tabla son los utilizados para el mismo estudio

centrado en esta especie.

Cepa NUmeros de acceso

. abscessus FLAC004 NZ_CP014951
. abscessus FLACO005 NZ_CP014952
. abscessus FLACO007 NZ_CP014953
. abscessus FLACO008 NZ_CP014954
. abscessus FLAC031 NZ_CP014957
. abscessus FLACO013 CP014955

. abscessus FLAC045 CP014958

. abscessus FLAC048 NZ_CP014959
. abscessus FLAC049 NZ_CP014960

. abscessus UC95
. abscessus 4529

. abscessus ATCC 199777

. abscessus DJO 44274

. abscessus subsp bolletii 103

. abscessus subsp bolletii 1513

. abscessus subsp bolletii 1S 151 0930
. abscessus subsp bolletii 1S 152 0914
. abscessus subsp bolletii 1S 153 0915
. abscessus subsp bolletii 1S 154 0310
. abscessus subsp bolletii 2B 0107

. abscessus subsp bolletii 2B 0626

. abscessus subsp bolletii 2B 0912 R

. abscessus subsp bolletii 2B 0912 S

. abscessus subsp bolletii 2B 1231

T TS £ £ K8<t <<k«

<

. abscessus subsp bolletii 50594

. abscessus subsp bolletii BDT
. abscessus subsp bolletii CCUG 48898
. abscessus subsp bolletii CRM 0020

. abscessus subsp bolletii INCQS 00594

. abscessus subsp bolletii M18

. abscessus subsp bolletii MA 1948
. abscessus subsp bolletii M2B 307
. abscessus subsp bolletii MC1518
. abscessus subsp bolletii MM1513
. abscessus subsp bolletii str GO 06

=S I £ £ £

LGCJ00000000
CP009616

CU458896
CU458745 (plasmido)

CP009615
CP009407
JA0J00000000
AKUI00000000
AKUJ00000000
AKUK00000000
AKUL00000000
AKUNO0000000
AKUMO00000000
AKUV00000000
AKUWO00000000
AKUO000000000
CP004374
CP004375 (plasmid1)
CP004376 (plasmid2)
AHAS00000000
AP014547
ATFQ00000000

AUVF00000000
CP003376 (pPMABOL)

AJSC00000000
CP009408
AKUU00000000
CP009613
CP009447
CP003699.2

313


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009616.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CU458896.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009615.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009408.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009613.1

Anexo 1

Continuacion de la Tabla suplementaria 2. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y
pangenoma del grupo de abscessus-chelonae-immunogenum. Se incluyen los nimeros de acceso para cada
uno, incluyendo los correspondientes a los plasmidos en los casos en los que estan presentes. Los genomas
correspondientes a M. immunogenum incluidos en esta tabla son los utilizados para el mismo estudio
centrado en esta especie.

Cepa NUmeros de acceso

M. abscessus subsp bolletii CCUG 501847 LDMY00000000
M. abscessus UC22 NZ_CP012044
M. abscessus NOV0213 NZ_CP013049
M. chelonae ATCC 357527 CP010946

M. immunogenum CCUG 472867 NZ_CP011530
M. immunogneum H088 LJFT00000000
M. immunogenum SMUC14 JXUU01000000
M. immunogneum H097 LJFU00000000
M. immunogneum HXV LJFX00000000
M. immunogneum H106 LJFV00000000
M. immunogneum H008 LJFO00000000
M. immunogneum HXXI LJFY00000000
M. immunogneum H074 LJFR00000000
M. immunogneum HO076 LJFS00000000
M. immunogneum HO60 LJFP00000000
M. immunogneum H068 LJFQ00000000
M. immunogneum H113 LJFW00000000
M. chelonae CCUG 474457 NZ_CP007220
Mycobacterium sp. MG2 No disponible
Mycobacterium sp. MG8 No disponible
Mycobacterium sp. MHSD2 No disponible
Mycobacterium sp. MHSD3 NADKO00000000
Mycobacterium sp. CR-UIB1 No disponible
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Tabla suplementaria 3. Genomas utilizados para el estudio de genoma esencial y pangenoma de la especie
M. tuberculosis. Se incluyen los nimeros de acceso para cada uno.

Cepa

NuUmeros de acceso

LT TSI EItsgsxs<e

. tuberculosis H37Rv

. tuberculosis CDC1551

. tuberculosis H37Ra

. tuberculosis F11

. tuberculosis KZN 1435

. tuberculosis str. Haarlem

. tuberculosis KZN 4207

. tuberculosis KZN 605

. tuberculosis W-148

. tuberculosis CTRI-2

. tuberculosis CCDC5180

. tuberculosis 7199-99

. tuberculosis str. Erdman = ATCC 35801
. tuberculosis str. Beijing/NITR203
. tuberculosis EAIS/NITR206
. tuberculosis CCDC5079

. tuberculosis EAI5

. tuberculosis HKBS1

. tuberculosis BT2

. tuberculosis BT1

. tuberculosis K

. tuberculosis KIT87190

. tuberculosis ZMC13-264

. tuberculosis ZMC13-88

. tuberculosis 96075

. tuberculosis 96121

. tuberculosis 49-02

. tuberculosis H37RvSiena

. tuberculosis str. Kurono

. tuberculosis SCAID 187.0

. tuberculosis F1

. tuberculosis F28

. tuberculosis 2242

. tuberculosis 2279

. tuberculosis 22115

. tuberculosis 37004

. tuberculosis 22103

. tuberculosis 26105

. tuberculosis str. Haarlem/NITR202
. tuberculosis CAS/NITR204

AL123456.3
AE000516.2
CP000611
CP000717
CP001658
CP001664
CP001662
CP001976
CP012090
CP002992
CP001642
HE663067
AP012340
CP005082
CP005387
CP002884
CP006578
CP002871
CP002882
CP002883
CP007803
CP007809
CP009100
CP009101
CP009426
CP009427
HG813240
CP007027
AP014573
CP012506
CP010329
CP010330
CP010335
CP010336
CP010337
CP010338
CP010339
CP010340
CP004886
CP005386
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Tabla suplementaria 4. Listado de los cédigos de las categorias funcionales de los COG relacionados con
las funciones especificas que representan en cada caso.

