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RESUMEN

La duplicacion genética en bacterias no es el proceso mas frecuente para la adquisiciéon de
nuevo material genético, pero es mas relevante de lo que una vez se pensd, y contribuye

positivamente a la adaptacion del microorganismo a los cambios ambientales

Un gen Paralogo es aquel que se duplica a partir de otro gen preexistente; y cuando ocurre
dentro del mismo genoma o0 especie, el producto de la duplicacion recibe el nombre de
Inparalogo. Miles de estos genes fueron identificados en un importante nimero de procariotas
gracias a la secuenciacion de genomas completos.
Estos fueron asociados con la produccién de energia, la motilidad celular,el transporte de iones

y mecanismos de defensa, entre otras funciones importantes para la supervivencia y la

proliferacion de organismos especificos.

A pesar de que el genoma en procariotas esta constantemente cambiando, el tamafio relativo del
mismo, y por ende el nimero de genes, es constante. Esto se debe a que la proporcion de genes

por cantidad de ADN es altamente conservada.

Las familias mas grandes contienen genes de transporte y genes de regulacién, mientras que las
familias més pequefias estan involucradas en el metabolismo y la produccién de energia. Los
Paralogos se correlacionan bien con el tamafio del genoma, cuanto mas grande sea este, mas

Paralogos tendra.

Se revisaron trabajos experimentales para obtener informacion que sustente las mdaltiples
teorias que se postulan en torno a la funcién de la duplicacién en los organismos procariotas. La
duplicacién génica, al generar amplificacion, confiere resistencia antibiética por provocar la

sobreproduccion de enzimas, la modificacién de moléculas diana y bombas de eflujo.

La transferencia horizontal, el mecanismo mas utilizado por las bacterias para incrementar su
material genético, es un proceso de gran importancia evolutiva, en el cual bacterias

intercambian material genético y sufren recombinaciones posteriores.

INTRODUCCION

Los organismos procariotas pueden sobrevivir en los mas diversos escenarios ecologicos del
planeta. Su répida adaptacion es, en parte, el resultado de la capacidad de adquirir nueva
informacién genética; es decir nuevas funciones (1). Estos microorganismos tienen cantidades
de genes altamente variables, desde poco mas de 100 a 10.000 genes. Tales variaciones en el

tamafio del genoma se asocian tipicamente con expansiones y contracciones de las familias de



genes. Estas variaciones estarian asociadas con la adquisicion de nuevas funciones, nuevas

estructuras y sistemas de regulacion (2).

La composicion del genoma es moldeada durante la evolucion mediante la aparicion de nuevos
genes por duplicacion, la transferencia horizontal y la pérdida de los mismos (2). Esto significa
que los procariotas utilizan dos principales caminos para ampliar su repertorio de familias de
proteinas: adquirir genes por transferencia horizontal en cuyo caso se llaman Xen6logos; o se
pueden duplicar a partir de un gen pre-existente, en el cual los genes homélogos se llaman
Paralogos, especificamente Imparélogos. Entendiendo a la duplicacién génica como un
fenébmeno de mutacion, se genera la copia de un gen que luego tendrd la posibilidad de
diferenciarse en cuanto a la funcion original y que se hereda en forma vertical a las células hijas;
si no existe seleccion directa, las copias adicionales redundantes se pierden rapidamente. La
ganancia y la pérdida de genes en procariotas son procesos equilibrados; asi, en promedio, el
tamafio del genoma se mantiene constante (1). Si bien en eucariotas la duplicacion es el
mecanismo mas importante de adquisicién de genes, en procariotas se cree que el principal
responsable es la transferencia horizontal; aunque la duplicacion es un proceso esencial para la
conservacion y evolucién de genoma y también juega un rol en la determinacién de las

caracteristicas fenotipicas de los microorganismos (3).

Los genes homologos son clasificados segun su origen: los Homdlogos-Ortdlogos u Ort6logos
estan relacionados a través de la descendencia vertical a partir de un ancestro comun; los
Homologos-Paralogos o Paralogos simplemente, se relacionan a través de acontecimientos de
duplicacién posteriores a la especiacién. Los Paralogos se definen a menudo como secuencias
de codificacién de proteinas que tienen al menos 30% de identidad de secuencia en méas de 60%
de su longitud (cobertura) (4, 5), aunque estos criterios varian entre los distintos trabajos. A su
vez los Paralogos son clasificados en Inparalogos (intra paralogo) los cuales corresponden a
genes duplicados dentro de la misma especie 0 genoma; y en Outparalogos (extra paralogos):
genes homologos - pardlogos que en su origen surgieron como producto de una duplicacién en
un linaje ancestral y se encuentran en genomas distintos; es decir que ocurrié antes del evento
de separacion de linajes actuales. Otras subdivisiones dentro de Paradlogos se han generado,

como por ejemplo, Coort6logos y Ecoparalogos (6).

Miles de genes Paralogos fueron identificados en un importante nimero de procariotas gracias a
la secuenciacion de genomas completos. Estos fueron asociados con la produccién de energia, la
motilidad celular, el transporte de iones y mecanismos de defensa, entre otras funciones. Los

Paralogos a menudo se asocian con propiedades que son importantes para la supervivencia y la



proliferacion de los organismos especificos. Si bien estas definiciones actualmente son claras,

antes no estaban tan uniformemente usadas por los investigadores (7).

Las familias de genes surgen durante la historia evolutiva a través de un proceso de duplicacion
de un gen ancestral seguido de divergencia aleatoria 0 de una especializacion funcional y

estructural (divergencia dirigida por seleccién) en una o ambas copias.

Las duplicaciones genéticas en tandem en bacterias y bacteriéfagos ocurren espontaneamente a
una frecuencia de 10° a 10° por locus por generacion, y puede ser de tamafio ilimitado (8).
Estas duplicaciones espontaneas también pueden ocurrir por otros mecanismos, no en tandem,
como por ejemplo: duplicacion cromosomica, disyuncion, translocacion y retrotransposicion,
entre otros. Claro que la frecuencia de cada uno de ellos en procariotas es significativamente

distinta.

En general las duplicaciones espontaneas en genes se producen con relativa frecuencia; por lo
tanto en el proceso evolutivo de la duplicacion de genes y la divergencia, el paso limitante de la
velocidad se produce probablemente en el nivel de la seleccion natural después de la
duplicacién. Por esto, un gen duplicado es probable que se pierda a menos que adquiera una
funcién nueva y (til. La divergencia es el resultado de las diferencias genéticas producidas por
distintos eventos en la evolucion, es decir la de diferencias en la secuencias producto de

mutaciones independientes acumuladas con paso del tiempo..

El fenotipo resultante de una mutacién por duplicacion puede ser debido al aumento de la dosis
génica, que por lo general causa una ganancia de funcién o de las consecuencias funcionales de

un nuevo elemento.

