N\ Y
\0( INSTITUT PASTEUR

DE MONTEVIDEO

PEDECIBA

Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas
PEDECIBA Biologia
Subarea Genética

Abril 2018

GenoOmica comparativa de Mycobacterium bovis:
aproximaciones epidemiologicas y filogenéticas

Lic. Moira Lasserre
Unidad de Biologia Molecular Orientadora - Dra. Luisa Berna
Institut Pasteur de Montevideo Co-orientador - Dr. Carlos Robello



Indice

ABREVIACIONES .....ccoiiiiiiiientteeiiiiiiisestteesiissssasstee s s ssssssssssssse e s s s ssssssssssssnessssssssssssssneesssssssssssssnesssssssns 4
L 01 S 5
INTRODUGCCION.......ceuiiiiiiiiiitiiireeiireeirneirsessisssstsasstsasstssssssassssasssrsessrssssrsssersesstsssssosssssssssssssssnssssnssssnnsss 6
Complejo Mycobacterium tUDEICUIOSIS ........c...uiiecuueiiieiiiieeeciee et e et ee s eiae e s s sbee e s ssaaeesssbaeessssseeessnssaeeeas 6
Caracterizacion molecular del Complejo Mycobacterium tuberculosis ..............cccvueeeeccveeeeciieeeeiiieeeeeiineeens 6
Yoo ] F={o1 4] o1 1o V-SSP 7
IMIIRU-VINTR ettt sttt ettt b e st st e st s bt e bt e s e s st e et e e bt e bt e sbeesbeesanesaneereeneenneenaee 8
N 0V o1 oV - T ST PPPPRSUPPRP 10
Evolucidn del Complejo Mycobacterium tUBDerCUIOSIS. ..........ivecueiiiieiieiieiiieeesiee e seeee e ssieee e sevae e e ssveeeesnaes 11
Estructura poblacional d& M. DOVIS .......cccuuiiiiciiiiiciee ettt e e e s e s e are e e e sanaeas 13
TUDEICUIOSIS DOVING ...ttt ettt sttt e st e e ate e s bt e s bt e e sabeesbeeesabeesabeeesateesaneenn 14
Patogénesis y ciclo de vida del agente iINfECCIOSO ... .uuiiiiiiiiiiiiiiii e e 15
D14 o 1y d ole PSPPSR 17
2 2 e N 18
HIPOTESIS ettt e e e e e e ettt e e e e e e saunbee et eeeeesaaaass b e e eeeeeesaannssbeeeeaeeesaannnbeeeeeeesaannnnnee 18
OBJETIVOS GENERALES ... s 18
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....vuieieiteteieiitetete ettt ettt bttt ss et b s s bbbt et s s s snsetne 18
ARTICULO: Whole genome sequencing of the monomorphic pathogen Mycobacterium bovis reveals local
differentiation of cattle cliNiCal iSOIAtES ........eiiiiiiiei e e s 19
MATERIAL SUPLEMENTARIO ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeens 32
Y 1 3 34
HIPOTESIS ..ttt ettt e e e e s ettt e e e e s e m e be et e e e e e e s e mnbbe e teaeeesaanmsbbeeeeaeeesaannnnseeeeeesesannnnnee 34
OBJETIVOS GENERALES ... s 34
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt sttt ettt ettt ettt s st sssssssesesasas s s et st ssssesasssssssssesesesesanas 34
METODOLOGIA ..ottt 35
(OIcY o T o [ 1Y/ o1 SRS 35
Filtrado de reads por calidad y alin@amiento........cccuieiieciiie i 35
SNP-calling y anotacion de VAriantes ........cccviieiiiiiiiiiiiie et sctee et e e s stae e e s sbae e e ssbaeeessnbaeeesenseeeesnes 35
[CT=T [T uT o =T Lo TN o Ty 1 olc U 36
ReCONSTIUCCION FIIOZENELICA .....vveiiiciiiee et et e et e e e et e e e e bbe e e e e baeeeeennteeeeeaneeas 37
Identificacion de [iNajes ¥ SUBIINGJES ...ccccuuiieiiiiee e e e are e e e enaeas 37
Identificacién de SNPs especificos de (sub)linajes para genotipado........ccceccveeecieeerieecciieesie e 38
Incorporacién de nuevas cepas control para prediccidn de su linaje .......cccceeeeeeeecciiiiieeee e, 39
Puesta a prueba de la robustez informativa del set minimo de SNPS ........ccccccoiiiieiiiie e, 39



Acceso publico de scripts IMplemMeNntados ...........uviiiiieii e e e e e nnees 39

RESULTADOS ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e s e e et e e e e e sa n e be et e eaeeesaa s nsbeeeeaeeesaanssbeeeeaeeesaannnseeeeeesssannnnnne 40
Estructura poblacional @ M. DOVIS ...........uuuuiieei ettt e e e e e s e e e e e e e s araraeeeaeeeean 40
Identificacion de un set minimo de SNPs para genotipado de M. BOViS.........cccceeeecieeeecciieeeeecieee e 43
Prediccidn de linajes €N CEPAs CONTIOl .......uiiiiiiiiiciee et e et ae e e e are e e e anaeas 44

DISCUSION Y CONCLUSIONES......coiteiiiieieeteeteeeieesie ettt ettt ettt st sttt et e bt sme e st et e ne e b e nneesreesanesaneens 46

PERSPECTIVAS. .ttt ettt ettt e e e e sttt et e e e e s ettt e eee e e s e n bbb e et eeeeesaamsbbe et eaesesannnnnbeeeeeesesanannnee 50

REFERENCIAS ...ttt ettt ettt et e e e e ettt e e e e e e e abee et eeeeeaaaassb e e teaeeesaaanssbeeeeaeeseaannnbeeeeeeeesannnnnne 51

ANEXO 1 — Caracteristicas de 1as cepas UtiliZadas.......coccueieiiiiiiiiiiiie st e s rae e 60

ANEXO 2 — Caracteristicas de las variantes identificadas........c.ccceeiiiieriniiiieee e 85

ANEXO 3 — Caracteristicas de los spoligotipos identificados.......ccccoviiiiciieiieiiiie e 86

ANEXO 4 — Caracteristicas de las Regiones de Diferencia identificadas ........ccccceeeiveieeiiiee s, 87

ANEXO 5 — Reconstruccion filogenética original..........occuiiiiiiiiie ittt e e e 89

ANEXO 6 — SNPs seleccionados para el genotipado de M. BOVIS ........ccccuueeieiiiiiiiiiiieecciiee e seieee e sseee e ssveee s 90



ABREVIACIONES

ADN - Acido Desoxirribonucleico

bTB - Tuberculosis bovina

DR - Repetidos Directos

Indel - Insercion o delecion de nucleotidos.

MIRU - Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
MIRU-VNTR - MIRU Variable Number Tandem Repeat
MTBC - Complejo Mycobacterium tuberculosis
PGRS - Polymorphic GC Repeat Sequence

RD - Region de Diferencia

RFLP - Restriction fragment length polymorphism

SNP - Single nucleotide polymorphism



RESUMEN

La tuberculosis bovina es una enfermedad que produce graves riesgos para la economia y
bienestar animal. Mycobacterium bovis, su agente etioldgico, pertenece a un grupo de organismos
genéticamente monomorficos denominado complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) que se
caracterizan por presentar una muy alta identidad nucleotidica (99.9%). Este rasgo dificulta la
tipificacion de cepas y determinacion de caracteristicas Gnicas dependientes de su diversidad

nucleotidica.

Uruguay, como pais que ha dependido historicamente de la produccién de ganado para su
sustento economico, se ve directamente afectado por la prevalencia de M. bovis en el pais. Su alta
tasa de ganado per capita y produccion intensiva de ganado ayudan a que este sea un ambiente
apropiado para evaluar la variabilidad gendmica entre diversas cepas. Al mismo tiempo, a nivel
mundial hay escasa informacion sobre los diferentes genotipos reconocidos en este patogeno, y
sobre su estructura poblacional. Historicamente se han identificado los complejos clonales
European 1, European 2, African 1 y African 2. Pero no existen estudios sobre la estructura
poblacional interna de los mismos. Esto representa una limitante para la busqueda de estrategias

de genotipado rapidas y accesibles.

Las dos problematicas mencionadas en el parrafo anterior fueron estudiadas en este trabajo. Por
un lado, comparamos 186 genomas de MTBC de origen mundial y 23 nuevos genomas de M. bovis
aislados en Uruguay. A pesar de presentar una estructura genémica conservada, observamos que
la poblacion global de M. bovis es altamente estructurada y se evidenciaron tres grupos existentes
entre las cepas uruguayas. A partir de esto, se identificaron las principales fuentes de variabilidad
genomica entre estas cepas: regiones de diferencia (RD), genes variables, duplicaciones y genes
nuevos. Estos resultados resaltan la existencia de una variabilidad genética intraespecifica mayor
a la esperada. Por otro lado, obtuvimos la estructura filogenética resultante de analizar los
polimorfismos de sitio inico (SNP) de los genomas disponibles en el momento (n = 1.238). Se
identificaron dentro de M. bovis 5 grandes linajes y correspondientes sub linajes, aportando un
grado de resolucion no descrito previamente. A partir de esta nueva clasificacion nos enfocamos
en la busqueda de un set minimo de SNPs informativos que reconstruyeran esta diversidad
encontrada. Obtuvimos un set final de 56 SNPs que fue corroborado satisfactoriamente durante
la clasificacion de cepas control, el cual esperamos sea utilizado en el futuro para la

caracterizacion rapida de nuevas cepas.

Estos estudios contribuyen a una mayor comprension de la estructura poblacional y clasificacion

de M. bovis.



INTRODUCCION

Complejo Mycobacterium tuberculosis

El complejo Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis complex, MTBC) pertenece
al phylum Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden Actinomycetales, suborden
Corynebacterineae, familia Mpycobacteriaceae, género Mpycobacterium [1]. Este género esta
compuesto por mas de 170 especies. Este complejo se caracteriza por causar tuberculosis en
diferentes hospederos mamiferos e incluye varias especies: M. canetti [2], M. tuberculosis [3], M.
africanum [4], M. mungi [5], el bacilo Dassie [6], M. suricattae [7], M. orygis [8], M. microti [9], M.
pinnipedii [10], M. caprae [11], M. bovis [12] y M. bovis BCG (bacilo Calmette-Guérin) [13]. Estas
especies presentan claras diferencias epidemiologicas que incluyen preferencia de hospedero,
fenotipos y patogenicidad [14], pero a su vez se encuentran muy cercanamente relacionadas y

ocasionan patologias similares [15,16].

Caracterizacion molecular del Complejo Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias del MTBC se caracterizan por compartir un alto grado de homologia
nucleotidica, presentando un 99.95% de identidad y una secuencia idéntica del rRNA 168 [15,16].
Se lo considera un grupo genéticamente monomorfico ya que el intercambio de material genético
por transferencia horizontal de genes es un evento muy raro entre estas especies [17], y su
diversidad actual refleja una evolucion principalmente clonal resultado de un reciente cuello de

botella evolutivo.

El tipificado de las cepas es imprescindible para poder realizar estudios epidemiologicos, de
incidencia y de variabilidad de las diferentes cepas, y permite estudiar los factores que causan la
diseminacion y distribucion geografica de una enfermedad. Como en todas las enfermedades

infecciosas, es clave dilucidar las rutas de transmision y diseminacion en el ambiente.

Tradicionalmente, la identificacion de los miembros del MTBC se basaba en el estudio de
caracteristicas fenotipicas evidenciadas en base a condiciones de cultivo o pruebas bioquimicas.
Pero estas pruebas tienden a ser lentas, necesitan suficiente crecimiento bacteriano y no
proporcionan una distincion de especies precisa [18]. Posteriormente, avances en biologia
molecular permitieron la introducciéon de técnicas basadas en el estudio del ADN de estas
bacterias [19-22]. La alta conservacion entre todos los miembros del MTBC permite que las
técnicas desarrolladas para la caracterizacion molecular de una especie del complejo se puedan

extender a las otras.



A pesar de la alta homogeneidad genética mencionada anteriormente, la secuenciacion de los
genomas de M. bovis y M. tuberculosis permitioé reconocer varias regiones altamente polimorficas
debido a variaciones en la cantidad de copias y/o posicion en el genoma [19,20,23-25]. Estas
regiones polimorficas pueden corresponderse con genes que confieren una ventaja selectiva
sobre otras bacterias [26] o localizarse en regiones intergénicas como secuencias de insercion o
repetidos de una misma secuencia [20]. Regiones variables tales como elementos genéticos
moviles, presencia o ausencia de regiones del genoma (RDs, Regiones de Diferencia) [21],
repetidos con un alto contenido en G+C (polymorphic GC repeat sequence, PGRS) [27,28], regiones
de repetidos directos (DR) [29], repetidos en tandem en namero variable (VNTR) [22] y single
nucleotide polymorphisms (SNPs) [22,30,31] han sido explotadas para el desarrollo de métodos de
tipificacion mas precisos que permitan un mayor entendimiento de la epidemiologia, evoluciéon y

estructura poblacional de estos organismos [32].