Codigo COG

Categoria funcional

NWITOT—-—ITMOOX OCSNZZIAK<KOWr X > <

Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis
Procesamiento y modificacion del RNA
Transcripcion
Replicacion, recombinacion y reparacion
Estructura y dindmica de la cromatina

Control del ciclo cellular, division cellular, particién del cromosoma

Estructura nuclear
Mecanismos de defensa
Mecanismos de transduccion de sefial
Biogénesis de la pared cellular, membrana y envoltura
Motilidad celular
Ctoesqueleto
Estructuras extracelulares
Tréfico intracellular, secrecion y transporte vesicular.
Modificacion post-transcripcional, recambio de proteinas,
chaperonas
Mobiloma: profagos, transposones
Produccion y conversion de energia
Transporte y metabolismo de carbohidratos
Transporte y metabolism de aminoacidos
Transporte y metabolismo de nucle6tidos
Transporte y metabolismo de coenzimas
Transporte y metabolismo de lipidos
Transporte y metabolismo de iones inorganicos
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios
Solo prediccion de funcion general
Funcion desconocida
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Tabla suplementaria 1. Listado completo de todos los FT encontrados en las cepas de MCR estudiadas,
incluyendo las listadas en la tabla reducida el capitulo 3.

CCUG CCUG CcCuG
474457 472867 501847

MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1

AraC 13 22 17 13 14 19 14 20

ArsR 14 11 13 14 14 13 17 14

Crp 1 1 2 1 1 2 1 3

DeoR 0 1 1 0 0 0 0 0

FeoC 0 0 0 0 0 0 0 1

GntR 12 15 14 10 11 16 13 16

HxIR 6 6 5 5 4 5 5 7

KorB 0 1 0 0 0 0 0 0

LexA 1 1 1 1 1 1 1 1

LysR 16 22 21 14 15 16 17 21

MerR 8 8 7 8 8 6 7 7

NrdR 1 1 1 1 1 1 1 1
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Continuacion de la Tabla suplementaria 1. Listado completo de todos los FT encontrados en las cepas
de MCR estudiadas, incluyendo las listadas en la tabla reducida el capitulo 3.

CCUG CCUG CCUG

G2 MG8 MHSD2 MHSD3 CR-UIB1
474457 472867 501847

Rok 1 1 1 1 1 1 1 1
PucR 1 2 2 1 1 2 1 2
RpiR 0 1 1 0 0 0 0 0
Rrf2 2 1 1 1 1 1 2 2
Sarp 0 1 1 0 0 1 0 1
TetR 144 155 149 143 144 146 145 138

TrmB 3 1 3 1 1 3 1 3
WhiB 8 10 9 7 7 8 7 6
Xre 18 33 15 14 14 14 18 18
No clasif. 7 8 5 5 4 5 10 5
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Tabla suplementaria 2. Listado completo de todos los FT encontrados en las cepas cepas M. tuberculosis
CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv., incluyendo las listadas en la tabla reducida el capitulo 3.

CR-UIB2 H37Rv

AraC 6 6

ArsR 12 12

Crp 2 2

DtxR 2 2

GntR 7 7

HxIR 2 2

KorB 1 1

LexA 1 1

LysR 4 4

MerR 3 3

PadR 3 3

Sarp 3 2

TrmB 1 1

Xre 15 15

Tabla suplementaria 3. Familias de reguladores de respuesta encontrados en los genomas de las cepas M.
tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica el nimero de representantes encontrados en
cada caso.

Amir_NasR CheY NarlL OmpR

H37Rv 1 1 2 9
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Tabla suplementaria 4. Factores sigma identificados en el andlisis del reguloma de los genomas de las
cepas M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica el nimero de representantes
encontrados en cada caso.

CR-UIB2 H37Rv
SigA 1 1
SigB 1 1
SigC 1 1
SigD 1 1
SigE 1 1
SigF 1 1
SigG 1 1
SigH 1 1
Sigl 1 1
Sig) 1 1
SigK 1 1
SiglL 1 1
SigM 1 1

Tabla suplementaria 5. Reguladores negativos (Factores antisigma) identificados en la prospeccion de los
proteomas de las cepas M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica la presencia (+) o
ausencia (-) de cada factor en los distintos genomas.

CR-UIB2 H37Rv
Anti-Sig (RshA) + +
Anti-SigF(RsfA) + +
Anti-SigE(RseA) + o
Anti-SigM(RsmA) + +
Anti-SigD(RsdA) + +
Anti-SigL(RslA) + +
Anti-SigF(RsbW) + +
Anti-SigF(RsfB) + +
Anti-SigK(RskA) + +
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Tabla suplementaria 6. Nimero de elementos relacionados con SDC encontrados en los genomas de las
cepas M. tuberculosis CR-UIB2 y M. tuberculosis H37Rv. Se indica el nimero de histidina quinasas,
reguladores de respuesta y el nimero de SDC completos formados entre ellos. Se indica también el nimero
de elementos para los cuales no se ha hallado el elemento relacionado que completaria el SDC.