La amplificacion es usualmente un proceso de dos pasos en el cual la duplicacién genética (paso
uno) promueve un aumento adicional en el nimero de copias (paso dos). Ambos pasos tienen

importancia evolutiva para la aparicién de funciones genéticas innovadoras.

Las propiedades genéticas basicas de duplicaciones en bacterias se exponen por primera vez por
Campbell (1963- 1965), utilizando la duplicacion de la region Gal. Estos y otros trabajos sobre
los principios de la genética de duplicaciones han sido revisados por Anderson y Roth (1977) y

mas recientemente por Petes y Hill (1988) y por Roth et. al (9).

El objetivo del presente trabajo es revisar el impacto del fenémeno de duplicacién en las
caracteristicas fenotipicas de los microorganismos, con especial interés en las ventajas

bioldgicas que esto podria determinar y las consecuentes repercusiones clinicas y



epidemioldgicas. La lectura se centrar en la duplicacion de genes en bacterias, mas precisamente
en Enterobacterias, dada su importancia Médica.

La revision se dividira en las siguientes secciones: i) profundizacién tedrica; ii) documentacion
de trabajos experimentales, que evidencian el proceso en estudio y sus propiedades; iii)
duplicacion y la resistencia a antibidticos; iv) transferencia horizontal y duplicacion,

contraposicion de mecanismos generadores de nuevos genes en los genomas procariotas.

En paralelo se incluird una seccion que presenta el andlisis de la duplicacion de genes recientes
o “Inparalogos” en el género Salmonella, identificando qué genes son los que mas
frecuentemente se duplican; para evaluar de esta forma si existe un mecanismo de respuesta al
entorno o si los genes se duplican de forma aleatoria de acuerdo a su funcién. Al mismo tiempo
se analizard si la frecuencia de duplicacion esta determinada por la importancia funcional de
dichos genes, sin tener en cuenta el costo energético para la célula; o si Gnicamente se duplican
genes con secuencias cortas, lo cual implica que el gasto energético sea menor. Dicho analisis se

haré sobre una base de datos presente en el Instituto de Higiene, Montevideo.

JUSTIFICACION

Debido a que la duplicacién génica en procariotas no es considerado un proceso tan relevante
como la transferencia horizontal de genes, se profundizara sobre este mecanismo genético a
través de una revisién bibliografica con el fin de determinar la relevancia que tiene este proceso
en fendmenos como la resistencia a antibidticos, la supervivencia de las bacterias y la

adaptacion a entornos, entre otros.

Esto permitira estimar la importancia de dicho proceso, lo que podria servir como inicio para
nuevas investigaciones en la esfera Bio-Médica que permitan conocer en profundidad el
fendmeno de duplicacion y con la hip6tesis de desarrollar nuevas estrategias respecto al control

de la patogenicidad de estos microorganismos.

PROFUNDIZACION TEORICA

Como ya hemos visto, la duplicacion de genes es un proceso evolutivo normal, que junto con la
pérdida de genes y la transferencia horizontal se consideran importantes procesos que dan forma
a los genomas de procariotas (3). A pesar de estos procesos, que implican cambios
constantemente a nivel del genoma en procariotas, el tamafio relativo del mismo, y por ende el
namero de genes, se mantiene constante. Esto se debe a la proporcion de genes por cantidad de

ADN, la cual es altamente conservada y en promedio 1kb por gen (2).



Amplificacidn génica

En términos generales la amplificacion genética, tiene importancia en cuanto a la perspectiva
evolutiva, (10) (11) y contribuye en genética médica a muchas enfermedades humanas, asi
como a la variabilidad fenotipica entre los individuos y la susceptibilidad humana a las
enfermedades infecciosas. (12) (13) Ademas, la amplificacion de genes juega una parte
importante en la generacion de la variabilidad gendmica, que esta disponible para la adaptacién
genética frente a condiciones de crecimiento alterados. Por lo tanto la amplificacién, luego de la

duplicacion de genes, permite a las células adaptarse a un nuevo entorno. (14)

Se han realizado varios estudios acerca de las duplicaciones genéticas, especialmente en
Salmonella Entérica serotipo Typhimurium LT2 y en E. Coli. EI método que se utiliza
actualmente es la PCR en tiempo real, ya que es la manera de medir el nimero de copias de una

region gendmica especifica de interés (15) o directamente la secuenciacién del genoma (14).

De acuerdo a estos estudios, duplicaciones genéticas en tdndem se han encontrado en todas las
regiones del cromosoma (16), en tamafios que van desde unas pocas Kilobases a varias
megabases (17-19). Se estima que aproximadamente un 10% de las células bacterianas en un
cultivo en crecimiento contiene una duplicacién de genes en algin lugar de su genoma (Ver

“Bloque Experimental”) (20).

En cuanto al mecanismo de duplicacidn, existen al menos dos:

Mecanismo RecA- dependiente, en el cual duplicaciones surgen por recombinacion homéloga

no iguales, entre largas secuencias de repeticion directamente orientadas, tales como operones
ribosémicos ARN, (16, 21) secuencias de insercion o elementos transponible (22, 23) y
secuencias repetitivas tales como secuencias palindromicas extragénicas (24,25) que estan

presentes en las croméatidas hermanas.

Mecanismo RecA-independiente; en este caso las duplicaciones carecen de secuencias repetidas

en el punto de unién a la duplicacién, (14) aunque a través de esta forma independiente, se han
implicado secuencias repetitivas cortas (<20pb), principalmente asociadas a la formacion de
duplicaciones genéticas, eliminaciones y recombinacion entre homologias de secuencia corta

(26, 27). Otro mecanismo, es la replicacion de circulo rodante (RCR), en el cual la

amplificacion puede producirse sin ningun intermedio de duplicacion. (20, 28) Este mecanismo,

es comun en plasmidos y bacteriéfagos, y permite la sintesis rapida de multiples copias de un



genoma o region especifica, pudiendo generar una gran disposicion en tdndem en una sola
generacién (11, 18, 29).

En cuanto al tamafio de las unidades amplificadas, el mismo varia desde, unas pocas kilobases
hasta varias megabases, como se muestra, a traves de estudios en S. Typhimurium y E. Coli, en
los que aumento la dosis de genes, a través de DGA (duplicacién de genes y amplificacion)

cuando fueron seleccionados. (18, 30-32)

Las duplicaciones en tdndem y amplificaciones son intrinsecamente inestables, ya que tienen
tasas de pérdidas muy altas por cada generacion de células, esto se debe a la recombinacion
homdloga, que ocurre entre las unidades amplificadas (20, 33). Estas duplicaciones y
amplificaciones pueden estabilizarse por efecto de la seleccion, la cual va a enriquecer
continuamente la poblacion de células que mantienen la duplicacién promotora del crecimiento
o de amplificacion (18, 34-39); obteniendo como resultado el aumento de la actividad del gen
(40). Por lo antedicho, podemos asumir que las duplicaciones de genes y la amplificacion,
podrian servir como un intermedio y facilitador en el desarrollo de una adaptacién genética

estable, (14) siempre que exista dicha seleccidn.