El tipificado de MTBC usualmente se realiza para uno de los siguientes fines: 1) - epidemiologia
molecular clasica, 2) - estudios evolutivos y filogenéticos y 3) - clasificacion de cepas. Pero las
técnicas existentes de genotipado no se ajustan de igual manera para todas estas aplicaciones. A
continuacion, se describen en detalle aquellas mas utilizadas en la tipificacion de M. bovis y que

tienen mayor relevancia para esta tesis.

Spoligotyping

El spoligotyping (spacer oligonucleotide typing), ha sido uno de los métodos epidemiologicos mas
populares y estandarizados desarrollados para el genotipado de MTBC [33]. Se basa en el
polimorfismo existente en el locus DR. Este pertenece a la familia CRISPR de ADN repetitivo [34],
y se compone por una serie de repetidos directos conservados de 36 bp entremezclados con
secuencias tnicas de 34-41 bp denominadas secuencias espaciadoras (spacers). Un repetido
directoy su espaciador adyacente se denomina direct variant repeat (DVR). Debido a que las cepas
varian en el nimero de DVR, la presencia o ausencia de los espaciadores puede ser utilizada como
forma de tipificado. En spoligotyping, se amplifica el locus DR en su totalidad, utilizando primers
inversos complementarios a la secuencia de repetidos directos cortos. Los productos de PCR se
hibridan a una membrana que contiene 43 oligonucledtidos representativos de los espaciadores
que han sido identificados en M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG (Figura 1). Hasta el momento,
se han identificado 94 espaciadores distintos, pero solo los 43 originales se usan rutinariamente
ya que los demas solo aumentan levemente la resolucién del método. Las cepas se diferencian
entonces por el numero de espaciadores que faltan del set completo de 43. El genotipo resultante

se obtiene en formato binario (1 = presencia del espaciador, O = ausencia de espaciador), lo cual



hace que los resultados puedan ser facilmente interpretados, computarizados y comparados

entre diferentes laboratorios [35,32].

Se ha reconocido que esta técnica permite la identificacion de MTBC hasta el nivel de subespecie
y es incapaz de distinguir al nivel de cepas. Tampoco es capaz de detectar infecciones mixtas, ya
que el patron obtenido podria corresponder a la sumatoria de espaciadores de las cepas
involucradas [36]. Ademas se ha visto que presenta un menor nivel de discriminaciéon que otros
genotipados tradicionales (como IS6110-RFLP) [32,37]. Aun asi, el spoligotyping puede ser
efectivamente usado para la diferenciacion de cepas con bajas copias de la secuencia de insercion
IS6110, como es el caso de M. bovis y M. caprae. Por lo tanto, esta técnica es la mas utilizada en
laboratorios de caracterizacion de aislados de M. bovis [38]. En micobacterias no tuberculosas no
produce ninguna sefal, evidenciando la especificidad que tiene este método para MTBC. Por
ultimo, es un método sencillo al basarse en PCR, es costo-efectivo, con resultados rapidos y

reproducibles.

Es aceptado que los patrones de spoligotipado evolucionan por pérdida de secuencias
espaciadoras que, en organismos clonales, no puede ser reparada mediante recombinacion y
permanecen ausentes en ese linaje para siempre. La frecuencia con la que estos espaciadores se
pierden los hace buenos marcadores para estudios epidemioldgicos, haciendo que esta técnica
sea utilizada rutinariamente para trazar cadenas de transmision de tuberculosis. Sin embargo,
recientemente ha sido catalogada como problematica junto con MIRU-VNTR, dada su alta
propension hacia la evolucion convergente y homoplasia [39]. Por lo tanto, en los Gltimos anos se
ha considerado de uso limitado para anélisis filogenéticos y genética de poblaciones [39-42],
proponiéndose ademas que, para estudios epidemiolégicos, spoligotyping sea efectuado como

test primario seguido de otro método de mayor poder discriminativo.

MIRU-VNTR

El genotipado de VNTR esta basado en el analisis de mdltiples loci de repetidos en tandem que
muestran un gran polimorfismo en el nimero de copias de estos repetidos (variable number
tandem repeat, VNTR) [43]. Originalmente identificado en eucariotas, M. tuberculosis fue una de

las primeras especies bacterianas donde se localizaron estos loci de repetidos en tandem. En el
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Figura 1-. Representacion del genoma de un aislado del MTBC hipotético, mostrando las regiones utilizadas
para spoligotyping y MIRU-VNTR. Spoligotyping esta basado en la deteccion de espaciadores tnicos en el locus
de repetidos directos en los genomas de MTBC. Los patrones de spoligotyping se representan mediante
cuadrados negros y blancos que indican la ausencia y presencia de espaciadores, respectivamente. La delecion
de alguno de los 43 espaciadores estudiados permite diferenciar entre subespecies. MIRU-VNTR depende de
la identificacion de diferentes nimeros de repetidos en varios loci a lo largo del genoma (A, B, Cy D). El nimero
de repetidos en cada locus se combina generando un c6digo numérico utilizado para establecer relaciones

filogenéticas y epidemiologicas entre cepas. Modificado de Comas et al., 2009 [39].

genoma de los miembros del MTBC existen numerosos loci VNTR identificados y, particularmente
en M. bovis, el analisis de VNTR brinda una mayor resolucion que solo utilizando spoligotyping
[44]. Se trata de una técnica basada en PCR donde se amplifican los loci VNTR elegidos con
primers especificos para sus regiones flanqueantes (Figura 1). El nimero de unidades repetidas
en cada locus se determina en base a la estimacion del tamano de los amplicones y al tamafio
conocido de cada unidad de repetidos en el locus VINR de estudio [24]. Se trata de un método
barato, rapido y simple de realizar, con resultados no ambiguos y reproducibles. Los resultados
se expresan en un formato simple, en donde cada digito representa el nimero de copias en un

locus en particular. Para la interpretacion de los resultados se utiliza una tabla de alelos que asocia



los diferentes tamafos de banda a su correspondiente nimero de repetidos para cada locus.

Inicialmente se reportaron 6 VNTR loci para M. tuberculosis (exact tandem repeats ETR-A, -B, -C,
-D, -Ey -F) [45]. Pero la capacidad discriminativa con estos loci no sobrepasaba la alcanzada con
IS6110-RFLP o spoligotyping. Con la culminacion del proyecto genoma de M. tuberculosis H37Rv
[46], se identificaron nuevos loci VNTR. Una clase especifica de estos nuevos elementos son los
MIRUs (mycobacterial interspersed repetitive units) [47]. Los mismos se describieron como
repetidos en tandem de 46-101 bp diseminados en 41 loci en todo el cromosoma de M. tuberculosis
H37Rv. Desde que se incorporaron los MIRUs la tipificacion de micobacterias por VNTR se conoce
como MIRU-VNTR. Originalmente se present6 un set de 12 loci como estandar [22], pero con
limitaciones en cuanto a su poder discriminatorio [48]. En el ano 2006, Supply y colaboradores
propusieron un nuevo estandar de 15 loci para discriminacion epidemiolédgica de rutina, asi como
un sistema de 24 loci como herramienta de mayor resolucion para estudios filogenéticos [24].
Ambos han sido utilizados ampliamente desde entonces, demostrando su poder de resolucion
[49-52]. Los estudios realizados con aislados de M. bovis son mas escasos, aunque se ha realizado
tipificacion por MIRU-VNTR en varios paises para estudios epidemiologicos [44,53-55].
SNP-typing

Los single nucleotide polymorphisms (SNPs) se clasifican en dos grandes grupos: sinénimos y no
sinonimos. Estos tltimos provocan cambios aminoacidicos en las proteinas si se localizan en
regiones codificantes, y por ende son frecuentemente evaluados para el estudio de los
mecanismos subyacentes a procesos biolodgicos. Por el contrario, los cambios sinénimos
producen alteraciones que no modifican la secuencia primaria de las proteinas y originalmente
fueron considerados fenotipicamente neutrales. Actualmente se ha demostrado que algunos de
estos cambios pueden alterar la estructura, funcion y nivel de expresion proteico (SNPs
sinonimos funcionales). Si bien no son en su totalidad evolutivamente neutrales, las mutaciones
sinbnimas en su conjunto estan sujetas a una menor presion selectiva que las mutaciones no

sindnimas, por los que se las utiliza para estudios filogenéticos y de genética de poblaciones [56-
58].

El SNP-typing (o genotyping) es un tipo de genotipado basado en la evaluacion de SNPs
previamente conocidos. Los SNPs son los marcadores filogenéticos mas confiables para el estudio
evolutivo del MTBC ya que poseen niveles despreciables de homoplasia [39]. A pesar de esto,
debido a sesgos de muestreo (pyhlogenetic discovery bias), la informacion obtenida en un ensayo
de SNP-typing es altamente dependiente de la estrategia utilizada para identificar el set de SNPs,

y este es comunmente obtenido al comparar un namero limitado de cepas o cepas que no

10



representan la diversidad global existente [59].

Se han propuesto varias metodologias de SNP-typing, incluyendo métodos apropiados para
laboratorios sin acceso a plataformas de secuenciacion [60]. Muchos de estos han sido empleados
para MTBC [61-67], y se han sugerido también paneles de SNPs para clasificar cepas dentro de
los linajes principales del MTBC [39,41,68,69]. La clasificacion de linajes en base a un set de SNPs

dentro de M. bovis no ha sido puesta a punto hasta el momento.

Evolucion del Complejo Mycobacterium tuberculosis

Durante mucho tiempo fue aceptada la teoria que M. tuberculosis se originé a partir de M. bovis
por transmision zoonotica del ganado al ser humano. La misma era consistente con la existencia
de un “cuello de botella” evolutivo en el momento de la especiacion del complejo, que habria
ocurrido entre 15.000 a 20.000 afos atras y explicaria la baja diversidad genética del mismo [16].
Este nimero coincide con la datacion de la domesticacion del ganado (8.000 - 10.000 afios atras)
[70]. Sin embargo, esta teoria quedo6 invalidada luego de la publicacion de los genomas de M.
tuberculosis [46] y de M. bovis [71]. En efecto, diversos estudios demostraron la disimilitud de
varias regiones genomicas en los miembros del MTBC mediante técnicas de gendmica
comparativa, introduciendo asi el concepto de RDs [21,72,73]. Al no exhibir en el complejo
evidencias de transferencia horizontal de genes, se postulo a estas regiones como polimorfismos
de secuencia larga (LSPs), ya sean inserciones o deleciones, que representan eventos evolutivos
unicos dificilmente reversibles, y por ende toda la progenie de una cepa que haya perdido una
region heredara esta delecion. A partir de esto, se hipotetizo que la especiacion de MTBC ocurrio
en base a la pérdida de RDs y a la paralela aparicion de polimorfismos. La filogenia resultante
modifico el paradigma original de evolucion de MTBC cuestionando la hipotesis del origen
reciente de la tuberculosis humana, como se ilustra en la Figura 2, donde M. tuberculosis se sitta
en una posicion ancestral y con un genoma mas extenso, mientras que M. bovis se sitia en una
posicion derivada. Actualmente se acepta que las cepas animales (M. mungi, bacilo Dassie, M.
suricattae, M. orygis, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis) divergieron de cepas humanas.
Estudios posteriores resolvieron ademas que la emergencia del MTBC ocurri6 en Africa hace
aproximadamente 70.000 anos [74]. Esto es reforzado por la restriccion geografica al cuerno de
Africa del grupo mas cercano a su ancestro comin, M. canetti, asi como por la restriccién de M.
africanum a Africa Occidental y la presencia también en este continente de los siete linajes

descritos para M. tuberculosis [75].
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Figura 2- Esquema evolutivo propuesto para los organismos del MTBC en base a sucesivas deleciones de

regiones gendmicas en ciertos linajes (cajas grises) y polimorfismos. Tomado de Brosch et al., 2002 [76].

El uso de RDs como marcadores filogenéticos robustos ha sido demostrado en mdltiples
ocasiones desde entonces [17,76,77]. Numerosos estudios sobre las regiones de diferencia
permitieron una mejor identificacion de los linajes de MTBC. Por ejemplo, las cepas originadas de
la cepa atenuada M. bovis BCG carecen de la region RD1. De la misma manera, las cepas adaptadas
a hospederos animales no humanos forman un linaje marcado por la ausencia de una region
denominada RD9 [76]. Estos estudios iniciales de RDs aportaron un panorama general sobre el
grado de variabilidad y conservacion de algunas regiones gendmicas en un gran conjunto de

organismos del MTBC [76].