CR-UIB2 H37Rv
HK 14 15
RR 13 13
TCS 9 10
HK solitarias 5 5
RR solitarios 4 3
Prot. fosfotransferasa 1 1
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Tabla suplementaria 1. Cebadores disefiados para la amplificacion de los elementos de los STA. En rojo se
muestran las dianas de restriccion pertinentes en cada caso. Previa a esta diana se insertaron 6 nucleétidos
coincidentes con la secuencia original del genoma para incrementar la eficiencia de hibridacién en la PCR

inicial.
Diana Cebador F (5'->3") Cebador R (5'->3")

VapB28 TACCAAccATGGCCCTGAACATCAAAGA TCTCGTAAGCTTGGATGGCGATGATTGATGAC
VapC28 CTGGGACccatggAGATGATCATCGATACGTCA CGCCAAAAGCTTGGTGCCGTTCTACAAGTTCTG
VapB27 CTAATCCCATGGAAGCTGTCATCGACTCA GACATGaagcttATGCGAGGTCACAAGCAAC
VapC27 TTCGGGCatatgCTGACATCGCCGCGGGTCA GCTTCCctcgagGTCGTCCATTGGCTATCCAG
MT0933 ATAGATGAATTCaaACCATGGGATTTCTGGACAAG  CAGGCCAAGCTTGGAGACAGCGGTACTTCGATG
MT0934 CAGTAGCcCATGGCAAAGCTCGCAAGTTC (A) TTCACGAAGCTTGCTGTCTAAACCGACGCGAAC
KnB A GGAGAACCTCcCATGGCTGATTTCAA (A) AGCGCCAAGCTTAGCAGCGCCAGTCGGTTACTGA
Mch L TGGCGCCATATGGCGGCGCTGGTGTTGGTCA acgataCTCGAGGACATCAACAGACGGCTA
Mch MT0934 TCGTTTccatgGTGGCAGCCAAACTGAATTCc AGAACGAAGCTTATGGCGATTACGAGGCAGATG
Mch Toxin2 AACCGTcCATGGGACACATTGAAGCAAC TGTCGTAAGCTTCAAGATCGTCAGGCATCTTC
Mch Toxin3 CTTCCGcatATGTCCGAGCTGCACTCCA CTGTGACctcgagTCGACGTCGGCAGACTCGGTTA
Mim MT0933 gCAAGCcCATGGCTGATTTCAAG cgcaagaagcttcgccagteggttactgag
MimLip GCCGCCcatatGGTGCTGTCCGACGCGCCGTTG acgtggctcgagtaccggagegatacgaac
m;[gg]s 4 CCTTTGccatgGTGGCAGCCAAACTGAATTCC gataccaagctttcacaaaccgtcgcttatg
MG2 MT0933  AACCTCcCATGGCTGATTTCAAGGGCCTCATC CGCCAGaagcttCGCCAGTCGGTTACTGAG
MG2 LIP CTCtCtcatatgGGGTGAGGTGCTTTCCGA AGACTACctcgagGAGCGACATCAACAGACGGCTA
MG2 MT0934  CGTCTGccatgGTGGCAGCCAAACTGAATTCc ACGGTCaagcttGTTTTCGCAGGTAGAACG
MG2 Ztox agaTCAGGGGCAtATGGCCGGATA CCGCCActcgagGACGATGATCGAGATCAG
MD2 MT0933  ACAAGCcCATGGCTGATTTCAAGGGCCTCA CAGTCCaagcttATCAACACCAGCACCGCAAGCAG
MD2 lip TTGCCAcatatgCGGTCGAGAAGGTCGAAGGTG ACGATACctcgagAGATCCGAACAGACCGCTA
MD2 MT0934  CGTCTGccatgGTGGCAGCCAAACTGAATTCC TCACAAaagcttGCTTATGTTTTCGCAGGTAGAC

MD2 MT0934S
MD2 Z

MD2 MT0934S
Ztoxin2

Z2 Antitox

Doc

Hiphd

Ztoxin

VapB5

VapC5

CTTTCGcatATGTCTGAGCTGCACTCCAGCATC
TGGtGGcatATGACCGGATGTCCGCAG
CTTCCGcatATGTCCGAGCTGCACTCCAGCATC
TACCCAccatgGTGAAACGGCTCGATCTGATCGTC
gagATCcCATGGCGGCTCCGGTAGA
GAAGACCcatATGATCACGTTCTATCTAACTGC
GACATCccatggTCATGAGTATGACACAGCCCGAGAA
agaTCAGGGGCAtATGGCCGGATA
GCTACCccatgGTGGTGAACACCGTAGGCCTGCGTGA
TGGtCGccatgGTGAGGGCGGTGCTCGATAC

GTCCTGctcgagTTCCGTGAACGTGGTTCGTG
TCTACCctcgagTTGTCAGGCCCTCGTGGACAAC
CTTTCCctcgagAAAGTGATCGACGTCGGCAGA
TTTGACaagcttTACTCACACATCGGACGCTA
TTGGGA2agcttATCAGATCGAGCCGTTTCAC
CGTGtTctcgagCCTCGCATGGCCTTAGTCGTTG
cgtggtaagcttCAGTTAGATAGAACGTGATCATC
CCGCCACctcgagGACGATGACCGAGATCAG
GGTCACaagcttATTGCGAGCTCGCCGTCGATC
AaAAGGaagcttCGTTGTAATACACAGTGCTCACGG
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Tabla sumplementaria 2. Porcentajes de identidad entre las secuencias de las proteinas MT0933, la lipasa
y MT0934, utilizando la secuencia del genoma de la cepa tipo de M. chelonae CCUG 474457 como

referencia.