Paralogos y su divergencia

En todos los genomas, la presencia de familias y superfamilias de proteinas sugiere una historia
de duplicacion de genes y divergencia en la evolucion (7). Dentro de estas familias, las mas
grandes contienen genes de transporte y de regulacion, mientras que las mas pequefias estan
involucradas en el metabolismo y la produccién de energia (3). En lo que respecta a vias
metabodlicas, las mismas pueden ser utilizadas por muchos organismos, por ejemplo, para la
sintesis de &cidos grasos; pero hay vias que estan restringidas solo a organismos entéricos, tales
como la emulsificacion de acidos biliares, biosintesis de acido colanico, lipido A, enterobactina

y antigeno comin enterobacteriano (41).

A través de diversos estudios, se ha analizado la existencia de familias paralogas, es decir
familias de secuencias relacionadas dentro de su genoma. Dentro de las enterobacterias, en
E.Coli mas de la mitad de sus proteinas, caen en el grupo de secuencias relacionadas (41-45).
Como ejemplo, en E.Coli K-12, el 30% de sus proteinas tienen al menos una secuencia paraloga
en su genoma. (5) La existencia de estas familias de proteinas, de secuencia similar, sugiere que
la duplicacion y posterior divergencia, son mecanismos importantes de la evoluciéon molecular,

presentes también en procariotas. (41)



Identificar las caracteristicas que estan sobrerrepresentadas en paralogos, permite evaluar como
la composicién del genoma de los procariotas responde a las presiones del medio ambiente, por
ejemplo, adquiriendo, por transferencia horizontal o duplicacion, genes vinculados a la
locomocion, la quimiotaxis, el transporte de iones o la fotosintesis, permitiendo asi la

adaptacién a un nuevo entorno. (7) (Ver “Bloque experimental)

Particularmente en la especie E. Coli, los genes sobrerrepresentados fueron los implicados en el
transporte de metabolitos, seguidos de los de transcripcion y replicacion/reparacion. Estas
caracteristicas, pueden contribuir como una ventaja competitiva para el organismo, en el caso de
transporte de iones y el metabolismo, al tener mas copias de genes en esta categoria, por
ejemplo pueden aumentar mas la absorcién de metales (cobre y hierro), los cuales son

importantes para la supervivencia (7).

Un nuevo concepto: ecoparalogos

La duplicacion de genes y posterior divergencia son un importante contribuyente a la génesis de
genes (73), sin embargo existe un proceso evolutivo con poca divergencia que conduce a huevos
genes con funciones redundantes, a ecoparalogos. Los ecoparalogos son genes relacionados que
realizan una misma funcion celular, bajo diferentes condiciones ecolégicas, esto permite que las
bacterias puedan adaptarse a condiciones ambientales cambiantes (por ejemplo, salinidad o
temperatura). Salinibacter Ruber es un ejemplo de organismo con ecoparalogo, siendo la
primera bacteria hal6fila secuenciada (74). Las proteinas tipicas haléfilas acumulan residuos
acidos en su superficie y muestran su Optima actividad y estabilidad en alta salinidad; en
consecuencia no es sorprendente que S. Ruber presente el proteoma mas acido (punto

isoeléctrico —pl- bajo) entre las bacterias (74).

Los ecoparalogos, difieren poco en secuencia, ya que la funcion de sus proteinas codificadas es
idéntica, sin embargo frente a cualquier variacion, deben conferir un caracter ecol6gico
diferente (75). La redundancia genética se relaciona a la robustez de los organismos, ya que
mantienen un fenotipo estable frente a cambios ambientales, o bajo la forma hereditaria, por
ejemplo, frente a mutaciones genéticas (76). Aungue no esté claro cuél de estos factores generan
el efecto amortiguador de los genes redundantes (77, 78), el alto nimero de secuencias
paralogas en bacterias que habitan en varios nichos (3) y la presencia de ecoparalogos en
respuesta a los cambios externos, apuntan hacia el medio ambiente como un factor de vital

importancia en mantener la redundancia en los genomas procariotas.

Mediante tres procesos selectivos se lograria dicha redundancia (75):



1- Dosis altas de proteinas, dando lugar a genes duplicados idénticos.
2- Diversificacion de proteinas, dando lugar a paralogos divergentes.
3- Adaptacion a variaciones ambientales, dando lugar a ecoparalogos de divergencia intermedia.

Todos los procesos mencionados anteriormente, contribuyen a la adaptacion en bacterias (79). A
pesar de que muchos genes duplicados experimentan aceleracion en la tasa de la evolucion, la
contribucion relativa de la seleccion positiva y la deriva al azar a la retencion y posterior

evolucion de genes duplicados, aun no esté claro. (80)

BLOQUE EXPERIMENTAL

El estudio de la duplicacién en procariotas ha sido un tema de interés que motivo varios trabajos
experimentales en el area con el objetivo de comprender el origen y mecanismo de este proceso.
La motivacion de varios de los trabajos que recorreremos en este bloque es la busqueda de
evidencia empirica que sustente las maltiples teorias que se postulan en torno a la funcién de la

duplicacién en los organismos procariotas.

La primera idea elaborada en torno a este tema provino del genetista Sumusu Ohno cuando
planted en 1970 que “el surgimiento de nuevos genes ocurre durante la division celular
produciendo una copia adicional de un gen existente, y que esta copia extra es libre de mutar y
adquirir nuevas funciones”. Esta simple pero elegante idea abrié el camino en el estudio de este
fendmeno donde cada experimento realizado formula nuevas interrogantes; ;Qué ocurre con un
gen una vez duplicado?, ¢Existe un criterio para la duplicacién genética?, ;Qué mecanismos
estan implicados en la seleccion de la duplicacion?, ¢Puede un organismo duplicar su material

genético con una tasa constante?...

Uno de los agregados mas importante al modelo propuesto por Ohno proviene del trabajo
experimental realizado por Nésvall y Anderson publicado en el afio 2012 en la revista Science
(81). Dichos investigadores propusieron un modelo llamado modelo de innovacion-
amplificacion-divergencia. Mediante este modelo los investigadores plantean que “el mejor
candidato para la duplicacion de genes es un gen cuyo Unico producto de proteina no sélo lleva
a cabo su trabajo, sino que también podria llevar a cabo una funcién secundaria no esencial”
(81). A partir de que esta segunda funcion cobra relevancia para el organismo, el gen duplicado
se mantendria por un proceso de seleccidn positiva resultando finalmente en la divergencia de

ambas copias genicas hacia las dos funciones propuestas.
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Para demostrar este modelo Nasvall y Anderson realizaron un estudio en tiempo real en una
poblacion de Salmonella. Los investigadores centraron su estudio en el comportamiento de la
poblacion de Salmonella en relacién a un medio carente de los aminoacidos histidina y
tryptofano. Para probar su modelo seleccionaron una Salmonella que poseia una mutacion
espontanea del gen que codifica la enzima biosintética de histidina (HisA) que al mismo tiempo
habia adquirido un bajo nivel de actividad TrpF suficiente para apoyar el crecimiento lento en
un medio que carece de histidina y triptéfano. Dicho gen bifuncional fue colocado bajo el
control de un promotor constitutivo que co-transcribe floruro amarillo como marcador de la
duplicacién y se localizd cerca del operdn lac del plasmido F 128 para asegurar su duplicacion a

un bajo costo energético.