La importancia del uso de spoligotyping como forma de tipado molecular en cepas adaptadas a
animales fue destacada en el 2006 por Smith y colaboradores [35,78]. La presencia o ausencia de
algunos espaciadores puede ser utilizada como marcador filogenético de manera similar a la
pérdida de RDs en aquellos linajes adaptados a animales que surgen luego de la pérdida de RD9
[53], complementando asi la filogenia propuesta anteriormente. Efectivamente, el conjunto de
patrones tanto de spoligotipos, de mutaciones puntuales (SNPs) como de RDs permitieron definir

una serie de clados anidados que presentan asociacion a hospederos particulares (Figura 3). Asi,
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Figura 3- Filogenia del linaje resultante de la delecion de RD9 junto con M. tuberculosis. Se observan todas las

deleciones informativas (RD), SNPs y deleciéon de espaciadores que Smith et al., 2006 [53] utilizaron para

definir los clados.
Smith y colaboradores introducen la nocion de ecotipos para los miembros del MTBC. Un ecotipo
evoluciona a partir de que una cepa se vuelve inmune a eventos de seleccion que afectan a la
poblacion ancestral [53,79]. Cada ecotipo tiene una preferencia de hospedero distintiva que
representa su nicho, y presenta diferencias moleculares comunes dentro de cada grupo. Hasta
este momento se consideraba a M. bovis como generalista (capaz de infectar diversos tipos de
hospederos), y las aproximaciones experimentales buscaban entender los rasgos genéticos o
mecanismos que hacen a M. bovis capaz de infectar diversos tipos de hospederos o aquellos que
restringen a M. tuberculosis a hospederos humanos. Por el contrario, el concepto de ecotipos
promovio priorizar la identificacion de los rasgos genéticos que controlan los diferentes eventos

de adaptacion a hospederos [53].

Estructura poblacional de M. bovis

La poblacion actual de M. bovis es el resultado de una serie de expansiones clonales donde los
clones adquieren altas frecuencias entre la poblacion [80], haciendo que la misma se vuelva muy
estructurada en vez de uniforme, y se compone de un conjunto de complejos clonales de mayor
o menor tamano. Los complejos clonales se definen como grupos de cepas descendientes de una
Unica célula, la cual representa el ancestro coman mas reciente del complejo (MRCA). Todos los
miembros de un complejo clonal comparten marcadores moleculares que definen su pertenencia

al grupo.

Los marcadores moleculares de preferencia son los RDs ya que son estables e improbables de
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aparecer independientemente en diferentes linajes, aunque es posible recurrir a SNPs si no se
pueden identificar RDs caracteristicos. Como sondeo preliminar, actualmente se acude al
spoligotipado para identificar miembros de un complejo clonal [81], ya que todas las cepas que
pertenecen a un complejo van a presentar patrones de spoligotipo derivados del encontrado en
el MRCA.

Hasta el momento se han definido cuatro complejos clonales en M. bovis: European 1 (Eul) [82],
European 2 (Eu2) [83], African 1 (Af1) [84] y African 2 (Af2) [85]. Eul se caracteriza por tener una
distribucion global, presentandose en altas frecuencias en las islas britanicas, en algunas antiguas
colonias britanicas y en América con excepcion de Brasil, donde se encuentran en menor
frecuencia (<10%). También se localizan en menor frecuencia en Espana y Portugal. Eul presenta
una delecion de 806bp en el gen treY (RDEul) y pérdida del espaciador 11. Por su parte, Eu2 esta
predominantemente en la Peninsula Ibérica; presenta frecuencias altas en Espana y Portugal, y
bajas en Francia e Italia. Se caracteriza por la ausencia del espaciador 21 y un SNP en el gen guaA.
Los representantes de Afl se han encontrado en alta frecuencia tnicamente en Africa Centro-
Oeste. Se caracterizan por la pérdida del espaciador 30 y la delecion RDAf1 (5.3kb). Por altimo,
Af2 es dominante en Africa Este, presenta una delecién de 14.1kb (RDAf2) y ausencia de los

espaciadores 3 al 7.

Tuberculosis bovina

Mycobacterium bovis es el agente etiologico de la tuberculosis bovina (bTB), una enfermedad
cronica infecciosa respiratoria que incide sobre el ganado vacuno y una amplia variedad de
mamiferos susceptibles. La misma estd entre las enfermedades de ganado mas importantes
debido a su impacto socioecondémico negativo que afecta las actividades agropecuarias y el
rendimiento animal, repercutiendo sobre la produccion de leche y carne y la comercializacion de

sus subproductos [86,87].

En Uruguay existe una alta incidencia de bTB en ganado que produce pérdidas importantes en la
produccion de leche y carne. Entre los afios 2012 y 2017 se han reportado 133 nuevos focos de bTB
en establecimientos ganaderos, con un promedio de 22 por ano [88]. Durante anos, el control de
la bTB en ganado se ha logrado mediante la aplicacion de programas sistematicos de diagnéstico
y eliminacion del reactivo, monitoreo de frigorificos, restricciones en el movimiento de ganado y
en ocasiones sacrificio de rodeos enteros frente a focos en donde no se puede establecer la fuente
de infeccion. Si bien la sospecha o presencia de esta enfermedad es de denuncia obligatoria, su

prevalencia ain no tiene una explicacion epidemioldgica clara. Los casos reportados de bTB en
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nuestro pais presentan caracteristicas fenotipicas diversas, con prevalencia, infectividad y
virulencia variadas. El estudio de la variabilidad genomica, sumado a la informacion de los
genotipos presentes en nuestro pais, permitira conocer la epidemiologia de las cepas

responsables de los casos de tuberculosis bovina reportados en el Uruguay.

Patogénesis y ciclo de vida del agente infeccioso

La bTB se caracteriza por el desarrollo lento y progresivo de granulomas o tubérculos en los
tejidos afectados, siendo las principales lesiones formadas en los ganglios linfaticos y pulmones.
El bacilo es transmitido por otro hospedero con la enfermedad en estado activo e infecta a su
hospedero mamifero en los tejidos mencionados [89]. La transmision se produce principalmente
por via aerogena, y la exposicion a aerosoles es considerada la ruta mas frecuente para la
infeccion [90]. Sin embargo, la infeccion por la ingesta de material contaminado también puede

ocurrir.

En algunas ocasiones la bacteria permanece en estado latente en el organismo hospedero sin
desencadenar la enfermedad. Los diferentes estadios de la infeccion son reflejo del balance entre

el bacilo y los mecanismos de defensa del hospedero [91].

Naturalmente, se conoce con mayor detalle el ciclo de vida y factores de virulencia del patogeno
humano, M. tuberculosis, pero la mayoria de los descubrimientos son directamente aplicables
también a M. bovis. El ciclo de vida de este bacilo se resume en la entrada al hospedero, obtencion
de un nicho para desarrollarse, multiplicacion y salida del hospedero (Figura 4). Este proceso lo

logra evadiendo, modulando y explotando el sistema inmune del hospedero [92].

Los macrofagos son la célula hospedera primaria para el crecimiento intracelular de M. bovis y la
mayoria de las micobacterias patogénicas; luego de la deposicion del bacilo en la superficie
respiratoria, se reclutan macréfagos que seran infectados y funcionaran como transporte de la
bacteria a tejidos mas profundos. Las especies del MTBC han desarrollado numerosos
mecanismos para evitar el ambiente hostil del macroéfago, tales como inhibir la fusion lisosoma-
fagosoma y escapar de ambientes acidos dentro del fagolisosoma [93]. Sucesivamente se
desarrolla el granuloma: un agregado de macroéfagos y otras células inmunitarias. En etapas
tempranas, el granuloma es en cierta forma responsable de expandir la infeccion permitiendo a
las bacterias diseminarse hacia nuevos macrofagos. La fagocitosis asegura la interaccion con
celulas del sistema inmune innato y adquirido del hospedero y, a medida que se desarrolla la
inmunidad adaptativa, el granuloma podra finalmente restringir el crecimiento bacteriano. Pero
en muchas circunstancias, los macrofagos que conforman este granuloma pueden comenzar un

proceso de necrosis, formando un nicleo necrético que volvera a permitir el crecimiento
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Figura 4- Ciclo de vida e infeccion de M. tuberculosis. Tomado de Cambier et al., 2014 [92].

bacteriano y luego su transmision a nuevos hosederos (Figura 4) [94].

A pesar de que la mayoria de los animales con infeccion latente no mueren de tuberculosis, el

mayor peligro reside en la reactivacion y subsecuente transmision por contacto cercano.

La bTB es mas frecuente en vacas lecheras que en ganado carnico debido a que las vacas
comparten tiempo en el tambo, asi como los mismos bebederos y en muchos casos se produce
hacinamiento. Por otro lado, y tienen mas tiempo de exposicion a la infeccion e incubacion de la
enfermedad dado a que alcanzan una mayor edad [95]. Sin embargo, los rodeos de produccion
carnica pueden verse afectados con alta morbilidad si entran animales infectados y comparten el
mismo bebedero. La principal via de ingreso de la enfermedad a un rebario es la introduccion de
bovinos enfermos o portadores de M. bovis. Hay un alto riesgo de nuevas infecciones cuando se
da un estrecho contacto entre los animales, principalmente en ganaderia intensiva [87]. En
general, cuanto mayor sea la poblacion del establecimiento, mayor es la probabilidad de
introduccion y persistencia del bacilo. En humanos, la infeccion de M. bovis puede ocurrir por via
aerdgena o alimentaria, ya sea por contacto cercano con ganado o humanos tuberculosos como

por el consumo de leche contaminada con el bacilo, respectivamente [89].
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Diagnostico

El diagnostico actual de bTB se basa en la deteccion directa del agente etiologico en el caso de
una infeccion activa y la deteccion indirecta por relevamiento de la respuesta inmune resultante
de la infeccion para infecciones latentes. Para la enfermedad activa, la deteccion directa se realiza
por cultivo bacteriologico, siendo el gold standard para la confirmacion de la infeccion en un
establecimiento. Cuando se presume infeccion latente, las micobacterias no son directamente
detectables y, por lo tanto, las pruebas diagnodsticas miden la presencia de una respuesta inmune
adaptativa contra las mismas. La dificultad de esta estrategia es que la deteccion de una respuesta
podria representar exposicion sin infeccion o infeccion previa. La prueba de tuberculina es hasta
el momento el principal método recomendado para el diagnostico de infeccion latente [96]. La
misma implica la inyeccion intradermal de un extracto purificado de proteinas de M. tuberculosis,
M. bovis y/o M. avium. Esto resulta en una respuesta de hipersensibilidad retardada que produce

un endurecimiento cutaneo en el lugar de inyeccion en las 48 a 72 horas siguientes.

En los reaccionantes positivos se debe realizar una prueba comparada utilizando dos in6culos: un
extracto proteico de M. bovis y otro de M. avium. La prueba se considera positiva a M. bovis si el
extracto de M. bovis produce un engrosamiento cutaneo mayor a la reaccion producida por el
extracto de M. avium. En este caso el bovino es sacrificado y todo el rebafio queda interdicto,

prohibiendo en el movimiento de ganado en todo el predio.

Estas pruebas tienen de un 10 a 25% de falsos negativos que pueden perpetuar la enfermedad en
el rebano, y de 1a 5% de falsos positivos [97], pudiéndose presentar errores en la interpretacion
por parte del operador, reacciones cruzadas con micobacterias ambientales y/o anergia por

infecciones recientes [87].
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PARTE 1

La primera parte de este trabajo estd destinada a la tipificaciéon y caracterizacion genoémica de
cepas uruguayas de M. bovis. Se realizé un anélisis de la estructura poblacional conformada por
23 cepas uruguayas de M. bovis y una posterior basqueda de aquellas caracteristicas genomicas
que explicaran la estructuracion observada. A partir de los resultados obtenidos, elaboramos un

trabajo que fue publicado en BMC Genomics.

HIPOTESIS

La caracterizacion de cepas de M. bovis responsables de los casos de tuberculosis bovina en
Uruguay y posterior secuenciacion permitira profundizar en el conocimiento del genoma de esta

especie.

OBJETIVOS GENERALES

Caracterizacion de cepas de M. bovis uruguayas y contextualizacion a nivel global para el estudio

de la estructura poblacional de este patogeno en Uruguay.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genotipado de cepas uruguayas de M. bovis mediante spoligotyping.

2. Evaluacion tanto de la variabilidad como de caracteristicas genomicas comunes entre las

cepas seleccionadas.

3. Reconstruccion filogenética de las cepas uruguayas seleccionadas a partir de sus variantes

genéticas e investigacion de su estructura poblacional.
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Abstract

Background: Bovine tuberculosis (bTB) poses serious risks to animal welfare and economy, as well as to public
health as a zoonosis. Its etiological agent, Mycobacterium bovis, belongs to the Mycobacterium tuberculosis complex
(MTBQ), a group of genetically monomorphic organisms featured by a remarkably high overall nucleotide identity
(99.9%). Indeed, this characteristic is of major concern for correct typing and determination of strain-specific traits
based on sequence diversity. Due to its historical economic dependence on cattle production, Uruguay is deeply
affected by the prevailing incidence of Mycobacterium bovis. With the world’s highest number of cattle per human,
and its intensive cattle production, Uruguay represents a particularly suited setting to evaluate genomic variability
among isolates, and the diversity traits associated to this pathogen.

Results: We compared 186 genomes from MTBC strains isolated worldwide, and found a highly structured population
in M. bovis. The analysis of 23 new M. bovis genomes, belonging to strains isolated in Uruguay evidenced three groups
present in the country. Despite presenting an expected highly conserved genomic structure and sequence, these
strains segregate into a clustered manner within the worldwide phylogeny. Analysis of the non-pe/ppe differential areas
against a reference genome defined four main sources of variability, namely: regions of difference (RD), variable genes,
duplications and novel genes. RDs and variant analysis segregated the strains into clusters that are concordant with
their spoligotype identities. Due to its high homoplasy rate, spoligotyping failed to reflect the true genomic diversity
among worldwide representative strains, however, it remains a good indicator for closely related populations.