Cepa MT0933 Lipasa MT0934

CCUG 474457 100 100 100

MHSD3 100 91 100

MG2 98 91 100

MG8 98 92 100

CR-UIB-1 95 85 91

MHSD2 95 85 91

CCUG 472867 87 87 91

Tabla suplementaria 3. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la antitoxina VapB27 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

Numero de acceso

M. gilvum DSM 45189 / LMG 24558 / Spyr1

Mycobacterium sp. KMS
M. chlorophenolicum DSM 438267

M. chubuense DSM 442197

M. gilvum PYR-GCK

Acidipropionibacterium acidipropionici ATCC
4875/ DSM 20272 / JCM 6432

Kineosphaera limosa NBRC 100340

Gordonia rhizosphera NBRC 16068
Microlunatus phosphovorus ATCC 700054 /
DSM 10555 / JCM 9379 / NBRC 101784 /
NCIMB 13414 / VKM Ac-1990 / NM-1
Tetrasphaera japonica T1-X7

Microbacterium sp. Leaf203

Frankia sp. Ccl6

Frankia sp. BMG5.23

Frankia casuarinae DSM 45818 / CECT 9043 /
Ccl3

Frankia sp. Ccl6
Frankia sp. BMG5.23

Frankia casuarinae DSM 45818 / CECT 9043 /
Ccl3

Frankia sp. QA3

Regulador transcripcional, Familia AbrB

Regulador transcripcional, Familia AbrB

Antitoxina VapB27

Antitoxina VapB27

Regulador transcripcional, Familia AbrB
Regulador transcripcional, Familia AbrB
Proteina no caracterizada
Proteina no caracterizada

Proteina no caracterizada

Regulador transcripcional MraZ
Regulador transcripcional, Familia AbrB
Regulador transcripcional, Familia AbrB
Regulador transcripcional, Familia AbrB

Regulador transcripcional, Familia AbrB

Regulador transcripcional, Familia AbrB
Proteina no caracterizada

Regulador transcripcional, Familia AbrB

Proteina de unién al ADN, Familia AbrB

ADUO01177.1

ABL90056.1
KMO067373.1

KM084272.1
ABP47662.1

AFV91064.1
GAB94656.1
GAB91680.1

BAK36694.1

CCH80362.1

KQM40320.1
ESZ99906.1
KDAA40896.1

ABD11927.1

ETA03209.1
KDA41364.1

ABD12648.1

EIV91044.1
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Continuacion de la Tabla suplementaria 3. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas
en la construccion del dendograma de la antitoxina VapB27 de M. llatzerense MG13T. Se indica la cepa de
procedencia y la anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa Anotacion Numero de acceso
M. tuberculosis CAS/NITR204 Proteina no caracterizada AGL26080.1
M. orygis 112400015 Proteina no caracterizada EMT37144.1
M. bovis BCG / Pasteur 1173P2 Proteina no caracterizada CAL70630.1

M. tuberculosis complex multispicies

M. tuberculosis ATCC 35801 / TMC 107 /

Proteina no caracterizada BAL64474.1
Erdman
M. tuberculosis ATCC 25618 / H37Rv Antitoxina AIR13323.1
M. tuberculosis ATCC 25177 / H37Ra Proteina no caracterizada ABQ72330.1
M. canettii CIPT 140010059 Proteina no caracterizada CCC42945.1
M. africanum GM041182 Proteina no caracterizada CCC25678.1
M. bovis BCG-1 Antitoxina WP_003403139.1
M. tuberculosis DK9897 Antitoxina APR56067.1
M. tuberculosis C Antitoxina VapB27 EAY59007.1
M. tuberculosis BTB05-013 Antitoxina VapB27 KCN23102.1
M. tuberculosis MAL010121. Antitoxina VapB27 KBH07155.1
M. bovis BCG Putativa Antitoxina vapb27 CuUI10382.1
M. tuberculosis OFXR-27 Antitoxina VapB27 KBJ95943.1
M. tuberculosis BTB05-348 Antitoxina VapB27 KCN32362.1
M. tuberculosis M1034 Antitoxina VapB27 KAX84884.1
M. tuberculosis T46 Antitoxina EFD12147.1
M. tuberculosis W-148 Antitoxina VapB27 EGE49364.1
M. tuberculosis ATCC 25618 / H37Rv VapB27 CCP43338.1
Blastococcus saxobsidens DD2 Putativa Regulador transcripcional CCG05636.1
M. tuberculosis CDC 1551 / Oshkosh Proteina no caracterizada AAK44853.1
M. caprae MB2 Proteina no caracterizada CEJ50622.1
M. bovis MB1 Putativa Proteina no caracterizada CEJ34357.1
Frankia alni ACN14a Proteina no caracterizada CAJ58885.1
Frankia sp. EUN1f Regulador transcripcional, Familia AbrB EFC80503.1
Frankia sp. R43 Antitoxina KPM50928.1
M. tuberculosis Haarlem/NITR202 Proteina no caracterizada AGL22354.1
M. tuberculosis D00501624 Putativa antitoxina CNX55889.1

. Proteina con el dominio de la

ik (B9 EIEE superfamilia Antitoxina-Maz abrB bt
M. mucogenicum1199456.5 Regulador transcripcional, Familia AbrB OBA79891.1
Frankia sp. QA3 Proteina de union al ADN, Familia AbrB EIV92738.1

Antitoxina VapB27

WP_003403139.1
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Tabla suplementaria 4. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la antitoxina VapC27 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

N° de acceso

Mycobacterium sp. MCS
Mycobacterium sp. KMS
Mycobacterium sp. JLS
Mycobacterium sp. Spyril
Gordonia rhizosphera NBRC 16068

Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 / DSM
20272 / JCM 6432 / NBRC 12425 / NCIMB 8070

Microlunatus phosphovorus ATCC 700054 / DSM
10555 / JCM 9379 / NBRC 101784 / NCIMB 13414 /
VKM Ac-1990 / NM-1

Kineosphaera limosa NBRC 100340
Frankia sp. EAN1pec
Frankia sp. Ccl3

Frankia sp. Thr

Frankia sp. Ccl6

Frankia sp. QA3

Frankia sp. BMG5.23
Tetrasphaera japonica T1-X7
Frankia alni ACN14a
Frankia sp. EUN1f

Frankia sp. CeD

Microlunatus phosphovorus ATCC 700054 / DSM
10555 / JCM 9379 / NBRC 101784 / NCIMB 13414 /
VKM Ac-1990 / NM-1

Frankia sp. Allo2

Frankia sp. Ccl6

Frankia sp. BMG5.23

Frankia sp. CeD

. gastri "Wayne'

. tuberculosis Haarlem/NITR202

. tuberculosis ATCC 35801 / TMC 107 / Erdman
. tuberculosis SUMu007

. tuberculosis HKBS1

. tuberculosis str. Beijing/NITR203
. tuberculosis 7199-99

. tuberculosis CAS/NITR204

. tuberculosis RGTB423

. tuberculosis BT1

. tuberculosis RGTB327

LT £ L L 22 L £ L L <

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

Proteina no caracterizada

Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Proteina no caracterizada
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

Proteina de union al ADN

Ribonucleasa VapC

Proteina con dominio PIN
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

Proteina con dominio PIN
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

ABG06943.1
ABL90057.1.
ABN96655.1

ADUO01176.1.
GAB91679.1.

AFV91065.1.

BAK36693.1.

GAB94657.1.
ABW11781.1.
ABD12649.1.

EYT91509.1
ETA03208.1.
EIV91045.1.

KDA41363.1.
CCH80361.1.

CAJ58884.1.
EFC80502.1.
KEZ37000.1

BAK36962.1.

KFB02672.1
ESZ99905.1.

KDA40897.1.

KEZ34451.1

ETW24979.1.
AGL22353.1.

BAL64473.1
EFP35917.1
AHJ41271.1
AGJ66614.1
CCG10461.1

AGL26079.1.

AFE11915.1
AHJ49571.1
AFE15568.1
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Continuacion de la Tabla suplementaria 4. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas
en la construccion del dendograma de la antitoxina VapC27 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de
procedencia y la anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

Numero de acceso

=T £ £ L L 2T 2L LK XK L £ (<L <

. bovis BCG str. Korea 1168P

. tuberculosis K

. bovis BCG / Pasteur 1173P2

. tuberculosis CTRI-2

. bovis ATCC BAA-935 / AF2122/97
. bovis BCG str. ATCC 35743

. tuberculosis ATCC 25177 / H37Ra
. tuberculosis EAI5/NITR206

. bovis BCG str. Mexico

. tuberculosis KZN 605

. bovis BCG / Tokyo 172 / ATCC 35737 / TMC 1019
. tuberculosis BT2

. tuberculosis EAI5S

. canettii CIPT 140010059

. africanum GM041182

. canettii CIPT 140070008

. mucogenicum (secuencia de referencia)

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa

AGE66546.1
AIB47162.1
CAL70629.1
AEM99050.1
CD041856.1
AHMO06305.1
ABQ72329.1.
AGL30032.1
AET17900.1
AFM47989.1
BAH24907.1
AHJ45423.1
AGQ34131.1
CCC42944.1
CCC25677.1
CCI89776.1
WP 061001017.1

Tabla suplementaria 5. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del

dendograma de la antitoxina VapB28 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

NUmero de acceso

£ I 225K 2L 255 L <

. tuberculosis TKK-01-0050

. tuberculosis TKK_04 0075

. tuberculosis TKK_04_0061

. tuberculosis TKK-01-0014

. tuberculosis HKBS1

. tuberculosis 7199-99

. tuberculosis BT1

. bovis BCG str. Korea 1168P
. tuberculosis K

. bovis BCG str. ATCC 35743
. bovis ATCC BAA-935 / AF2122/97M.
. tuberculosis KZN 605

. tuberculosis BT2

. tuberculosis EAI5

. canettii CIPT 140010059M.

Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina
Putativa antitoxina VAPB28
Antitoxina
Proteina no caracterizada
Antitoxina
Factor de transcripcion
Posible antitoxina vapbh28
Antitoxina
Antitoxina
Antitoxina

Proteina no caracterizada

KBZ57868.1

KAT96417.1
KAT54855.1
KBY44366.1
AHJ41281.1

CCG10471.1
AHJ49581.1

AGE66555.1
AlB47173.1
AHMO06314.1
CD041866.1
AFM47998.1
AHJ45433.1

AGQ34138.1
CCC42949.1.
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Continuacion de la Tabla suplementaria 5. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas
en la construccion del dendograma de la antitoxina VapB28 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de

procedencia y la anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

NUmero de acceso

£ LT £ L L L 2L LKL LKL £ (KZKTXK<ZCELELTELKCE<LExE<LT<LELTELEExxE=LE <L L <L <

. africanum GM041182M.