Para probar el modelo se introdujo el plasmido en una cepa de Salmonella Entérica (S.
Entérica) carente de los genes codificantes de las enzimas encargadas de la sintesis de HisA 'y
TrpF en un medio carente de dichos aminoacidos y se sigui6 el comportamiento de las sucesivas

generaciones asi como el tiempo de replicacién de cada una.

Los resultados del estudio arrojaron datos muy interesantes que apoyan el modelo propuesto por
los investigadores. En primer lugar al estudiar el tiempo necesario para el crecimiento de las
poblaciones encontraron que, dentro de unos pocos cientos de generaciones, la tasa de
crecimiento se incrementé de 5 horas por division a 1.9 a 2.5 horas, dependiendo del linaje (81).
Sumado a este fendmeno se observéd el aumento gradual de la expresién del gen bifuncional
debido a la amplificacién en la mayoria de los cultivos (81). Esto se explica, acorde a la
interpretacién de los autores, por la necesidad de varios linajes independientes de esta cepa de
evolucionar bajo la seleccion continua para mejorar el crecimiento y el aumento de las
actividades de HisA 'y TrpF.

Otro de los hallazgos importantes para el modelo esta relacionado con el hecho de que después
de la evolucién en mas de 3.000 generaciones, todos los linajes adquirieron mutaciones
resultantes en un crecimiento mas rapido (81). Al analizar los diferentes linajes fueron puestas
en evidencia 22 variantes del gen mutado bifuncional original; estas variantes pueden
clasificarse en tres grandes grupos: los genes especializados con fuerte actividad mejorada HisA
y la pérdida de actividad TrpF, los genes especializados con fuerte mejora de la actividad TrpF
y pérdida de actividad HisA, y genes no-especializados cuya enzima codificada mostré un
aumento moderado en ambas actividades. De esta manera cada una de las fases del modelo de
innovacion, amplificacion y divergencia (IAD) fueron respaldadas por la evidencia obtenida en

el estudio permitiendo que el modelo IAD sea considerado como uno de los aportes méas
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importantes a la teoria inicial de Ohno y permita continuar ahondando en los mecanismos que

guian la duplicacién de genes en procariotas.

En el afio 2010 Marit S Bratlie y Jostein Johansen realizaron un estudio para comprobar de
manera experimental la importancia de los ecoparalogos en la adaptacion al medio de los
organismos procariotas (7). Para ello los investigadores utilizaron la secuencia de genomas
procariotas de NCBI (National Center for Biotechnology Information), mediante analisis de
secuencia, utilizando todos los genomas procariotas completamente secuenciados (arqueas y
bacterias) disponibles en el Gen Bank (Banco de Genes), centrandose en paralogos
recientemente surgidos & bien conservados (7), en la cual encontraron pardlogos en 897
procariotas, y seleccionaron los 200 organismos que presentaban una mayor fracciéon de
parélogos. En el analisis, se vio que el organismo con fraccion paraloga mas alta fue Aster
Yellow Fitoplasmas (cepa AYWB), con un 12,12%, mientras que el organismo con la fraccion
paraloga mas baja fue Streptococcus Pyogenes (cepa MGAS8232) en un 2,28%.

Para asegurar gue los paralogos a estudiar no correspondian a genes con neo-funcionalizacion,
sub-funcionalizacién o genes obtenidos por transferencia horizontal, los investigadores tomaron
criterios estrictos en la homologia de la secuencia (> 75 % de homologia y 65% de cobertura)
(7). Una vez seleccionados los genes duplicados estos fueron analizados mediante el trazado del
nimero de genes con paralogos, versus la longitud del genoma, y su distribucién dentro de las
categorias COG (agrupaciones de grupos ortdlogos) (7). Luego mediante el andlisis de
enriquecimiento diferencial con el programa web DAVID se identificaron los términos
funcionales sobrerrepresentados, que posteriormente se estudiaron a través de términos de
ontologia de genes (GO). El anélisis GO obtiene una informacion mas unificada, estableciendo
una categoria para los genes en base a sus funciones en eucariotas y procariotas. De estos
resultados se extrajeron la clasificacion de dichos genes en clusters. Por ultimo se comparé la
similitud obtenida por términos GO versus la distancia genémica para terminar de concluir si
los genes estudiados fueron en efecto duplicados en una escala de la evolucion previa o si

responden a una duplicacion inducida por las condiciones ambientales.

En primer lugar se encontré que el nimero de paralogos esta relacionado lineal y positivamente
con el tamafo del genoma, r=0.8 (7). Por otro lado al analizar las categorias COG a las que
pertenecen los pardlogos, versus aquellos genes que no se encuentran duplicados se encontraron
las siguientes diferencias: los paralogos fueron preferentemente asociados con la conversion y
produccion de energia (COG categoria C), la motilidad celular (N), el metabolismo y transporte

de iones inorganicos (P), la traduccion de sefiales (T), y los mecanismos de defensa (V). Los
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genes no duplicados, por otra parte, fueron relacionados con el control del ciclo celular y la
mitosis (D), el metabolismo y transporte de nucleétidos (F), modificiaciones post-traduccionales
(0). Para ambos grupos la replicacién y reparacion (L) es importante del mismo modo que la
transcripcion (K) (7). De esta manera los investigadores concluyen que la duplicacion es un
proceso que esta bajo estricto control, preservando funciones fundamentales para el organismo.
Al mismo tiempo, las categorias en las que fueron asociados los paralogos, permiten asumir que

estos estan relacionados con mecanismos de adaptacion.

Del mismo modo mediante el “biclustering” (agrupacion de conjuntos de datos en dos
dimensiones simultdneamente) de los genes sobrerrepresentados por los términos GO se
identificaron 104 clusters, muchos correspondientes a categorias generales, aunque se
diferencian 6 clusters que pueden relacionarse de mejor manera con la adaptacién ambiental.
Dichos clusters fueron asociados con: motilidad celular, transporte de iones, dominios de

GTPasas, glicésido hidrolasas, ligantes de iones metalicos y metiltransferasas.

Cluster 1 - Union de iones metalicos: este grupo incluye principalmente términos GO

implicados en la union de cobre. Los organismos dependientes de cobre, tiene un desafio en
mantener niveles adecuados de cobre, ya que niveles altos a nivel intracelular, por ejemplo,

podrian ser toxicos para el organismo (51).

* Dinoroseobacter shibae (cepa DFL 12), con sus proteinas multicobre oxidasa 3 y un regulador

transcripcional de la familia Merr

* Mycobacterium gilvum con las proteinas citocromo ¢ oxidasa y proteina de resistencia de
cobre COPC.