Conclusions: This study introduces a comprehensive population structure analysis of worldwide M. bovis
isolates. The incorporation and analysis of 23 novel Uruguayan M. bovis genomes, sheds light onto the
genomic diversity of this pathogen, evidencing the existence of greater genetic variability among strains
than previously contemplated.
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Background

Bovine tuberculosis (bTB) is a chronic respiratory dis-
ease of livestock characterized by the development of
granulomas in affected tissues, caused by Mycobacterium
bovis. bTB has serious animal welfare and economic con-
sequences, affecting animal performance and the trade
value of sub-products [1]. Despite milk pasteurization and
cattle sanitary programs that initially succeeded to control
bTB in many developed countries, wildlife reservoirs con-
tribute to disease spillover back to domesticated animals,
hampering control efforts [1]. M. bovis is also a zoonotic
pathogen, being of major concern in the developing world,
where human populations are at greater risk for transmis-
sion due to close animal-human interactions, and high
HIV prevalence puts a greater number of immunocom-
promised individuals at risk [1, 2]. The absence of active
surveillance programs and limited epidemiological studies
in many countries have underestimated the local preva-
lence and its impact on humans locally, as well as world-
wide [1, 3].

M. bovis belongs to the Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC), a group of closely related species that
share 99.9% of their nucleotide sequences, and have
identical 16S rRNA genes [4, 5]. While originally consid-
ered to be a genetically monomorphic group, current
evidence points to the existence of considerable genomic
diversity among strains [6—8]. It has been shown that
the population structure of M. bovis is the result of a
series of clonal expansions where clones acquired high
frequencies within the population [9]. To date, four
clonal complexes of M. bovis have been defined based
on distinct spoligotype signatures and deletions; Euro-
pean 1, European 2, African 1, African 2. These distinct
spoligotypes derived from the ancestral BCG-like spoli-
gotype SB0120 [10-15]. Nonetheless, standardized epi-
demiological methods for strain typing within the
MTBC, such as spoligotyping, exhibits a high propensity
for homoplasy [16]. On the other hand, single nucleotide
polymorphisms (SNPs) are well distributed throughout
the genome in both intragenic and intergenic regions,
and have low reverse mutation rates and homoplasy in-
dexes [16]. Therefore, SNPs arise as a reliable and robust
tool for establishing phylogenetic relationships and for
population structure studies of the MTBC [17].

Uruguay has the world’s highest number of cattle per
capita (3.6), with over 12 million bovines. Although bTB
prevalence has been low for the past 50 years due to the
implementation of a national surveillance program [18],
several outbreaks were reported between 2011 and 2013.
Importantly, the country’s economy is largely dependent
on the cattle industry [19]. Costly control programs and
significant production decreases caused by M. bovis,
mainly affecting the dairy cattle industry, appreciably
threaten the country’s economy.
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In the present study, we set out to characterize the
genomic variability among M. bovis isolates present in
the country. We sequenced and analyzed the genomic
relationship of 23 M. bovis Uruguayan isolates, obtained
from representative dairy farms in Uruguay, to world-
wide strains selected to represent the highest clonal
complex diversity available. Subsequent comparative
genomics allowed us to explore their genomic variability
and to determine local diversity. To assess the relevance
of spoligotyping as a complimentary source of informa-
tion on the variability of strains, we analyzed the iso-
lates” spoligotype patterns in silico. We found that,
despite presenting the expected highly conserved gen-
omic structure, these strains displayed key variability
traits that contributed to the formation of a distinctly
structured population.

Results

Whole genome sequencing, assembly and genotyping of
23 Uruguayan strains

The calculated coverage, N50 and genome sizes for the
23 sequenced local strains range from 21X to 161X,
44,571 to 107,175 bp and 3.49 to 4.50 Mbp, respectively.
Detailed information on the sequencing statistics can be
found in the Additional File 1: Figure S1. Epidemio-
logical data for the selected Uruguayan strains of M.
bovis is shown in Additional file 2: Table S1. All 23
strains were found to have 1 rRNA operon. Strain
MDbURU-002 exhibits the highest number of predicted
CDS, which correlates to it having the largest genome
size among the strains. The total numbers of tRNA,
ranges from 50 to 58 genes. Strain-specific detailed in-
formation can be found in in Additional file 3: Figure
S2. In silico spoligotyping of the sequenced Uruguayan
strains showed five different patterns: SB0274 (35%),
SB0145 (30%), SB0130 (26%), SB0140 (4%), and SB1072
(4%).

Phylogenomics of M. bovis strains portray structured
populations

To comprehend the largest possible genetic diversity in
the analysis, we included genomes from isolates with
geographically distinct origins, representing three clonal
complexes. We uncovered that an average of ~58% of
genes are shared for any individual genome; 2370 genes
are shared between the Uruguayan strains sequenced
and 163 MTBC strains isolated worldwide (see Add-
itional File 4: Table S2 for details). The phylogenetic re-
lationships reconstructed by maximum likelihood based
on the core genome (i.e. the 2370 shared genes) show
three main clusters of M. bovis, each corresponding to
the clonal complexes European 1 (Eul), European 2 (Eu2)
and BCG-like (Fig. 1a). All the Uruguayan strains cluster
within the widely distributed and highly structured clonal
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isolates in Uruguay. While M. bovis was isolated from all but four of the departments of this country (data not shown), white areas specify those
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where the 23 sequenced strains where isolated from. The size of the circles is representative of the number of strains isolated from

complex Eul. Within Eul, the Uruguayan strains form
three divergent groups (URY1, URY2, and URY3). Fig. 1c
shows the geographical distribution of M. bovis groups
URY1, URY2 and URY3 within Uruguay. URY1 shows the
highest within group genetic distance (Fig. 1b), and is a
well-supported cluster (bootstrap >80). URY2 shows a low
within group genetic distance (Fig. 1b), and is clustered
with strains from Mexico and the USA. URY3 also shows
a low within group genetic distance (Fig. 1b), but groups
with the most diverse and widely distributed cluster which
includes strains from Argentina, Brazil, Canada, Mexico,
South Korea, UK and USA (Additional File 4: Table S2).
Using the core genome, we estimated m and OW for each
of the groups, which measure genetic diversity both for
synonymous and non-synonymous sites (Table 1). As ex-
pected, the overall variability is low. On average, URY3 is
the most variable group for synonymous sites, but vari-
ability estimates based on non-synonymous sites are simi-
lar for the three groups. Variant based phylogenetic tree
and Principal Component Analysis (PCA) cluster the Uru-
guayan strains according to their group identities (Fig. 2).
Interestingly, we found there is a correlation between vari-
ants and spoligotypes. However, this is only clearly evident
at the country scale, whereby MbURU-022 (SB0140)
shares more variants with the rest of URY3 than with
AF2122/97 (SB0140).

Variability throughout M. bovis genomes

We delved into the genomic differences among strains
which could further explain the observed population
structure among the Uruguayan strains. Figure 3 sum-
marizes the genomic variability of the sequenced strains
with respect to the reference genome of M. bovis [20].
Strains MbURU-012, 014 and 020 exhibit sizable areas
of missing information, which can be attributed to the
low sequencing depth of their genomes, resulting in
smaller genome sizes (3.48 to 4.09 Mbp). To prevent
skewing in the data analysis, we defined a minimum
genomic coverage of 30X from 100 bp paired end data,
for variant analysis, annotation, and other downstream
analyses. The scarcity of low identity regions among the

Table 1 The mean number of segregating sites and estimates
of synonymous and non-synonymous genetic diversity for each
group. SS: Segregating sites across the core genes. 1. The aver-
age pairwise differences per site. OW: Watterson’s estimator of
genetic diversity based on the number of segregating sites

Synonymous Non-Synonymous

SS m ew SS m ow
URY1 312 0.000006 0.00005 264 0.00004 0.00004
URY2 162 00000004  0.00002 139 000002  0.00001
URY3 523 0.00001 0.00005 370 0.00003 0.00004
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local strains is consistent with the proposed 99.9%
overall genetic identity among members of the MTBC
[20, 21]. Low identity regions identified mainly corres-
pond to genes coding for PE and PPE protein families
(blue and red arrowheads in Fig. 3, respectively). None-
theless, we identified novel areas exhibiting low identity,
or even missing, with respect to the reference genome.
First, we localized low identity regions, which harbored
25 genes (Additional File 5: Table S3). Among them we
found pksI2 and two glycosyltransferases (Mb1551 and
Mb1553c) with identity scores between 86% and 93% in
nine of the strains. Manual inspection of the alignment
shows that several unequivocal mapped reads support
these polymorphisms, evidencing that the observed di-
versity is real. On the contrary, identity scores found in
the glycosyltransferases are the result of gene duplica-
tions in these strains or the corresponding deletions in
the reference strain, such that the observed variability is
due to mismapping. (Additional File 6: Figs. S3A-S3B).
This is evidenced by the high read coverage of the glyco-
syltransferases, which reaches two to ten times the
genome-wide average in all strains except for MbURU-
001, 008 and 021.

Regions of difference (RDs) were identified by inspecting
the genome-wide coverage density. We found ten novel
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RDs are present in the Uruguayan strains when compared
against the reference (Table 2). To confirm the validity of
these results, we tested the four found to be specific to a
given spoligotype (bolded in Table 2). Two of these re-
gions were confirmed by PCR (RDbovl30a and
RDbov145b, Additional File 7: Figure S4A), and all of
them were manually curated by visual inspection of the
paired-end read alignments both against the reference
genome and against their respective assemblies (Add-
itional File 7: Figure S4B). All strains of spoligotypes
SB0130 and SB0145 lack RD3, previously reported as ab-
sent in other MTBC strains including M. bovis, BCG and
M. tuberculosis [22]. The remaining nine RDs have not
been described previously. Interestingly, many of these re-
gions of difference appear to be spoligotype-specific. For
instance, strains with spoligotype SB0130 lack a 994 bp re-
gion that comprises the gene Mb3923c. Likewise, strains
with spoligotype SB0145, share the loss of three different
regions, of 604, 546 and 1448 bp, which correspond to the
group of genes Mb0026-Mb0027, xylB and Mb0930-
MDb0931, respectively. Other lost regions code for PE and
PPE proteins, exhibiting also a spoligotype-specific pattern
of loss (Table 2).

Duplicated genes in the Uruguayan strains were identi-
fied by performing a coverage analysis. A total of 217

Table 2 Details of the regions of difference (RD) of lengths greater than 500 bp in the sequenced strains from Uruguay, as well as
deletions found in PE/PPE-coding genes. Each RD is defined by an ID, and all deletions show the number of ORFs that cover,
starting and ending coordinates, length, strains presenting these deletions and spoligotypes associated with them. Marked in bold

are the RDs with more robust association to a given spoligotype

D Genes covered Start End Length Strains (MbURU-) Spoligotypes
associated
Previously RD3 14, Mb 1598-Mb1611c 1,764,652 1,773,872 9221 001, 002, 003, 005, 007, 0010, 012, 014, 016  SBO145, SBO130
described
RDbov145a 2, Mb0026-Mb0027 29,475 30,078 604 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SBO145
RDbovl 31 5, Mb0677c-Mb0681c 756,105 757,654 1550 010 X
RDbov145b 1, serA2 824,054 824599 546 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SB0145
RDbov145¢c 2, Mb0930-Mb0931 1,009,480 1,010,927 1448 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SB0145
RDbovl 072 7, Mb1908-Mb1914c 2,116,213 2,122,816 6604 006 SB1072
RDbovl 32 1, rmIB2 3,832,661 3,833913 1253 007 X
RDbov133 2, bisC-Mb1478c 1,616,260 1619455 3196 012 X
RDbov134 1, Mb3756 4115825 4,116,744 920 012 X
RDbov130a 1, Mb3923c 4,310,701 4,311,694 994 002, 007, 010, 012,017, 018 SBO130
PE/PPE 1, PE_PGRS19 1,189,852 1,190,034 183 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SB0145
1, PE_PGRS20 1,192,321 1,192,742 422 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SBO145
1, PE_PGRS24 1,486,342 1,486,528 187 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SB0145
1, PPE30 2,033,505 2033624 120 002, 007,010,012,017,018 SBO130
1, PE_PGRS42d 2,762816 2,762980 165 004,008, 009, 011,013, 015, 021, 022, 023  SB0140, SB0274
1, PE_PGRS50b 3691479 3691697 219 004, 006, 008, 009, 011, 013, 015, 021, 022,  SB0140, SB0274, SB1072
023
1, PE_PGRS50b 3,694,231 3,694,311 81 006 SB1072
1, PE_PGRS51 3,733,072 3,733247 176 001, 003, 005, 014, 016, 019, 020 SB1045
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duplicated unique genes were identified in all strains
(Additional File 8: Table S4). Three of the strains show
no duplications (002, 006 and 021), and there are no du-
plicated genes specifically associated to a given spoligo-
type. Strain MbURU-018 accounts for 35% (144) of the
total set of duplicated genes. In fact, Gene Ontology
(GO) analysis of the duplicated genes revealed that only
three strains, MbURU-007, 009 and 018, exhibit signifi-
cant enrichment of duplicated genes. MbURU-007 dis-
plays enrichment in the Diterpenoid biosynthesis route.
On the other hand, the duplications found in MbURU-
009 and 018 enrich for immune system process, defense
responses to viruses and defense responses.