. tuberculosis str. Haarlem
. canettii CIPT 140070008
. tuberculosis M.M. ATCC 25618 / H37RvM.
. tuberculosis M.M. F11M.
. canettii CIPT 140070010
. tuberculosis M.M. KZN 1435 / MDRM.
. tuberculosis KZN 4207

. tuberculosis MAL020120

. tuberculosis TB_RSA111

. tuberculosis KT-0006

. tuberculosis M1295

. tuberculosis TB_RSA114

. tuberculosis BTB04-452

. tuberculosis TB_RSA174

. tuberculosis NRITLD12

. tuberculosis M1272

. tuberculosis MD17517

. tuberculosis NRITLD59

. tuberculosis TKK_03_0089
. tuberculosis TB_RSA144

. tuberculosis BTB12-313

. tuberculosis UT0014

. tuberculosis M1410

. tuberculosis TKK_04 0114
. tuberculosis XDR KZN 605
. tuberculosis TKK_04_0141
. tuberculosis MD17888

. tuberculosis TKK_03_0111
. tuberculosis TB_RSA16

. tuberculosis XTB13-177

. tuberculosis TKK-01-0066
. tuberculosis MD14002

. tuberculosis M1475

. tuberculosis TKK_02_0057

Proteina no caracterizada

Antitoxina VapB28

Proteina no caracterizada

Antitoxina

Antitoxina VapB28

Proteina no caracterizada

Antitoxina
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28
Antitoxina VapB28

CCC25687.1.

EBA41123.1
CCl189781.1
AIR13332.1.
NC_009565.1
CCl198308.1
ACT23648.1
AEB02748.1
KBH56077.1
KCJ37189.1
KCF40132.1
KAY55550.1
KCJ41358.1
KCN16458.1
KCL73960.1
KBU89020.1
KAY40302.1
KAP40402.1
KBU74088.1
KAS19154.1
KCK53991.1
KCR46489.1
KBS99421.1
KAZ49575.1
KAW85920.1
KBM93954.1
KAM87474.1
KAP63965.1
KAS74900.1
KB002588.1
KCU78933.1
KCA16365.1
KAQ74311.1
KBA35660.1
KBX02525.1
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Tabla suplementaria 6. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la antitoxina VapC28 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de procedencia y la

anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

N° de acceso

Mycobacterium sp. Root135

Mycobacterium heraklionense Davo

Mycobacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 / PYR-1)
Mycobacterium orygis 112400015

Mycobacterium bovis (strain BCG / Pasteur 1173P2)

Mycobacterium tuberculosis (strain ATCC 35801/ TMC 107)

Mycobacterium tuberculosis (strain ATCC 25618 / H37Rv)
Mycobacterium tuberculosis (strain ATCC 25177 / H37Ra)
Mycobacterium africanum (strain GM041182)
Mycobacterium caprae MB2

Mycobacterium bovis 1595

Mycobacterium tuberculosis DK9897

Mycobacterium tuberculosis (strain C

Mycobacterium tuberculosis BTB05-013

Mycobacterium tuberculosis MAL010121

Mycobacterium tuberculosis OFXR-27

Mycobacterium tuberculosis BTB05-348

Mycobacterium tuberculosis M1034

Mycobacterium tuberculosis T46

Mycobacterium tuberculosis W-148

Mycobacterium bovis BCG

Mycobacterium tuberculosis (strain ATCC 25618 / H37Rv)
Mycobacterium tuberculosis (strain CDC 1551 / Oshkosh)

Mycobacterium bovis (strain ATCC BAA-935/ AF2122/97)
Mycobacterium canettii (strain CIPT 140010059)

Mycobacterium gastri "Wayne'

Mycobacterium kansasii 732
Mycobacterium tuberculosis CAS/NITR204
Mycobacterium tuberculosis 0B076 XDR
mine drainage metagenome

Novosphingobium sp. AAP93
Rhodovulum sp. PH10

mine drainage metagenome

mine drainage metagenome

Frankia sp. G2
Gordonia araii NBRC 100433

Blastococcus saxobsidens (strain DD2)

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
toxina VapC28
toxina VapC28
toxina VapC28
toxina VapC28
toxina VapC28
toxina
toxina VapC28
Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa VapC28
Ribonucleasa VapC28

Ribonucleasa VapC
Mb0625

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa VapC

Proteina no
caracterizada

Ribonucleasa

Proteina no
caracterizada

Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa VapC

Proteina no
caracterizada
Proteina no
caracterizada

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

KQY07927.1.
KLO26365.1.
ABM12006.1.
EMT37154.1.
CAL70640.1.
BAL64484.1.

AIR13333.1.

ABQ72340.1.
CCC25688.1.

CEJ50629.1.

AKR00203.1.

APR56075.1
EAY59014.1
KCN23112.1
KBH07165.1
KBJ95953.1
KCN32372.1
KAX84894.1
EFD12157.1
EGE49374.1

AMC49203.1.

CCP43348.1.

AAK44860.1.
CDO41867.1.

CCC42950.1.

ETW26661.1.
EUA14932.1.

AGL26090.1.

AlIH51309.1

CBH75433.1.

KPF81215.1.
EJW12600.1.

CBl102253.1.

CBI102899.1.

CUU59094.1.
GAB09124.1.
CCG03066.1.
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Continuacion de la Tabla suplementaria 6. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas
en la construccion del dendograma de la antitoxina VapC28 de M. llatzerense MG13". Se indica la cepa de

procedencia y la anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

NUmero de acceso

Novosphingobium sp. Rr 2-17
Blastococcus saxobsidens (strain DD2)
Frankia sp. ACNlag

Leptospira alstonii serovar Pingchang str. 80-412

Leptospira alstonii serovar Sichuan str. 79601

Agromyces sp. Soil535

Frankia sp. Cpl1-S

Frankia sp. Cpl1-P

Luteipulveratus halotolerans C296001
Nocardia vulneris W9851

Knoellia sinensis KCTC 19936
Knoellia subterranea KCTC 19937

Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Proteina hipotética
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC
Ribonucleasa VapC

Ribonucleasa VapC

E1Z80440.1
CCG01302.1.
KQC37972.1.
EQA82603.1.
EMJ94433.1.
KRE22857.1.
KJE22333.1.
KQMO05129.1
KNX38628.1.
KIAB5694.1.
KGN32866.1.
KGN37371.1.