* N. hamburgensis, con proteinas citocromo c oxidasa.

Las proteinas de la familia Merr detectan reguladores que se unen a metales y activan la
transcripcion de las proteinas implicadas en la desintoxicacion de iones de metal (52), lo cual
hace pensar de que la bacteria (D. shibae- cepa DFL 12) conserva multiples paralogos
implicados en la unién para la captacion y regulacion mas eficiente de cobre. La proteina
COPC, se encarga de la resistencia al cobre, por lo tanto puede mejorar la supervivencia de la

bacteria bajo estrés extremo de cobre, como es el caso de la proteina COPC en E. coli (53).

Cluster 2- motilidad celular: todos los organismos en este grupo tienen flagelos, que ademas de

la motilidad, juega un papel clave en la expresion génica de muchas bacterias, ademas podria
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participar en la adherencia a las células huésped, invasion huésped celular, formacion de

biopeliculas y la secrecion de proteinas (54).

* Agrobacterium Tumefaciens (cepa mutante flagelo-menos) el mismo muestra una virulencia

atenuada.

* Yersinia, los flagelos en esta bacteria actuarian como un sistema de secrecion de un factor de

virulencia. (55)

* Xanthomonas Oryzae, causa enfermedad vascular, enfermedad de la plaga bacteriana del
arroz. Estudios han demostrado que esta bacteria se mueve hacia exudados de plantas
susceptibles de arroz, mientras que no se produce la quimiotaxis hacia exudados en las plantas
de arroz resistentes. Esto implica que la quimiotaxis juega un rol importante en la patogenicidad
de las bacterias antes de la penetracion en la hoja de arroz. También la mutacién en uno de los

ORFs de la region operdn flagelar en X. Oryzae conduce a la quimiotaxis débil. (55, 56)

Cluster 3- glucésido hidrolasa: este grupo incluye lisozimas, hialuronidasas, chinitases,

esterasas y xilosidasas (57). La lisozima esta involucrada en defensa antibacteriana, y la
neuraminidasa en mecanismos patogénicos, ambas estan implicadas en la degradacion de

celulosa y la hemicelulosa.

* Thermophilum Anaerocellum (cepa DSM 6725), la cual utiliza una variedad de polisacéridos

como celulosa cristalina y la hemicelulosa (58).

* Estreptomicetos, es una de las bacterias que viven en el suelo, y degradan restos insolubles de

otros organismos de otros organismos como la quitina y lignocelulosa (59).

* Enterobacterias: Sodalis Glossinidus (cepa Morsitans) y las dos cepas de E. coli O157: H7.
Ambas representadas con las proteinas implicadas en la degradacion de la pared celular. E. coli
0157: H7 es una enterobacteria hemorragica que causa colitis hemorragica (60) mientras que S.
Glossinidus, un endosimbionte transmitido por via materna, se encuentran para infectar a una
amplia gama de tejidos en las moscas tsé-tsé, el vector que causa la enfermedad del suefio en los

seres humanos (61).

* Streptococcus Pyogenes pertenecen al grupo A estreptococo (SGA) causando una variedad de
enfermedades en los seres humanos. Las bacterias se cubren con una capsula externa hecha de

acido hialurénico para evitar la fagocitosis y para facilitar la adherencia a las células epiteliales
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(62). La enzima hialuronidasa reduce la viscosidad de &cido hialurénico, aumentando asi la
permeabilidad del tejido. Segun Starr y Engleberg (62), la hialuronidasa puede jugar un papel
nutricional para el organismo bajo las condiciones de escasez de nutrientes, por lo cual es

posible utilizar dicha enzima o su propia capsula como una fuente de energia de carbono.

Cluster 4- Metil transferasas:

* Orientia Tsutsugamushi (cepa Ikeda), con proteinas ADN-metiltransferasa-adenina especifica
NG6.

* Orientia Tsutsugamushi (cepa Boryong e lkeda), con proteinas adenina metilasa de ADN de

sitio especifica.

* B. Tribocorum, sus genes se clasifican como helicasa /metiltransferasa, fago relacionado

modificacion metilasa y como tipo Il de sistema de restriccion metilasa.

* Cyanothece (cepa PCC 7424), se encuentran en el, varias familias de transposases.

* Frankia sp. (cepa EAN1 pec), con ADN (citocina-5) metiltransferasa y transposases.

La metilacion de ADN en bacterias, mediante metiltransferasas hace que éste se pueda separar a
partir de ADN extrafio, dando a estas bacterias una proteccion frente a invasiones, como los
bacteriéfagos. La metilacion de adenina o citosina es una parte del sistema de modificacién de
restriccion en bacterias. La metilacion de adenina es uno de los mejores mecanismos
epigenéticos, que consta de regulacion del ciclo celular (63). Sin embargo, hay metiltransferasas
que no son parte de este sistema de modificacion de restriccion, como Presa (ADN metilasa
adenina) en gammaproteobacteria y CCRM (ciclo celular regulado metiltransferasa) en
alphaproteobacteria (7). Mutaciones en CCRM es letal en A. tumefaciens, Brucella Abortus,
Caulobacter Crescentus, y Rhizobium Meliloti. Estas metiltransferasas son parte del sistema de
regulacion en una célula, incluyendo el control de la virulencia bacteriana. Mutantes dam
(enzima ADN adenina metiltransferasa) de Salmonella entérica, Caenorhabditis Elegans,
Haemophilus Influenzae, Yersinia Pseudotuberculosis e Y. Pestis tienen virulencia atenuada (64,
65).

Cluster 5- transporte de iones: * E.Coli K-12, incluye enterobactina, transportadores ABC de

nitrato/nitrito, esta cepa se encuentra en el intestino inferior de animales y se caracteriza por

sobrevivir en el medio ambiente natural (5).
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* Ralstonia Metallidurans (cepa CH34), presenta proteinas que actiian como bombas de flujo de
salida de metales pesados, proteinas de resistencia a metales pesados, proteinas de transporte de
mercurio, Hg (l) proteina de resistencia MERP y bacterioferritina. La resistencia a metales

pesados caracteriza a esta bacteria (66).

* Methanosarcina Barkeri (cepa Fusaro), es un archaea que fija nitrégeno y ha sido aislada de
muestras de barro y rumen de ganado (67, 68). En esta cepa se encuentran proteinas
transportadoras de molibdeno, transportadores ABC de hierro (l11), y las proteinas de unién de

iones de mercurio.