We also identified five putative novel genes in the local
strains that are not present in the reference genome.
One PE_PGRS and one uncharacterized protein are
strain specific, present only in MbURU-011 and 015, re-
spectively. The other correspond to novel genes found
in more than one strain; an ABC transporter that has
been very recently re-cataloged as present in the refer-
ence genome after re-sequencing and annotation of
AF2122/97 [23], a Ser/Thr protein kinase in 11 of our
strains, and a hypothetical protein in strains MbURU-
007 and 009 (Additional File 9: Table S5).

To further assess the variability of our strains, we eval-
uated the presence of polymorphisms. The Uruguayan
strains harbor 231 to 551 SNPs, and 18 to 55 insertions/
deletions (indels) with respect to the reference genome
AF2122/97. Comparative analyses revealed a total of
1366 non-repetitive variants, 499 unique variants and a
set of 43 variants common to the 20 strains. As the
phylogenetic tree shows in Fig. 2, isolates in group
URY3 show less variants than those in groups URY1 and
URY2, suggesting these are genetically more akin to the
reference strain. URY1, URY2 and URY3 show a set of
161, 296 and 47 unique variants, and 391, 529 and 182
common variants per group, respectively (Table 3).

To evaluate the potential existence of SNP clustering
in the genome, we calculated the SNP density through-
out the genomes in all the Uruguayan strains by estab-
lishing a sliding window of 5 kb. The resulting SNP
density graph shows a non-random SNP distribution
through the genome (binomial test, p < 0.001 after Bon-
ferroni correction) with 78 statistically significant re-
gions (Fig. 4, red peaks). Detailed information on these
regions (density > 0.006 SNP/kpb) can be found in Add-
itional File 10: Table S6. The genes with low identity
values mentioned before, pks12, Mb1551 and Mb1553c,
had the highest detected SNP density.

We then determined the variant frequency (SNP/kpb)
among genes in the 20 high coverage strains, taking into
consideration their identities as URY1, URY2 or URY3.
Figure 5 shows variants separated in three categories ac-
cording to their impact on genes (high, moderate and
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low, as described in [24]). We found 376, 569 and 95
unique genes with low, moderate and high impact vari-
ants, respectively. We noted a significant difference in
the incidence of variants depending on the group
observed.

In order to determine whether genes affected to the
same extent by SNPs are involved in common processes
we analyzed their GO enrichment for each category
(low, moderate and high). While genes with low impact
mutations are not enriched in any GO term, we ob-
served some interesting trends for genes moderately and
highly impacted.

Genes bearing high impact mutations are not enriched
in any particular biological process pathway. While some
of these genes are found to have few to no paralogs,
others perform functions that are interesting to note.
For instance, Mb0119, one of the only two annotated
sugar kinases in the reference genome of M. bovis, ex-
hibits frameshifts in 11 of the studied strains that belong
to spoligotypes SB0130 and SB0145. Heat shock protein
hsp also shows a frameshift in seven of the eight strains
of spoligotype SB0274, and the strain belonging to
SB0140. Both iniB and iniC, two of the three genes of
the iniBAC operon, bear frameshifts in strains. iniB ap-
pears mutated in strains belonging to spoligotypes

Table 3 Details of the variants found in each of the local strain,
separated by spoligotype identity

Group Spoligotype Strain Total Unique ~ Common  Unique
(MbURU-) per  per strain  per group  per
strain group
URY1 SBO130 002 539 8 391 161
007 456 6
010 518 16
017 563 50
018 511 17
URY2  SB0145 001 586 10 529 296
003 592 6
005 571 8
016 592 16
019 578 4
URY3  SB0274 004 387 9 182 47
008 316 3
009 415 14
01 396 11
013 249 8
015 333 10
021 361 5
023 329 9
SB1072 006 361 85
SBO140 022 347 25
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SB0274 and SB0130, while frameshifts in iniC are only
observed for strains of spoligotype SB1072. While we
found no frameshifts in the remaining member of the
iniBAC operon, iniA, interestingly, we also found one
missense and one synonymous variant for all SB0145
strains. sppA, a putative protease IV, possibly involved in
the digestion of signal peptides for the secretion of ma-
ture proteins across the membrane, was found to have
acquired a frameshift in strain 009. Synonymous variants
at this gene were also found in strains of the SB0145
and SB1072 spoligotypes. All truncated genes found are
shared within a spoligotype, or by population groups. Of
particular interest is plcD, the only phospholipase C
found in M. bovis, which was found to be truncated in
all strains belonging to spoligotype SB0274. The
complete list of truncated genes for these strains can be
found in Additional File 11: Table S7.

Genes with moderate impact mutations are enriched
in peptidoglycan-based cell wall biogenesis and carbohy-
drate metabolic processes. All studied strains contribute
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equally to the enrichment of these terms, whereby
strains from URY2 bear the highest number of genes as-
sociated to these terms (Additional File 12: Figure S5).

PE and PPE families of proteins represent a major
source of antigenic variability in MTBC members [25—
27], Notably, even though PE and PPE families are
known for their high variability among strains due to
their strong association to pathogenicity [28], their cod-
ing genes do not display a high frequency of variants
relative to the total set of affected genes. Of the 136
known PE/PPE genes, 58 were found to show at least
one variant with respect to the reference, and only 22
show a mutation rate higher than the mutation average
for all affected genes (9.43 variant/kbp).

Discussion

Assessing the existing diversity of M. bovis strains and
its correlation to pathogenicity and severity of disease is
of paramount importance to the economic growth and
public health in Uruguay, where cattle outnumber

p < 0.001 after Bonferroni correction)
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Fig. 4 Visualization of the density of variants in the entire length of the reference genome (AF2122/97). Inner rays represent the variant density of
every 5 kb region: a region that surpasses a density of 0.006 (innermost circle of the light red band) is significantly high density (binomial test,
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people by almost four to one, and the cattle industry is a
major contributor to the country’s GDP. In this study,
we report the genome structure of 23 novel Uruguayan
M. bovis isolates, and compare them to the reference
strains.

Currently, four main clonal complexes of M. bovis
have been described, European 1 (Eul) [13], European 2
(Eu2) [14], African 1 (Afl) [12], and African 2 (Af2)
[11]. The 23 Uruguayan strains sequenced here show
spoligotype patterns lacking spacer 11, concordant with
strains from Eul, which were originally identified
throughout Britain and Ireland as well as former British
colonies (South Africa, Australia, New Zealand, Canada
and the United States), and Latin America with the ex-
ception of Brazil [10]. This clonal complex is rare in
mainland Europe [13], a region dominated by Eu2 which
is also the most frequent in Brazil [14]. Afl and Af2
clonal complexes are restricted to countries from West-
Central and East Africa, respectively [10, 29].

Although all Uruguayan strains belong to Eul, we
identified three highly structured groups (URY1, URY2,
and URY3), showing high genetic diversity among them,
consistent with the genomic variability reported in this
work. The estimated diversity statistics (i.e. m and OW)
for synonymous sites revealed an excess of rare alleles
(6W > 1) in URY1 and URY2, but not in URY3, indicat-
ing a deviation from neutrality due to demographic pro-

cesses and/or population structure. For non-
synonymous sites, T and OW values are not significantly
different.

Eul likely reached its current global distribution with
the trade of modern British cattle breeds, perhaps within

the last 200 years [10]. The high genetic diversity found
among Uruguayan M. bovis can probably be attributed
to the extensive history of British cattle breeding in the
country, and the lack of clear geographic barriers separ-
ating Uruguay from Brazil.
These three highly structured groups were congruently
devised both by core genome and variant calling ana-
lyses. URY1 represents a genetically more heterogeneous
group than URY2 and URY3. At the same time, these
last two show closer genetic similarity between them.
When compared to the reference, groups URY1 and
URY2 present a higher number of variants than URY3,
and a differential pattern of variant incidence between
these two sets is evidenced. This clustering was also evi-
denced by the absence of region of difference RD3 in
URY1 and URY2, which contains ORFs from phiRvl
prophage, present in URY3. Strains from URY3 are more
closely related to the reference strain of M. bovis,
AF2122/97 (SB0140) [20], than to the remaining strains.
Spoligotype SB0140 is known to be a predecessor of spo-
ligotypes SB0274 and SB1072. This is in accordance with
our phylogeny of SNPs and indels, where the reference
shares more variants with strains from group URY3 than
with the other two. The complete set of distinctive poly-
morphisms for the three groups can be found in Add-
itional File 13: Table S8.

Our comparative analysis revealed a set of genomic
traits that begin to explain the observed strain clustering
and/or are informative as sources of variability previ-
ously unknown. PE and PPE families of proteins repre-
sent a major source of antigenic variability in MTBC
members [25-27], but a small amount of variable areas
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that do not belong to these families represent useful
sources of variability for the characterization of these
strains. Among these are RDs which cover up to seven
ORFs, most of which are annotated as conserved hypo-
thetical proteins. The fact that some RDs are found to
be absent in all strains of a given spoligotype leads us to
propose that spoligotypes, which focus on a very small
region of the genome of MTBC [30], can be comple-
mented by analyzing the absence of specific RDs to
localize lineages and sub lineages. While spoligotyping
by itself is ineffective for phylogenetic applications given
its high homoplasy rate [16], it is a good epidemiological
method when used along with other techniques such as
MIRU-VNTR [31]. The idea of complementing these
markers with large sequence polymorphisms adjusts it-
self harmoniously with the suggestion that particular
“signature” spoligotyping patterns can be indeed inform-
ative for population genetic analyses, where many strains
can be grouped using such “signature” patterns [16]. RD
typing has had a widespread use in resolving phylogen-
etic relationships, and it was later succeeded by SNP
typing. It has also been used as a companion approach
to SNP calling for predictive purposes, in search for the
development of new SNP-typing barcodes [32]. Identify-
ing genomic features like RDs that are specific to sub
lineages represents a useful source of information to de-
lineate the fine differences among strains of identical
spoligotype patterns, which our data suggests do not
share a common ancestor. This, taken together with our
results, supports that RDs are good markers for sub line-
ages and should therefore not be left aside. IDs shown in
bold in Table 2 indicate RDs suggested for use as
markers to characterize the spoligotypes found in our
samples: RD145a, RD145b and RD145¢ and RD130a.
SNPs are also a contributing factor to the variability of
some regions, including several of the low identity genes
found in these strains: the glycosyltransferases Mb1551
and Mb1553¢c, and pksl2, the longest gene in bTB and
tuberculosis genomes coding for a polyketide synthase
implicated in antigenic variation [33]. Of these three,
lower identities in the glycosyltransferases can be ex-
plained by their exceptionally high read coverage in all
but three of our strains. This hints at duplicated genes,
that the assembler collapsed, which were consequently
perceived as bearing low identity to the reference in
strains MbURU-002, 003, 007, 009, 011, 016, 022 and
023. A high degree of diversity was found among the
identified duplicated genes. Particularly, strains 009 and
018 have an exceptionally high number of duplications
relative to the other strains. Large numbers of duplicated
genes could be associated with a genomic adaptation to
a changing environment by means of a gene dosage ef-
fect. It has been proposed before that while gene dupli-
cation might not necessarily double gene dosage, due to
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potential negative feedback loops, it generally leads to its
increase [34—36]. Biological assays will be required to
determine whether a functional relationship exists be-
tween this genomic feature and the enriched biological
processes of defense response to virus and immune
system.

An average of 131 (36%) synonymous and 229 (64%)
non-synonymous SNPs were found among our strains.
The genomes present a high dN/dS ratio, which is con-
sistent with previous assertions of low levels of purifying
selection in MTBC members [37]. We found a bias in
moderate impact variants towards genes involved in cell
wall organization pathways, as it is the case for iniBAC
promoter genes, which are induced by inhibitors of cell
wall biosynthesis. At the same time, this enrichment is
not apparent when the strains are studied individually.
There seems to be a lack of a consensus strategy for cell
wall organization, which implies different means to the
same end. Heterogeneity of cell surfaces is an adaptive
trait among populations of pathogenic bacteria, which
allows different sub populations to thrive in a variety of
environments within the host. This would allow the or-
ganisms to adhere to a greater variety of surfaces, put-
ting cell wall component genes under diversifying
selection [38, 39]. On the other hand, high impact vari-
ants in our strains affected many genes with unique or
noteworthy functions, however, no bias in biological
pathways were identified. Further analysis of the func-
tional consequences of these mutations and examination
of these in larger sample numbers is required. The num-
ber of variants in PE and PPE genes drew a different pic-
ture for this family. Unexpectedly, most members of this
family do not present a higher frequency of variants than
the average. On one hand, many of these genes are
known to exhibit extensive genetic variation, with many
mechanisms having been reported that contribute to this
[28]. On the other hand, the main mechanism of vari-
ation within these families could be events of homolo-
gous recombination that result in deletions or
duplications of whole regions in the genes, instead of a
high frequency of variants. This is highly likely, given
that most members in these families contain domains
comprised of series of tandem repeats, making them
more prone to undergo recombination [40].