Tabla suplementaria 7. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la proteina hipotética de la cepa Mycobacterium MHSD3. Se indica la cepa de procedencia
y la anotacion con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

NUmero de acceso

LT L LKL LK< 2255 £ <

. canettii CIPT 140010059

. tuberculosis Haarlem/NITR202

. orygis 112400015

. bovis BCG / Pasteur 1173P2

. bovis ATCC BAA-935 / AF2122/97
. tuberculosis ATCC 35801/ TMC 107 / Erdman
. africanum GM041182

. bovis BCG-1

. tuberculosis ATCC 25618 / H37Rv

. tuberculosis MT43

. tuberculosis C

. tuberculosis BTB05-013

. tuberculosis MAL010121

. tuberculosis OFXR-27

. tuberculosis M1034

. tuberculosis MD15956

. tuberculosis W-148

. bovis BCG 26

. colombiense CECT 30357

. tuberculosis TKK-01-0051

. avium subsp. paratuberculosis 08-8281
. avium subsp. avium 2285 (R)

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

WP_014000191.1
AGL22129.1
EMT37385.1
CAL70390.1
CDO41612.1

WP_003401860.1

WP_003401860.1

WP_014000191.1
CCP43097.1

WP_003401860.1
EAY58797.1
KCN22862.1

WP_003401860.1

WP_003401860.1

WP_003401860.1
KAQ14453.1

WP_003401860.1
AMC48905.1

WP_007770931.1
KBZ62316.1

WP_003876750.1

WP_009976725.1
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Continuacion de la Tabla suplementaria 7. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas
en la construccion del dendograma de la proteina hipotética de la cepa Mycobacterium MHSD3. Se indica
la cepa de procedencia y la anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

NUmero de acceso

M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

M

LT £ L L L L LKL 2L £ (gL < k<

. avium XTB13-223

. avium MAV_120709 2344

. avium subsp. hominissuis 101

. avium 05-4293

. avium 10-5560

. avium subsp. hominissuis TH135

. avium subsp. avium 11-4751

. avium subsp. hominissuis 100

. avium subsp. avium 10-9275

. avium subsp. silvaticum ATCC 49884
. avium 10-5581

. avium 104

ycobacterium sp. MAC_080597_8934

. paratuberculosis ATCC BAA-968 / K-10
. avium subsp. hominissuis A5

. avium subsp. paratuberculosis 10-5864
. avium subsp. paratuberculosis 10-4404
. avium subsp. hominissuis 10-5606

. tuberculosis

. parascrofulaceum ATCC BAA-614

. heraklionense

. vaccae ATCC 25954

. europaeum CSUR P1344

. gordonae CTRI 14-8773

. gilvum PYR-GCK

. gilvum DSM 45189 / LMG 24558 / Spyrl
. sSmegmatis MKD8

. avium subsp. avium 2285 R

. chelonae

. chelonae 203

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

WP_009976725.1
WP_009976725.1
WP_009976725.1
ETA92680.1
ETB53215.1
WP_009976725.1
ETB21122.1
WP_009976725.1
WP_009976725.1
ETB09947.1
ETA97490.1
ABK67732.1
WP_033710872.1
AAS04094.1
KDO096018.1
ETB03997.1
WP_003878042.1
ETB41458.1
WP_031730560.1
EFG79139.1
WP_047317834.1
WP_003929789.1
CQD16798.1
WP _055576679.1
ABP47663.1
ADU01179.1
WP_003894879.1
EUA33059.1
WP_064408866.1
OHT78135.1
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Tabla suplementaria 8. Numeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas en la construccién del
dendograma de la toxina zeta de la cepa Mycobacterium MHSD3. Se indica la cepa de procedencia y la
anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa

Anotacion

NUmero de acceso

M. parascrofulaceum ATCC BAA-614
Mycobacterium sp. KMS

M. europacum CSUR P1344
Mycobacterium sp. JS623

M. orygis 112400015

M. bovis BCG / Pasteur 1173P2

M. tuberculosis CDC 1551 / Oshkosh
M. bovis ATCC BAA-935 / AF2122/97

M. tuberculosis ATCC 35801 / TMC 107 /

Erdman

M. tuberculosis ATCC 25177 / H37Ra
. africanum GM041182

. caprae MB2

. bovis 1595

. tuberculosis ATCC 25618 / H37Rv
. tuberculosis MT43

. tuberculosis C

. tuberculosis BTB05-013

. tuberculosis MAL010121

. tuberculosis OFXR-27

. tuberculosis M1034

. tuberculosis MD15956

. tuberculosis W-148

. bovisBCG 26

. canettii CIPT 140010059

. tuberculosis
. chimaera MCIMRLS6

=T £ £ L L 2T 2L 5K KKK 2 £ (< <

Mycobacterium sp. 05-1390
Mycobacterium sp. TKK-01-0059
Mycobacterium sp. MOTT36Y
M. phlei RIVM601174

M. tuberculosis TKK-01-0051

M. vaccae ATCC 25954

M. colombiense CECT 30357

. mageritense DSM 44476 = CIP 104973

Proteina hipotética
ATPasa
Toxina zeta
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
ATPasa
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
ATPasa
ATPasa
Proteina ZTL
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa

EFG79138.1
WP_011560054.1
CQD16793.1
AGB26847.1
EMT37384.1
CAL70389.1
WP_003401859.1
CDO041611.1
WP_003401859.1

WP_003401859.1
WP_003401859.1
WP_003401859.1
AKQ99931.1
CCP43096.1
WP_003401859.1
EAY58796.1
KCN22861.1
WP_003401859
WP_003401859
WP_003401859
KAQ14452.1
WP_003401859
AMC48904.1
WP_ 014000190
WP_036442085
COV58376.1
WP_054585353
WP_014711570
WP_014711570
WP 014711570
WP_003888374
WP_ 044485837
WP_003929790
WP 007770932
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Continuacion de la Tabla suplementaria 8. NUmeros de acceso de las secuencias de proteinas utilizadas
en la construccion del dendograma de la toxina zeta de la cepa Mycobacterium MHSD3. Se indica la cepa de
procedencia y la anotacién con la que cada proteina aparece en las bases de datos.

Cepa Anotacion Numero de acceso
M. conceptionense MLE ATPasa KMV19162.1
M. senegalense CK1 ATPasa WP_019346252
Rhodococcus opacus R7 plasmid pPDG1 ATPasa All10527.1
M. farcinogenes DSM 43637 ATPasa WP_036387328
M. vulneris ACS5020 ATPasa 0OCB45067.1
M. gilvum DSM 45189 / LMG 24558 / Spyrl ATPasa WP_013472824
M. neworleansense Toxina zeta CRZ14295.1
M. gilvum PYR-GCK ATPasa WP_011896020
M. smegmatis ATCC 700084 / mc2155 ATPasa YP_887740.1
Mycobacterium. sp. MAC_080597_8934 ATPasa WP_003876749
M. paratuberculosis ATCC BAA-968 / K-10 ATPasa AAS04093.1
M. avium subsp. hominissuis 101 ATPasa WP_003876749.1
M. avium subsp. avium 2285 R ATPasa WP_003876749.1
M. avium XTB13-223 ATPasa WP_003876749.1
M. avium subsp. hominissuis TH135 ATPasa WP_003876749.1
M. avium subsp. avium 11-4751 ATPasa ETB21123.1
M. chelonae 1558 ATPasa WP_070917639.1
M. chelonae 15517 ATPasa WP_070917639.1
M. chelonae 15518 ATPasa WP_070917639.1
M. chelonae 203 Proteina hipotética WP_070921490.1
Mycobacterium sp. QIA-37 ATPasa WP _064408867.1

Tabla suplementaria 9. Aminoéacidos del centro activo de las proteinas con dominio PIN utilizadas. Asp:
aspartato, Glut: glutamina, Gly: glicina, Asn: asparagina.

Cepa Proteina Aminoécidos del centro activo
Ei/;(égaculum aerophilum ATCC  Proteina ;?[: dominio Asp8, Glut38, Asp92, Aspl10
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304 Proteina ;m dominio Asp26, Glut57, Asp115, Aspl133
M. tuberculosis H37Rv VapC5h Asp26, Glut57, Asp115, Asp133
M. llatzerense MG13T VapC27 Aspl0, Glut46, Aspl03, Aspl21
M. llatzerense MG13T VapC28 Asp4, Glut40, Asp100, Gly118
CR-UIB1 VapC5 Asp6, Glut31, Asp92, Asn110
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Figura suplementaria 1. Patron de bandas proteicas obtenidos para los sistemas VapBC27 y VapBC28
(A) y el sistema HP y Toxina zeta (B) . Se destacan en rojo los pesos moleculares (en kDa) referentes a la
zona donde se enmarcan las proteinas de interés. Se destacan también las bandas potencialmente
representativas de las toxinas VapC28 y zeta, asi como la proteina hipotética relacionada con esta ultima.

Pyrobaculum aerophilum
Archaeoglobus fulgidus
M. llatzerense VapC27
M. llatzerense VapC28
CR-UIBI VapC5

Pyrobaculum aerophilum
Archaeoglobus fulgidus
M. llatzerense VapC27
M. llatzerense VapC28
CR-UIBI VapC5

Figura suplementaria 2. Alineamiento obtenido a partir de la superposicion de las estructuras terciarias.
Entre paréntesis se indican el nimero de amino4cidos que no se superponen entre los distintos bloques
alineados. Se resaltan aquellos aminoacidos conservados del centro activo en amarillo, y en rojo los
aminodcidos que corresponden a la cuarta posicion del mismo, no conservados en las toxinas VapC28 y

VapCb.

5. VapBC28 Control 9.

1. VapBC27 Control
2.VapBC27 Arabinosa 6. VapBC28 Arabinosa |,

3. VapBC27 IPTG 7. VapBC28 IPTG 11.
4.VapBC27 Ara+IPG 8. VapBC28 Ara+IPG |2,
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NVLMY{18}RFLITASVK
SVEIA{-9}RVATTVVTL]
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LVALAAREHGAVLVTRD
FAYALAIDRREPLLWEKG
LIAATAHAHSATLYTRN
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PH

PH-Toxina zeta Control
PH-Toxina zeta Arabinosa
PH-Toxina zeta IPTG
PH-Toxina zeta Ara+IPG
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O}RELRRK{S5}IPVGYL{1l1l}
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1}DDFAGL{2}LIEVRE{1l}-

JGNALWRE{10}ASRHLEKK{S}KVLEDPP
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Figura suplementaria 3. Prediccion estructural realizada por I-TASSER a partir de la secuencia de
aminodcidos de la hipotética toxina MT0934 del par MT0933-34 de M. llatzerense MG13T.
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