Tanto el molibdeno como el hierro son esenciales para la mayoria de los organismos vivos. La
disponibilidad del hierro esta limitada, debido a su baja solubilidad, por lo que los
transportadores de hierro (I11) ABC hacen posible vivir donde la disponibilidad de hierro es
baja. Un estudio realizado por Flo et al. (69) ha demostrado que el hierro es secuestrado por
lipocalina 2 como una respuesta inmune durante la infeccion, que posteriormente limita el
crecimiento bacteriano. Para adquirir hierro, los microorganismos liberan sideréforos.
Enterobactina es uno de los sider6foros de union a Fe3 + mas fuertes que se conocen hoy en dia
(70). La duplicacion de genes en enterobactina hace posible que E. coli K-12 colonice sitios
pobres en hierro como lo el intestino inferior. Por otra parte el molibdeno es el metal de
transicion mas abundante en agua de mar (71).

Cluster 6- dominio GTPasa: La mayor parte de las proteinas de este grupo contienen un dominio

GTPasa como-Ras, y por lo tanto son anotados por procedimientos automaticos como
funcionalmente relacionados. Sin embargo, el dominio GTPasa Ras se conserva en muchas

proteinas diferentes (72), y las mismas no se encuentran necesariamente en las mismas vias.

Gracias a la evidencia arrojada por el estudio los autores concluyen que los paralogos estan
relacionados con estilos de vida individuales de procariotas y son propensos a dar una ventaja
competitiva para el organismo. Paralogos y genes no duplicados dominan diferentes categorias
de clasificacion funcional, donde los paralogos en particular, parecen asociarse con los procesos

que implican la interaccion con el entorno (7).

DUPLICACION Y LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Es ampliamente conocido el rol de las mutaciones o de la transferencia horizontal en la
adaptacion de las bacterias a un medio hostil, tal como lo es la presencia de niveles toxicos de

antibioticos (82, 83) estos procesos no son los Unicos que contribuyen a esta causa, la
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duplicacion de genes viene siendo considerada hace mucho tiempo una importante fuente de
potencial genético adaptativo (Ohno en 1970, Zhang en 2003, Dittmar and Liberles en 2010). Se
ha demostrado que la misma, al generar amplificacion genética, confiere resistencia al provocar
la sobreproduccion de enzimas, la modificacion de moléculas diana y bombas de eflujo. Los
primeros ejemplos de aumento de los niveles de resistencia a los antibiéticos, resultante del
aumento del numero de copias de genes, se encontraron en la década de 1970. En ese afio se
evidencio que diferentes plasmidos R (plasmidos que llevan los genes que confieren resistencia
a los antibidticos) aumentan en tamafio cuando se cultivaron en presencia de antibioticos. En la
mayoria de los casos en los que la resistencia a antibioticos se confiere por la amplificacion del
gen, el aumento de la resistencia esta ligado directamente a un aumento de los niveles del
producto génico del gen amplificado.

Sin embargo, debido a la alta frecuencia con la que las amplificaciones se producen en una
poblacién, estas duplicaciones en tandem pueden ser el primer paso hacia el aumento de la
resistencia, que se sigue posteriormente por mutaciones puntuales menos frecuentes en el gen
amplificado. Es decir la probabilidad de que esto ocurra se incrementa por el aumento del
nimero de copias del gen diana (14).

La duplicacion y amplificacion genética son considerados mecanismos adaptativos en bacterias
(84) porque permiten al organismo habituarse al cambio ambiental modificando la resistencia
antibiotica, la virulencia de los patogenos, la eficacia de las vacunas y la biosintesis de los
antibidticos.

Recientemente los analisis de genomas secuenciados muestran como la plasticidad del mismo
puede afectar la evolucion y las propiedades inmunogenéticas de las bacterias patogenas. Por
ejemplo, al amplificarse los genes acrAB estos pueden aumentar la resistencia a farmacos en E.
Coli (85).

La duplicacién en Streptococo Pneumoniae afecta la produccion de la capsula y la resistencia a
macrolidos. La duplicacion espontanea controla la variacion de fase capsular durante las
infecciones neumocoécicas. Esta capsula ademas de conferir resistencia al complemento
mediante opsonizacion y fagocitosis, inhibe la adhesion y la invasion de algunas células
eucariotas. La capacidad de cambiar de una forma capsular a una forma sin capsula puede
facilitar la transicion bacteriana hacia la enfermedad invasiva. En un aislado clinico serotipo 3
de S. Pneumoniae, la duplicacién provoca resistencia a los macrolidos. Los macrolidos inhiben
la traduccion bacteriana mediante la union a la subunidad ribosomal 23S. La duplicacion inserta
seis aminodcidos adyacentes al sitio de unidén del macrdlido y confiere resistencia a una

variedad de diferentes antibioticos de este grupo (85).
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La caracterizacion genémica de Borrelia Burgdorferi (la bacteria causante de la enfermedad de
Lyme), reveld que un gen (cspA) involucrado en la evasion de las defensas antibacterianas del
huésped estd comprendido dentro de una disposicion en tindem de pardlogos pertenecientes a la
familia PFam54 (86).

Un estudio realizado con el patdgeno oportunista Streptococo Agalactiae identifico dos cadenas
con amplificacién genética, una con cuatro veces mas amplificaciones en tindem en una region
de 13500 y otra de 92000 pares de bases. La primera incluia 5 genes necesarios para la sintesis
de dihydrofolato. Al parecer ese incremento en la dotacién génica le confirid a este patdégeno
resistencia a sulfonamida y a Trimetroprim por dos mecanismos diferentes. La resistencia a
sulfonamida fue atribuida a los altos niveles de un gen Unico en la secuencia, cuyos productos
proteicos son el objetivo de la droga. Por el contrario, la resistencia a Trimetroprim apareci
como resultado de un nuevo mecanismo a través del cual la alta expresién de toda la secuencia
aumentd los niveles intracelulares de dihydrofolato. Al ser el Trimetroprim un inhibidor
competitivo de la enzima que actia sobre el dihydrofolato, las cantidades aumentadas de este
sustrato metabdlico podrian ser suficientes para vencer los efectos inhibitorios de la droga (87).
Estudios en el organismo Bacilus Subtilis han reportado que la amplificacion del locus tmrA
resulta en resistencia a tunicamycin e hiperproduccion de alfa amilasa. Asi mismo se demostrd
que la multiplicacion del locus del gen de resistencia tetB es uno de los factores que confiere
resistencia a B. Subtilis en altas concentraciones de tetraciclina (88).

El aumento de la resistencia a ampicilina en Yersinia Enterolitica , la resistencia a multiples
antibioticos en Salmonella Entérica y el aumento de resistencia a la tetraciclina en Enterococcus
Faecalis (85) son otros ejemplos de amplificacion que afectan la resistencia a farmacos.

Por todo lo anterior, se puede decir que la duplicacion y la amplificacion son fendmenos no
despreciables que pueden aportar un mejor entendimiento acerca de los mecanismos evolutivos

involucrados en la emergencia y difusion de la resistencia.

TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES Y DUPLICACION GENICA

Es sabido el papel fundamental de la transferencia horizontal en la innovacion genémica de los
procariotas. Este mecanismo ha sido el muy estudiado, fundamentalmente debido a su
frecuencia y a sus implicancias en la bacteriologia médica, por ejemplo en relacion a la
resistencia antibidtica. La transferencia horizontal es un proceso de gran importancia evolutiva,
en el cual bacterias intercambian material genético y sufren recombinaciones posteriores.
Existen tres mecanismos clasicos de transferencia génica: transformacion, transduccion y

conjugacion. La transformacién es el proceso por el cual ciertas bacterias competentes son
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capaces de incorporar ADN exdgeno libre en el medio, proveniente de otras bacterias. El
proceso de transduccion implica la transferencia de dicho ADN mediante un intermediario, un
bacteriéfago. Finalmente, la conjugacién; se basa en el intercambio unidireccional de

informacion genética desde una bacteria donante a otra receptora, mediante un contacto real.

Un articulo publicado en 2003 sostiene que la pérdida del gen es el factor mas importante en la
conformacion de contenido del genoma siendo hasta tres veces mas frecuente que la
transferencia horizontal, seguido en frecuencia por la duplicacion génica, que podria contribuir
hasta dos veces méas en nimero de genes. Los andlisis realizados mostraron que, a pesar de la
importancia de la transferencia de genes, la mayoria de las familias de proteinas han sido
amplificadas por duplicacién génica (2).

Sin embargo, posteriormente el articulo “Horizontal Transfer, Not Duplication, Drives the
Expansion of Protein Families in Prokaryotes” publicado en el afio 2011 demuestra que la
mayoria de las expansiones de familias de proteinas surgen por transferencia de genes entre
bacterias, atribuyendo aproximadamente un 88% a este proceso.

Mediante el analisis realizado se sugiere que los Xendlogos permanecen por un periodo de
tiempo mas largo en el genoma en comparacion al gen duplicado; se encontr6 que los
Xendlogos tienen una edad media de introduccion al genoma que es el doble al de los Paralogos
(1). Estos genes transferidos horizontalmente tienden a situarse en distinta posicion a la del
homdlogo nativo, fenémeno que explicaria la mayor persistencia de los mismos, ya que son
menos propensos a la eliminacidn genética segin los hallazgos de los autores. Por otro lado la
persistencia de los genes duplicados tiende a ser mas transitoria. Estos resultados permitieron a
los autores proponer una funcion particular de cada proceso, es decir, sugirieron que la
transferencia horizontal permite la adquisicion de nuevas funciones mientras que la duplicacion
génica conduce a un mayor namero de genes, los cuales podran o no diferenciarse en cuanto a
su funcionalidad (1).

Un estudio publicado en 2006 se centrd en analizar la relacién entre estos procesos de
variabilidad gendmica y ciertas familias de proteinas encargadas de la sefializacion, las cuales
desempefian un papel importante en la adaptacién de las bacterias a entornos cambiantes
permitiendo detectar y responder a sefiales externas. Particularmente se estudiaron las proteinas
histidin kinasas (HPKSs), las cuales histéricamente se han considerado como el principal
mecanismo de transduccion de sefiales en bacterias. Observaron que muchos genomas constan
con un gran repertorio de genes de sefializacion recientemente evolucionados, lo que puede
reflejar la presion selectiva para adaptarse a las nuevas condiciones ambientales. El analisis

realizado permiti¢ dilucidar qué tanto la transferencia horizontal como la duplicacion génica

19



tienen un rol importante en la introduccion de nuevas HPKSs al genoma, sin embargo se observo
que estas fuerzas evolutivas actian de manera distinta: los genes transferidos horizontalmente
son propensos a retener su funcionalidad mientras que los Paralogos son fuente de diversidad
genética permitiendo descubrir nuevas funciones (92). Esta investigacion pone de manifiesto
que existen claras preferencias especificas de las especies respecto al proceso evolutivo que
predomina; en algunos genomas, tales como E. Coli y Ralstonia Solanacearum, la transferencia
horizontal es responsable de casi la totalidad de las HPKs recientemente adquiridas. Para otros,
tales como Desulfovibrio Vulgaris y Geobacter Sulfurreducens, la duplicacién génica es el
proceso predominante. La explicacion de la preferencia en el proceso de adquisicion de nuevas
proteinas de sefializacion no es evidente, pero se encontrd que bacterias con grandes cantidades
de HPKs, inusuales en relacion al tamafio del genoma, tienden a haber acumulado dichas
proteinas por medio de duplicacion (92).

Este estudio encontr6 que existen también diferencias cualitativas entre las principales
estrategias para la adquisicién de nuevas HPKs. Genes importados a través de transferencia
horizontal son mas propensos a retener su funcionalidad original, mientras que la duplicacién
como fendmeno de expansion parece ser una fuente importante de diversidad genética (91).

Otro estudio realizado por Sean D. Hooper y Otto G. Berg y publicado en el afio 2003 muestra
como la transferencia horizontal puede acelerar el proceso evolutivo de la duplicacion. Se
observo que la adquisicién de nuevos genes duplicados ocurre con significativa frecuencia sobre
genes previamente transferidos en comparacion con genes nativos del genoma. Los resultados
se discuten en el contexto de genes con funciones débiles principalmente y no con genes con
funciones establecidas e importantes. En este trabajo se concluye que la importancia de la
duplicacion dependera de la disponibilidad y variabilidad de genes con funcién débil, los cuales
se adquieren por transferencia horizontal, para que nuevas funciones puedan ser descubiertas.
Dicho fenémeno permite la supervivencia del microorganismo, ya que si el gen tiene funciones
bien establecidas o, por ejemplo forma parte de un delicado equilibrio de proteinas, a
continuacion, la amplificacién puede ser contraproducente (93). Segun los autores al menos una
cuarta parte de todos los genes que se duplican en una bacteria fueron adquiridos previamente
por el proceso de transferencia horizontal, por lo que este Gltimo mecanismo puede tener una
contribucion considerable en la innovacién de nuevo material genético en este contexto; ademas
de su rol para transferir genes estables y con funciones especificas importantes para el proceso
adaptativo de las bacterias a los entornos cambiantes y su consiguiente supervivencia (93).

En particular la ganancia por duplicacion genética y la pérdida de genes contribuye a la
adaptacion del organismos, al permitir a regiones de ADN expandirse y contraerse como un

acordeon. La amplificacion genética es usualmente transitoria, variable y dificil de detectar, es
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por esto que se refieren a ella como un modelo en forma de acorde6n (17, 29, 30). La misma es
observada contribuyendo a la resistencia antibidtica (como ya hemos mencionado), a la
tolerancia de metales pesados, el consumo sub-6ptimo de fuentes de carbono y la sobrevida en

condiciones variables o extremas.

ANALISIS DE INPARALOGOS EN GENOMAS CERRADOS DE SALMONELLA

OBJETIVOS

e Encontrar duplicaciones de genes para lo cual se usa un criterio de inclusion el cual es
de 95% de similitud de dichos genes.

e Localizar la cantidad de genes que estan duplicados e identificar la funcion de los
mismos.

e ldentificar que regiones bacterianas (plasmidos, cromosoma, fagos) son las
responsables de estos procesos.

e Luego de haber identificado con precision a qué lugar corresponde cada duplicacion,
analizar en orden de frecuencia donde se produce mas dicho evento si en plasmidos,

cromosoma, fagos.