The analysis presented here sheds light onto M. bovis
genomic variability worldwide, as well as, the nature of
Uruguayan strains. Moreover, it supports the existence
of a larger pattern of genomic variability than that pro-
vided by a spoligotype classification. In small popula-
tions, spoligotypes are good indicators of the genomic
similarity among strains, as it is evidenced by the spoli-
gotype/SNP correlation observed in the Uruguayan
strains. However, for the purposes of comparison among
multiple populations, in a worldwide context, spoligotypes
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fall short. High homoplasy rates blur the initial correlation
between these two markers evidencing the clear need to
resort to additional typing means. RDs have shown to be
genomic markers with good resolution in defining sub-
lineages and we therefore proposed them as appropriate
markers. The incorporation of meta data will also be cru-
cial for a more thorough characterization of the Uru-
guayan population of M. bovis, allowing a definitive
association between all genomic traits described here and
their potential phenotypic effects.

Conclusions

We have sequenced and analyzed 23 genomes of M.
bovis in Uruguay. Comparative studies of these strains
showed that, while they all belong to the clonal complex
European 1, they exhibit a surprisingly structured phylo-
genetic tree, and a high level of genomic variability.
Localization of the genomic sources of variability for
Uruguayan strains was attained. We observed duplicated
genes with high diversity among strains, differential dis-
tribution of regions of difference, distinct SNP patterns
of incidence which specifically grouped with spoligotype
patterns, novel genes absent in the reference, and vari-
able genes. In future studies, it will be interesting to as-
sess the association of this high variability of such
genomic features with phenotypical traits in order to
gain insights into the functional consequences of this
diversification.

Methods

M. bovis Strains

All samples were granted by Direccién General de Servi-
cios Ganaderos (DGSG), obtained during routine sur-
veillance and eradication campaigns conducted in
slaughter plants.

Phylogenetic reconstruction of 186 MTBC strains

The 164 MTBC strains used to compare the M. bovis
strains from Uruguay were downloaded from public da-
tabases, assembled with SPAdes [41], and annotated with
Prokka [42]. The pan genome of all the 186 strains was
estimated with Roary (v3.6.8) [43]; core genes were de-
fined as those present in all 186 isolates with a 90% ID
cut-off. Recombination was inspected using fastGEAR
[44]. Finally, core genes aligned with Mafft [45] were
used to reconstruct the phylogenetic relationships by
maximum likelihood using RAXxML [46], with GTRCAT
model and autoMRE for bootstraping. For each Uru-
guayan group (i.e. URY1, URY2, URY3), two measures of
genetic diversity were estimated, the average pairwise
nucleotide diversity per site (i, [47]) and Watterson’s 0
(6W), which is based on the number of segregating sites
[48]. For both measurements, synonymous and non-
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synonymous diversity was calculated separately using the
R package PopGenome [49].

Strain selection, culture and DNA extraction

23 M. bovis strains were used for whole genome sequen-
cing, obtained from ten departments of Uruguay in the
years 1982, 1998, 2005, 2008, 2010, 2014 and 2015. Sam-
ples were decontaminated using the 5% oxalic acid de-
contamination method [50], using equal parts of both
decontaminant and sample for 15 min at 37 °C. Tissues
were homogenized (Stomacher 400) and later centri-
fuged at 2800 rpm for 30 min. The resulting sediments
were inoculated on Lowenstein-Jensen and Stonebrink
media, incubated at 37 °C and screened weekly for
macroscopic growth until eight weeks. Identification of
mycobacteria was based on observation of smears sub-
mitted to the Ziehl-Neelsen method, growth characteris-
tics such as time, temperature and colony morphology.
Suspected colonies were then evaluated with biochem-
ical tests [51]. Genomic DNA was purified from super-
natants of the strains diluted in TE (Tris-EDTA) and
warmed at 100 °C for 10 min. Experimental corrobor-
ation of the extracted DNA as belonging to Mycobacter-
ium tuberculosis complex (MTBC) was performed by
PCR of the ETR-D fragment as previously described
[52].

Whole genome sequencing and typification

Sequencing of the 23 strains was performed at the
Institut Pasteur de Montevideo on an Illumina MiSeq
platform from a paired-end library (2 x 75 cycles).
Briefly, Nextera XT (Illumina, USA) library prepar-
ation kit was used from 1 ng of total DNA according
to manufacturer instructions. Index primers were
added to each library to allow sequence multiplexing.
After 12 PCR cycles, the final library was purified
with AMPure XP (Benchman, USA) and quantified
with the Qubit dsDNA HS assay kit (Invitrogen,
USA). Quality and length of the librarywere assessed
with the Agilent high-sensitivity DNA kit (Agilent,
USA) using the 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA).
Quality assessment of the resulting reads was per-
formed using NGSQCToolkit (v2.3.3) [53]. Those
reads with overall quality score below 20 were filtered
out. From the remaining reads, we calculated the
resulting coverage of each genome. If the coverage
was lower than 30X, we rejected the whole sequen-
cing project. This value was chosen to ensure a good
quality of the variants called in downstream analysis.
Typification of all strains was performed in silico with
the tool SpolPred [54]. SpolPred predicts the spoligo-
type pattern of a strain based on the reads of a whole
genome sequencing project.
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Genome assembly

Velvet (v1.2.10) [55] was used to perform a de novo as-
sembly of the local strains. Multiple independent assem-
blies were performed for each strain, differing in the
chosen k-mer value, which ranged from 17 to 61. We
chose the best k-mer and respective assembly based on
the amount of resulting contigs, the N50 and the rela-
tion between the overall length of the assembly and the
sum of both the lengths of the contigs under and over
than 1000 bp. We expect a lower amount of contigs with
a high N50 and an overall assembly length close to the
known length of the reference strain AF2122/97. We
also performed two iterations of confirmatory assembly
using SPAdes (v3.6.1) [41], using the previous Velvet as-
sembly as known data and changing the set of trial k-
mers in each. All three resulting assemblies were inte-
grated with the software CISA (v1.3) [56].

Genome improvement

PAGIT toolkit [57] was used to further improve the
quality of the assembly by closing gaps on scaffolds, cor-
recting base errors and generate an annotation of CDS
based on the reference genome AF2122/97. The final as-
sembly was also automatically annotated with RAST ser-
ver [58] and Prokka [42]. tRNA and rRNA genes were
identified with ARAGORN [59] and barnap (v0.6),
respectively.

Genome alignment against the reference

Genome comparison of the Uruguayan strains relative to
the reference was done using BLAST Ring Image Gener-
ator (BRIG) software [60], which performed pairwise
alignments for the 23 genomes. Chosen identity values
to be displayed were 98% and 95% as upper and lower
identity threshold, respectively.

Mapping to the reference and coverage analyses
Paired-end reads were first aligned to the GRCh38
human genome assembly (GenBank accession
GCF_000001405.28) with BWA (v0.7.12-r1039) [61],
in order to filter out possible human sequenced reads
resulting from manipulation errors in the sequencing
stage. From the remaining reads, we then performed
a second mapping to the reference strain M. bovis
AF2122/97 (GenBank accession NC_002945), allowing
up to 3 mismatches in each seed of length 15 bp.
Samtools mpileup [62] was ran on the mapped reads to
get the coverage at each base. This was used to identify
RDs and duplicated genes. For the former we extracted
those regions with coverage 0 and a length higher than
500 bp. For the latter, we qualified as duplicated genes
those whose median coverage was higher than 2 in more
than 70% of the length of each gene.
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Validation of regions of difference

To verify the predicted RDs we used two strategies. Firstly,
by PCR. The PCR reactions targeted at a region inside
each RD consisted of Mango-Taq (Bioline, London, UK),
primers listed in Additional File 7: Figure S4A (Integrated
DNA Technologies), and the following cycling parameters:
4 min at 95 °C, 37 cycles at 94 °C for 30 s, at 55 °C for 20 s
and 72 °C for 30 s, with 4 min at 72 °C for the final exten-
sion. We analyzed the reaction results on a 1% agarose gel
and determined whether the primers amplified or not
(showing absence or presence of the RD, respectively), or
if the results were not conclusive (True, False and Incon-
clusive in Additional File 7: Figure S4A). Secondly, we fur-
ther investigated the regions by mapping and performing
manual inspection of the sequenced reads mapped to the
reference and the reads mapped to the assembled genome
though the Integrative Genomics Viewer (IGV, [63]). If the
RD was an artifact, the number of mapped reads would
slowly decrease before reaching zero. Furthermore, we an-
alyzed the insert sizes of those reads flanking the absent
regions, where we expected red-colored reads (with insert
sizes larger than expected) flanking the RDs in an align-
ment against the reference genome. Conversely, mapping
against the assembled genomes should not is not expected
to show blue-colored reads (insert sized smaller than ex-
pected). Finally, we assessed the support of reads in the
position where the deletion would occur.

Novel gene prediction

From the mapping to the reference performed with
BWA, we kept the unaligned reads of the 23 Uruguayan
strains and assembled each subset de novo with Velvet.
RAST was used to find ORFs from the resulting contigs
and annotate them. We filtered out those sequences that
were smaller than 225 nucleotides and performed a
blastp of all remaining sequences against each other to
find common novel genes between strains and against
the NCBI database to locate the highest identity matches
against them.

GO annotation

The Gene Ontology (GO) terms for any set of genes
were analyzed as follows. The orthologous genes for
each gene in M. tuberculosis H37Rv were obtained by re-
ciprocal blastp. Given the high identity between these
two members of MTBC, there was no need for obtaining
orthologous genes by alternative methods. For this set of
genes, we acquired the prioritized biological process GO
terms (p<0.05) and their fold enrichment from the
Gene Ontology project [64].

Variant calling and clustering
The reads and pairs that mapped to the reference were fil-
tered in with Samtools to later perform variant calling
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(v0.1.18) [62], not including the three low coverage strains
(< 30X). Samtools mpileup and VarScan (v2.3.7) [65] were
used for variant calling, filtering both indels and SNPs
with a minimum of 20 supporting reads at a position to
call variants (--min-reads2) and a minimum variant allele
frequency threshold of 0.2 (--min-var.-freq). In order to
cluster the local strains and visualize their relatedness we
performed a principal component analysis (PCA) from the
variants of the 23 Uruguayan strains using the package
adegenet [66]. A maximum likelihood phylogeny was esti-
mated from these variants using RAxML (v8.2.7) with
GTRGAMMA model and 100 bootstrapping iterations
[46], choosing M. caprae as outgroup (SRA Accession:
SRR1792164). From the SNPs identified, we also calcu-
lated the SNP density along the length of the reference
strain AF2122/97 using a sliding window of 5 kb (SNP ab-
solute frequency divided by the length of the window). To
visualize if there were heterogeneous SNP-dense regions
in the genome, we visualized these densities with Circos
(v0.69) [67]. We wused SnpSift (v4.2) [68], a vcf-
manipulation tool, to extract all the genes contained be-
tween the SNP-densest regions.

SNP annotation

SnpEff was used to annotate variants of the local strains
(v4.2, build 2015-12-05) [24], classifying them as syn-
onymous or non-synonymous and obtaining their respect-
ive impact according to their incidence in the resulting
gene (high, medium, low. See SnpEff documentation).
Based on this information, we also calculated the number
of variants each gene showed for each strains divided by
the gene length in kilobases as a relative measure of SNPs
(SNP/kb). Finally, we performed a GO search to obtain
the most affected terms.
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aligned to reference genome AF2122 /97 (exemplified by strains MbURU-002, MbURU-003 and
MbURU-010), showing a region containing glycosyltransferase-coding genes Mb1551 and
Mb1553c (wbbL2). Coverage is represented in the upper track of each strain as a gray bar chart,
and SNPs are showed as colored bars. The average coverage for these genes can reach up to 10
times the average genome coverage. Figure S3b. IGV visualization of reads from strain MbURU-
002 aligned to reference genome AF2122 /97, showing a region containing polyketide synthase
pks12 gene. The lower alignment represents only reads with mapping qualities higher than 0 and
show therefore no multimapping reads, while the upper alignment represents the original data
from MbURU-002. Coverage is represented in the upper track of each strain as a gray bar chart,
and SNPs are showed as colored bars. Note that there are very few called SNPs in this region and

some are still present once multimapping reads have been removed.

Additional file 7: Figure S4: Figure S4a. Validation of in silico RD typing with PCR on 21 of the

Uruguayan M. bovis strains. Figure S4b. Alignment of the sequenced reads of strain MbURU-003
against the assembled genome of the same strain. Selected pair of reads in red exemplify one of

the reads that flanks both sides of a region of difference (RDbov145a) that is absent in this strain.

Additional file 8: Table S4: List of the over represented genes found in the 23 Uruguayan M. bovis

strains.

Additional file 9: Table S5: Putative novel genes identified in the Uruguayan strains by assembly

of the unmapped reads.

Additional file 10: Table S6: Regions with high SNP density.
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Additional file 11: Table S7: List of truncated genes for the Uruguayan strains studied.

Additional file 12: Figure S5: Bar plots displaying the number of genes affected per strain that are

associated to the GO terms carbohydrate metabolic process and peptidoglycan-based cell wall

biogenesis.

Additional file 13: Table S8: Details on the distinctive characteristics defining each of the three
groups described in this study: URY1, URY2 and URY3.
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PARTE 2

La segunda parte del presente trabajo se centra en el analisis en profundidad de la estructura
poblacional de M. bovis y la busqueda de un conjunto minimo de polimorfismos suficientemente
informativos para reconstruir la diversidad observada. Se busca que este set de SNPs pueda ser
utilizado como marcador y referencia en el futuro frente a la aparicion de nuevas cepas de M.

bovis, permitiendo su rapida caracterizacion por SNP-typing.

HIPOTESIS

Existe un set minimo de SNPs suficientes para la distincion en sublinajes en M. bovis y la
caracterizacion de nuevas cepas, los cuales podran obtenerse a partir del analisis de los genomas

actualmente disponibles.

OBJETIVOS GENERALES

Obtencion de un conjunto minimo de SNPs que describan la diversidad mundial observada de M.

bovis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reconstruccion filogenética de las cepas mundiales disponibles de M. bovis a partir de

variantes genéticas e investigacion de su estructura poblacional.

2. Obtencion in silico de los patrones de spoligotipado y presencia o ausencia de regiones de

diferencia para todas las cepas analizadas.

4. Obtencion de los linajes y sublinajes principales en la estructura poblacional de M. bovis
resultante y validacion de estos agrupamientos con la informacion obtenida en el objetivo

anterior.

5. Filtrado de SNPs en base a un criterio de seleccion definido para obtener un set minimo
final que mantenga la informacion filogenética original y reconstruya la diversidad, linajes

y sublinajes obtenidos con el grupo de SNPs incial.

6. Analisis de un nuevo set de cepas control para predecir sus identidades a partir del

conjunto de SNPs elegido y constatar la robustez informativa del mismo.
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METODOLOGIA

Cepas de M. bovis
Se obtuvieron un total de 1316 cepas disponibles de M. bovis (tltimo acceso: 11 de Marzo del 2017)

en la base de datos SRA de NCBI [98] (Illumina MiSeq y HiSeq, promedio de largo de reads =
100bp). Ademas, se incorporaron las 23 cepas uruguayas utilizadas en la primera parte de este
trabajo. De esta manera, se conto inicialmente con un total de 1.339 cepas representativas de

distintos origenes geograficos, incluyendo la mayor diversidad genética disponible.

Filtrado de reads por calidad y alineamiento
Los reads pareados de estas cepas fueron procesados en base a sus calidades de secuenciacion

con la herramienta NGSQCToolkit (v2.3.3) [99], donde se recortaron las bases con baja calidad
(Phred quality scores) desde el extremo 3, hasta la aparicion de al menos una base con calidad
superior a 20 para reducir la incidencia de errores de secuenciacion. Luego de esto se filtraron
los pares de reads donde al menos uno de ellos presentara una calidad promedio menor a 20. En
base a experiencia previa, se definido una cobertura genomica [100] minima de 30X para evitar
sesgos frente a la falta de informacion. Se eliminaron aquellas cepas cuyos genomas presentaran
una cobertura inferior a este valor luego de recortar y filtrar sus reads (ver script). Como
resultado, se obtuvieron un total de 1.217 cepas de M. bovis de calidad y profundidad suficiente

para realizar los analisis propuestos.

Posteriormente, los reads fueron alineados mediante BWA (v0.7.12-r1039) [101] al genoma de

referencia humano (version GRCh38, nimero de acceso GCF_000001405.28), permitiendo hasta

3 mismatches, de modo de eliminar aquellos reads de origen humano que pudieran estar
contaminando las muestras. De los reads restantes, se realiz6 alineamiento contra la referencia
de M. bovis, AF2122 /97 (nimero de acceso NC__002945), permitiendo nuevamente hasta 3 errores
por secuencia de 15bp. Se filtraron los reads de acuerdo con sus propiedades de mapeo mediante

la herramienta samtools (v0.1.18) [102], manteniendo solo los pares de reads mapeados. El pipeline

de alineamiento y su filtrado se puede encontrar en este repositorio pablico.

SNP-calling y anotacion de variantes
A partir de los alineamientos se realizo la obtencion de variantes utilizando samtools mpileup y

VarScan (v2.3.7) [103]. Se consideraron como variantes reales a aquellas que presentaran mas de
20 reads de soporte y una frecuencia minima del 20% (ver script), resultando en un total de 20.097
SNPs para las 1217 cepas analizadas. Las variantes encontradas fueron luego anotadas

funcionalmente con el software SnpEff (v4.2) [104]. Este programa utiliza el genoma de referencia
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para la anotacion, e informa sobre el efecto que las variantes producen y el gen o genes que afecta,

por ejemplo (ver script).

Genotipado in silico

Todas las cepas fueron genotipificadas in silico para obtener una prediccion de los spoligotipos
utilizando el programa SpoTyping [105] a partir de sus reads. SpoTyping presenta una mayor
proporcion de predicciones acertadas y menor cantidad de cepas sin prediccion asignada que el

mas conocido SpolPred [106].

Dada la ausencia de programas para la obtencion de nuevas regiones de diferencia (no reportados
previamente), se desarrollo un conjunto de scripts para la obtencion de esta informacion. A partir
de los alineamientos se extrae la cobertura de reads posicion a posicion en cada cepa con
respecto a la referencia AF2122 /97, utilizando la opcidon genomecov de bedtools (ver script). Esta
informacion es luego utilizada como input para obtener todas las regiones del genoma de un largo
superior a x que tienen cobertura menor o igual a 1 (un read), siendo x un entero definido por el
usuario (por defecto = 75bp, ver parseRD.py). Una vez obtenidos estos gaps genémicos por cepa,
se integra la informacion de todos los individuos con el fin de obtener RDs comunes entre grupos

(ver script). Para esto se siguen los siguientes pasos:

1.- Para cada cepa, se unen aquellos gaps encontrados a una distancia menor a 100bp, que
corresponde al largo aproximado de un read para la mayoria de las cepas analizadas, de forma de

aumentar la sensibilidad.

2.- Se filtran los gaps por tamano, conservando como RD so6lo aquellos mayores a un largo definido

por usuario (por defecto = 1.000bp, en base a reportes previos de otros RDs).

3.- Se almacena el tamano, posicion de inicio, posicion de fin y cepa de todos los RD individuales
encontrados en las cepas analizadas y se ordena el set total de forma ascendente de acuerdo con

la posicién de inicio.

5.- Dado un RD x,, se define como solapante potencial S al conjunto de RDs individuales
posteriores a xo cuyas posiciones de inicio en el genoma son menores a la posicion de fin de x,

de la siguiente forma:
S ={x, x € C | Xinicio) < X0 (fin) },

siendo C el conjunto total de RDs identificados. Estos solapantes potenciales seran candidatos

para representar un tnico RD comun.

6.- Se define el tamano solapado dentro de un conjunto S. Para cada RD individual x perteneciente
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al conjunto S, si el tamanio de x es mayor al 95% del tamarnio solapado, se actualiza tanto el tamafo
delinicio como del fin solapados, manteniendo a x en el conjunto S. Si es menor al 95% del tamano

solapado, se elimina este x del conjunto S.

7.- Una vez recorrido un bloque entero de solapantes potenciales, se almacena la informacion

resultante del RD comun, asignando un ID Gnico al mismo (“RDinicio_fin").

8.- Para cada RD individual x, si este fue ingresado y posteriormente removido de un conjunto S,

se calcula un nuevo bloque a partir de este RD.
9.- Se repite el paso 5 para la totalidad de los RDs individuales restantes.

Los RDs obtenidos seran luego filtrados en base a su asociacion con linajes y sublinajes dentro de

la estructura poblacional observada de M. bovis.

Reconstruccion filogenética
Se reconstruy6 una filogenia a partir de las 20.097 variantes utilizando el programa basado en

maxima verosimilitud RAXML (v8.2.7) [107], con el modelo gamma de sustitucion (GTRGAMMA).
M. caprae fue elegido como grupo externo, al ser la especie mas cercana dentro del linaje de
MTBC (ntmero de acceso: SRR1792164). Se constatd el soporte de la filogenia resultante
efectuando 100 iteraciones de bootstrapping. La filogenia obtenida fue visualizada y anotada
utilizando el paquete ETE Toolkit 2 [108], integrandola con metadatos relativos a ubicacion
geografica, spoligotipos y RDs. Para esto se utilizé el script implementado por Wong et al. 2016
[109] con modificaciones para mejorar la visualizacion de los datos (colores de fondo, ocultar

ramas y ordenar ramas; ver plotTree.py).

Para discernir claramente las relaciones entre los clados de la filogenia global, se reconstruyo la
estructura basica de su topologia utilizando un representante por cada grupo de tercer nivel de
jerarquia sugerido por BAPS (ver abajo), eliminando las restantes hojas del arbol mediante la

funcion tree.prune([“ramal”, “...”, “ramaN"]) del paquete ETE Toolkit.

Identificacion de linajes y sublinajes

Se realiz6 un estudio de la estructura poblacional de M. bovis utilizando ademas una aproximacion
exenta del contexto filogenético descrito anteriormente. Para localizar los principales clusters
dentro de la estructura poblacional observada se utiliz6 una variante del analisis Bayesiano
implementado en el programa BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) [110]. Este
programa establece la mejor particion de un set dado de individuos en sub poblaciones bajo el

supuesto de admixia (donde pueden existir individuos con una composicion genética proveniente
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de mas de una de las poblaciones establecidas), y posteriormente asigna a estos individuos en los
grupos o poblaciones estimados, sin suponer poblaciones predefinidas. Si bien el MTBC es
altamente clonal, asumimos un modelo que supone admixia ya que existen reportes de
recombinacion dentro de este complejo [111-113]. La variante de BAPS utilizada, denominada
hierBAPS [114], realiza un agrupamiento jerarquico de las cepas de acuerdo a la similitud de sus
secuencias, donde un grupo estimado en cualquier nivel de la jerarquia sera a su vez reagrupado

en el proximo nivel.

En este analisis se utilizaron las variantes obtenidas para cada cepa con el fin de determinar los
linajes y sublinajes responsables de la estructura poblacional observada. El analisis de
clusterizacion jerarquico se realizé en 5 corridas independientes, eligiéndose un limite superior
de clusters que vario entre 5y 10 en las diferentes corridas, utilizando 3 niveles de jerarquia. Los
resultados obtenidos fueron comparados con la filogenia previamente estimada y con los datos
disponibles de RDs.

Se denominaron como sublinajes a los clusters de segundo nivel jerarquico, los cuales a su vez
pertenecen a linajes representados por los clusters de primer nivel jerarquico. Con el fin de
mantener una consistencia con la filogenia, se realizaron modificaciones menores en algunos de
los sublinajes obtenidos mediante BAPS, especificamente uniendo a aquellos localizados en zonas

con bajos valores de bootstrap dentro de la filogenia.

Paralelamente, la identificacion de los complejos clonales conocidos se realizoé en base a la
ausencia de los espaciadores caracteristicos antes mencionados dentro del patron de

spoligotipos (ver Estructura Poblacional de M. bovis).

Identificacion de SNPs especificos de (sub)linajes para genotipado
Se filtraron las variantes de todas las cepas en estudio, de forma de alcanzar un set final de SNPs

capaz de reconstruir la diversidad filogenética observada con el set total de SNPs. Ya que M. bovis
es un grupo altamente homogéneo, la cantidad de SNPs promedio por cepa con respecto a una
referencia no es tan numerosa como lo observado entre todo el MTBC [68]. Por ello, se determiné
que para la obtencion de SNPs especificos de sublinajes se requiere el cumplimiento de una de

las siguientes condiciones (ver filterSNPs.py):

1.- La variante debe estar presente exclusivamente en todos los individuos de un (sub)linaje, sin

presentarse en individuos que no pertenecen a este (SNPs exclusivos).

2.- La variante debe estar presente en todos los individuos de un (sub)linaje, y no debe

encontrarse en todos los individuos de otro (sub)linaje (SNPs distintivos).
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3.- La variante debe encontrarse en todos los individuos de 2 o 3 (sub)linajes completos.

Luego, se discriminan los tres conjuntos de SNPs en base al efecto de la variante, priorizando a
los SNPs sinoénimos. Se busco representar a cada sublinaje (total = 16) con al menos 2 SNPs cada
uno. Para esto se seleccionaron todas las variantes sindnimas exclusivas (condicion 1), que
aseguran la especificidad de los sublinajes. Luego, a los linajes sub representados se le asignaron
al azar variantes sindnimas caracteristicas (condicion 2) y, en el caso de seguir existiendo
sublinajes sin variantes representativas, a estos se le asignaron al azar variantes sinonimas de la
condicion 3. Como caso extremo, cuando un sublinaje no es capaz de ser diferenciado de otro por
falta de variantes especificas, recurrimos a seleccionar variantes con modificaciones no
sindnimas en el mismo orden de prioridad dentro de las condiciones estipuladas anteriormente
(esto se realizd solamente en dos clados). Se identifico un set minimo de 56 SNPs capaz de

genotipar cepas de M. bovis dentro de 5 linajes y 16 sublinajes.