Analizar si estas duplicaciones estan presentes en todos los organismos estudiados.

METODOLOGIA

Mediante la utilizacion del programa get_homologous.pl se agruparon genomas en base a

criterios de identidad y cobertura génica, con un minimo de 95% y 75% de similitud,

respectivamente. Estos parametros permitieron detectar duplicaciones de genes muy recientes.

Se analizaron 36 genomas completos cerrados de la especie Salmonella entérica que
presentaban duplicaciones recientes en diversos genes. Dentro de las especies se incluyeron 11
pertenecen al serotipo Typhimurium, 4 al serotipo Typhi, 4 a Paratyphi, 3 a Heidelberg, 2 a
Agona, 2 a Gallinarum-Pullorum, 2 a Newport, 1 a Arizonae, 1 a Dublin, 1 a Gallinarum, 1 a
Pullorum, 1 a Thompson, 1 a Schwarzengrund, 1 a Choleraesuis, 1 a Bareilly y 1 genoma sin

identificacion de serotipo.
RESULTADOS Y ANALISIS

Al realizar el analisis se encontraron 174 posibles genes duplicados. De estos, 10 representan
probablemente genes que se encuentran duplicados basalmente en el grupo, es decir, que son

familias génicas en las cuales sus dos copias homologas estan conservadas en casi todos los
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organismos analizados. Por lo tanto no fueron considerados en el andlisis por ser posibles

pérdidas secundarias en linajes especificos.

En promedio los genomas presentaron 88 genes recientemente duplicados. EI genoma que
presento mas duplicaciones recientes fue el de Typhimurium 14028S con 160 duplicaciones

mientras que el menor fue Gallinarum Pullorum RKS5078 con 40. (Tabla 1)

El 96,8% de las duplicaciones fueron localizadas en cromosomas mientras que el restante 3,2%
fueron localizados en plasmidos. En total se identificaron 20 clusters duplicados que representan

106 genes duplicados recientemente.

En cuanto a las proteinas codificadas por los genes analizados encontramos que el 25,0% de las
duplicaciones recientes corresponden a proteinas de fagos y el 16,5% pertenecen a transposasas
y genes relacionados a elementos moviles. El resto tiene una distribucion relativamente

heterogénea.

Por otra parte el 15,9% de los genes analizados estan relacionados con resistencia a antibiéticos
y otros compuestos quimicos. Se identificaron duplicaciones recientes en los genes que
codifican proteinas de resistencia a aminoglucésidos, proteinas de flujo multidroga,
betalactamasas, proteinas de resistencia (amonio), biosintesis de antigeno, proteinas de

virulencia, proteinas de replicacion del ADN. (Figura 1)

Estos genes de resistencia fueron localizados en cepas pertenecientes a los serotipos:
Schwarzengrund, Typhi CT18, Typhimurium T000240, Typhimurium U288.
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Figura 1: Frecuencia de Categorias COG

Analisis de genes vinculados a la resistencia
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® COG S : Funcién desconocida
m COG L: replicacidn, recombinacion y reparacion del ADN
COG M: membranas celulares, sintesis de vesiculas
® COG R: unicamente conocida la funcién general
m COG V: Mecanismos de defensa
COG P: metabolismo y transporte de iones inorganicos.
® COG H: metabolismo y transporte de coenzimas
COG G: metabolismo y transporte de carbohidratos.
m COG C: Produccién y conversion de energia

» COG O: Modificacién postraduccional , recambio proteico ,
chaperonas



Bareilly CFSAN000189

4342

4363

TOTAL DE | TOTAL DE|TOTAL
NOMBRE DEL GENOMA GENES GENES DUPLICACIO-

CROMOSOMA | PLASMIDOS | NES
Arizonae_serovar_62_z4 z23 4467 57

Agona_24249

78

57

69
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Typhi_CT18 4111 105
Typhimurium_14028S 5315 101 160
Typhimurium_798 4318 104 97
Typhimurium_D23580 4446 102
Typhimurium_DT2 4321 84
Typhimurium_LT2 4451 102 108
Typhimurium_SL1344 4446 105
Typhimurium_ST4_74 4625 111
Typhimurium_T000240 4713 155
Typhimurium_U288 4569 119
Typhimurium_UK_1 4451 111
Typhimurium_var_ 5 CFSAN001921 4561 129
Typhi_P_stx_12 4690 108
Typhi_Ty21a 4494 97
Typhi_Ty2 4352 94
TABLA 1

CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo se reviso el fendbmeno de la duplicacion reciente en Enterobacterias, es decir la
presencia de Imparalogos. EI mismo no estan frecuente como la transferencia horizontal,
principal mecanismo de adquisicion de genes en procariotas. Sin embargo, €S un proceso
esencial para la conservacion y evolucion del genoma y también juega un rol en la
determinacion de las caracteristicas fenotipicas de los microorganismos. Esto queda evidenciado
en una serie de trabajos experimentales que permiten decir que las bacterias realizan
duplicaciones altamente relevantes para su supervivencia, las cuales estan vinculadas a

diferentes grupos, cada grupo con una funcion especifica, vinculada a la resistencia, la
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virulencia o la adaptacion al medio. Lo que es apoyado ademas por varios ejemplos que ponen
en evidencia que la duplicacion y amplificacion genética permiten al organismo habituarse al
cambio ambiental modificando su resistencia antibidtica, la virulencia de los patégenos, la

eficacia de las vacunas y la biosintesis de los antibiéticos.

En paralelo, se analizaron un total de 36 genomas completos cerrados de la especie S. Entérica,
en los cuales, con un criterio de identidad minimo de 95% y cobertura de 75%, se encontraron
174 duplicaciones recientes. A este numero se le resto la cantidad de fagos y transposasas
encontrados. La transposasa es una proteina que le permite al fago (un virus bacteriéfago que

infecta a la bacteria) insertarse aleatoriamente en el cromosoma.

El nimero de elementos maéviles del genoma fue mayor al que esperabamos encontrar, de todos
modos consideramos importante detectarlos y excluirlos. Cabe mencionar que de esos 174

también se excluyeron las duplicaciones basales.

Una vez realizado lo anterior, se llegd a la conclusion de que el 15,9% de las duplicaciones
recientes se dan en genes vinculados con la resistencia antibiotica. Los mismos estan altamente
conservados en todas las serovariedades y duplicados en alguna de ellas, lo cual habla de la

relevancia que estos tienen para las bacterias.

Se vio también que las duplicaciones son mas frecuentes en cromosomas que en plasmidos, esto
resalta la trascendencia (envergadura, importancia) del fendmeno de la duplicacién en bacterias,
el cual es un hecho para nada despreciable que debera seguir siendo estudiado, y que con

seguridad realizara grandes aportes a la medicina.
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