Incorporacion de nuevas cepas control para prediccion de su linaje
Se incorporaron 21 cepas nuevas para predecir sus genotipos y testear la capacidad discriminante

del set de SNPs elegido (Anexo 1). Estas cepas fueron procesadas como se detalld anteriormente
(filtrado de reads, genotipado in silico y SNP-calling), y se realiz6 una reconstruccion filogenética
a partir del nuevo set de variantes totales (i.e. las X variantes descritas mas las Y obtenidas a partir

de las 21 cepas), utilizando las configuraciones mencionadas previamente.

Puesta a prueba de la robustez informativa del set minimo de SNPs
Se implemento el script BovisCode dedicado a la busqueda de aquellas variantes pertenecientes

al set minimo de SNPs obtenido en este trabajo. Este programa busca y compara la presencia y
ausencia de cada una de estas variantes, lo cual busca dar por resultado una identidad inequivoca
en linaje y sublinaje. Esto se aplicd para cada una de las 21 nuevas cepas. A partir de esta
informacion, los genotipos predichos fueron comparados con los genotipos identificados en base

al set completo de variantes.

Acceso publico de scripts implementados
Los pipelines y scripts desarrollados para este objetivo se encuentran disponibles en

https://github.com/emmaielle/thesis mbovis genomics-part2.
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RESULTADOS

Estructura poblacional de M. bovis

Se utilizaron datos de secuenciacion masiva de todas las cepas disponibles de M. bovis en bases
de datos internacionales (n = 1.217) para visualizar la diversidad existente entre estos ejemplares
e identificar la estructura poblacional y los linajes y sublinajes que la conforman. Las
caracteristicas detalladas de estas cepas, incluyendo sus spoligotipos in silico, se encuentran en

el Anexo 1.

Se identificaron un total de 20.097 variantes; de estas, 41.8% se encontraron en cepas unicas. Por
otro lado, el 88% del total pertenecen a regiones codificantes y de estos, el 57% ocasionan
cambios no-sinonimos (las proporciones de las variantes identificadas se ilustran en el Anexo 2).
El arbol filogenético resultante del alineamiento de estas variantes evidencié una estructura
global congruente con la clasificacion de complejos clonales definida hasta el momento [115]. Si
bien en este analisis no se vieron representados todos los complejos clonales, los complejos BCG-
like (n = 3; 0.24%), Eul (n = 1.090; 89.4%), Eu2 (n = 117; 9.3%) y Af2 (n = 2; 0.16%) se segregaron

claramente dentro del arbol final, observandose una mayoria de cepas pertenecientes a Eul.

La integracion de la topologia filogenética con la inferencia poblacional realizada por BAPS
permitio identificar 5 linajes que definen la diversidad existente y se dividen en 2 o 3 sublinajes
cada uno, alcanzando un total de 13. Cada genotipo se denominé utilizando una nomenclatura
descriptiva de linaje y sublinaje (por ejemplo, el linaje 3 presenta dos sublinajes: 3.1y 3.2, donde
los nimeros son asignados en forma ascendente en base a la historia evolutiva evidenciada

filogenéticamente) (Figura 1).

Los spoligotipos se mantuvieron coherentes con la informacion filogenética obtenida, con
excepciones especificas que incluyen los patrones SB0484, SB1757, SB1812, SB0292 y SB1040, los
cuales se observaron entre 2 y 5 cepas. Estos indicios de homoplasia compusieron
inesperadamente una proporcion minima dentro del muestreo total (aproximadamente 1%).
Estadisticas sobre la incidencia de spoligotipos se resumen en el Anexo 3. En estas se puede
observar la frecuencia de los spoligotipos, en particular SB0130, SB0673, SB0145 y SB0140 en su

conjunto componen mas de la mitad del muestreo total.

La incidencia de RDs permitio a su vez respaldar los genotipos observados, si bien muchos de los
clados no presentaron RDs caracteristicas. Utilizando el script desarrollado para la identificacion

de RDs detallado en Métodos, se encontraron 6 nuevas regiones principales. Estas RDs, y otras
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Figura 1.- Estructura poblacional de M. bovis en base a variantes genoémicas. (A)- Filogenia reconstruida a partir de
20.097 variantes entre los 1.217 aislados de M. bovis, utilizando a M. caprae como grupo externo. Se identifican en el
anillo externo los cinco linajes principales y en color de fondo los sublinajes que contiene cada uno. Los arcos negros
seflalan RDs especificas de (sub) linajes, junto con un porcentaje de especificidad del clado. (B)- Esqueleto de la
topologia encontrada en (A) para mostrar las relaciones entre los sublinajes. Cada hoja representa un clado diferente

identificado dentro de los sublinajes.

que no son determinantes de (sub)linajes, se detallan en el Anexo 4, donde a su vez se puede

observar la distribucion de todas los RDs identificadas en la filogenia mundial.

El linaje 1 (verde en Figura 1) representa el conjunto de cepas mas ancestral de M. bovis, contiene
representantes del complejo Af2, BCG-like y Eu2, y esta compuesto por 2 sublinajes y un subgrupo
de cepas sin suficiente diferenciacion como para formar un sublinaje propio. Este subgrupo
presenta la mayor variabilidad de cepas, con spoligotipos BCG-like, Af2 y Eu2, aunque en muy
baja representacion. Las dos cepas Af2 encontradas presentan la delecion RDAf2 caracteristica de
este complejo clonal (denominada en este trabajo RD681589) y ausencia de espaciadores 3 al 7. Se
observo también que estas dos cepas de origen asiatico comparten de forma exclusiva la ausencia
de un total de cuatro RDs. Un mayor nimero de cepas analizadas podria permitir la identificacion
de otro clado de BAPS que separara a estas cepas del subgrupo antes mencionado. La filogenia
observada muestra algunas incongruencias con la designacion de este linaje realizada por BAPS,

ya que algunos de sus representantes estan localizados como descendientes del linaje 5. La
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presencia de una delecion comtn a la mayor parte del linaje 1 sugiere que estos representantes,
constituidos por cuatro cepas, presentan variantes Unicas al linaje 5 que los situaron
incorrectamente en la topologia filogenética. El sublinaje 1.1, caracterizado por el spoligotipo
SB0121 y sus descendientes SB1308 y SB1345, pertenece al complejo Eu2. Un clado de este
sublinaje carece de la region RD1531687, de ~12.000 bp. El sublinaje 1.2 también corresponde a
Eu2, y se caracteriza por presentar los patrones SB0121y SB0265. Los sublinajes 1.1y 1.2 comparten
la ausencia de la region RD3890969 (~3.000 bp).

La delecion de la region RD3 (en este trabajo identificada como RD1766212) es una caracteristica
comun del linaje 3 y la mayoria de las cepas del linaje 2 (violeta y azul en Figura 1, respectivamente).
Esta region previamente descrita [116], contiene ORFs del fago phiRvl. Las cepas del linaje 2 que
no comparten un ancestro comun con el linaje 3 no contienen esta delecion. Por otro lado, RD3
también esta ausente en algunas cepas pertenecientes a otros grupos (algunas cepas de 1, 4.2, 4.3
y 5.2). La informacion filogenética aportada por esta RD ha sido cuestionada ya que esta region se
ha perdido multiples veces en la historia evolutiva de M. bovis [77], si bien se la observa claramente
representando a dos de los grandes linajes que encontramos en esta especie. El linaje 2 se
caracteriza por presentar spoligotipos derivados de SB0130 y se divide en tres sublinajes, sin
presentar deleciones especificas. Como descendiente del linaje 2, el linaje 3 abarca dos sublinajes
y dos deleciones mayores: RD2317445, incidiendo sobre dos clados de 3.1 (~1.200bp), y RD1009519,
y abarcando todo 3.2. Este altimo sublinaje se encontraba originalmente conformado por dos
grupos BAPS, pero fue integrado en uno solo debido a la baja congruencia filogenética evidenciada
por muy bajos valores de bootstrap (ver reconstruccion filogenética original en el Anexo 5). El

linaje 3 se caracteriza por presentar spoligotipos derivados del SB0145.

El linaje 4 se divide en tres grandes grupos (rojo en Figura 1), de los cuales 4.1 y 4.3 comparten la
delecion de RD3688270 (~1.000 pb). Este linaje se caracteriza por presentar patrones de
spoligotipo descendientes de SB0140. El sublinaje 4.1, externo al resto del linaje, esta representado
exclusivamente por el spoligotipo SB1499, mientras que 4.3 contiene cepas tipo SB0673, patron
primariamente estadounidense. El sublinaje 4.2 contiene una mayor variedad de spoligotipos y se

presenta como ancestral tanto del sublinaje anterior como de todo el linaje 5.

Finalmente, el grupo mas derivado es el linaje 5, el cual contiene los sublinajes 5.1 (al que pertenece
la referencia AF2122 /97) a 5.3. Es un linaje homogéneo y aparenta un origen mas reciente ya que
esta constituido casi exclusivamente por el patrén SB0140. Esto puede deberse a una falta de
muestreo dentro de este linaje, ya que esta constituido predominantemente por representantes

de Nueva Zelanda e Irlanda del Norte. No se encontraron deleciones particulares para este grupo.

42



Identificacion de un set minimo de SNPs para genotipado de M. bovis
Del total de 20.097 variantes identificadas se obtuvo un subconjunto de 294 SNPs exclusivos de

sublinajes y 675 SNPs distintivos de sublinajes. También se identificaron 488 SNPs que se
encuentran entre dos y tres sublinajes, para aumentar la resolucion del set minimo de SNPs final
en aquellos clados ambiguos. La cantidad de variantes entre las diferentes categorias funcionales
para cada uno de estos subgrupos se mantuvo proporcional (Anexo 2) y las variantes elegidas para
conformar el set minimo fueron seleccionadas al azar. Se priorizo la seleccion de variantes
sinénimas, aunque debido a la falta de variabilidad en el sublinaje 4.3 se debio6 incluir un SNP no
sinénimo en el mismo. Para la reconstruccion de la estructura poblacional observada y el
genotipado de cepas futuras, se identifico un set minimo de 56 SNPs, cuyas caracteristicas se
detallan en el Anexo 6. Como se observa en la Figura 2, una reconstruccion filogenética a partir

de este set de SNPs evidencio los mismos clados que aquellos identificados utilizando toda la




variabilidad observada a partir del set completo, pudiendo genotipar las cepas de M. bovis dentro
de los cinco linajes primarios, discriminando hasta el nivel de sublinaje. Todos los sublinajes

definidos previamente presentan una segregacion clara.

Prediccion de linajes en cepas control
Se introdujeron 21 cepas nuevas de M. bovis para corroborar la robustez del set de SNPs elegido

para el genotipado rapido de cepas. En la Figura 3 se observa la reconstruccion filogenética a
partir de las variantes del total de 1.238 cepas, indicando con negro a las nuevas incorporaciones.
La estructura poblacional de esta nueva filogenia permanecio fiel a los resultados anteriores, a
excepcion de tres cepas dentro del Linaje 4, que ocuparon una posicion mas derivada que el resto

de los sublinajes a los que pertenecen de acuerdo con el resultado de BAPS.

Figura 3.- Filogenia actualizada con la incorporacién de 21 nuevas cepas para la posterior prediccion de sus linajes
(en negro). Se encontraron trece cepas del Linaje 1, tres cepas del Linaje 2, cuatro del Linaje 3 y una del Linaje 4.



Los linajes y sublinajes de estas nuevas cepas, obtenidas en base a su ubicacion en la filogenia
completa, fueron contrastadas con la informacion obtenida por el set de SNPs minimo y
BovisBarcode. Ambos resultados se comparan en la Tabla 1, donde se puede observar un acierto
total de las predicciones a nivel de linaje. Para el sublinaje, se logré un 48% de aciertos exactos 'y

52% de aciertos parciales (donde el resultado abarca dos posibles sublinajes).

Variantes totales SNP barcode

Linaje | Sublinaje | Linaje | Sublinaje
SRR5485729 1 1.1 1 11
SRR1791776 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792163 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792173 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792188 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792205 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792207 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792249 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792251 1 1.3 1 1.3
SRR1792258 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792263 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792486 1 1.3 1 1.2,1.3
SRR1792495 1 1.3 1 1.3
SRR1791795 2 2.1 2 21
SRR1792077 2 2.1 2 21
SRR1792176 2 2.2 2 2.2
SRR1791828 3 3.2 3 3.2
SRR1792069 3 3.2 3 3.2
SRR1791940 3 3.2 3 3.2
SRR5817715 3 3.2 3 3.2
SRR1791771 4 4.3 4 42,43

Tabla 1.- Comparacion de la identidad de nuevas cepas (representadas por sus nimeros de acceso en el SRA),
obtenida a partir tanto de su ubicacién filogenética (columnas 2 y 3) como de la prediccion realizada con un set de
56 SNPs seleccionados (columnas 4 y 5).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La incidencia de M. bovis representa un riesgo tanto para el bienestar animal como para la salud
publica mundial. Sin embargo, hay escasa informacion relativa a los genotipos que presenta este
patogeno y a su estructura poblacional. Estudios previos han identificado cuatro complejos
clonales: de distribucion mundial (Eul) y de distribucion regional (Eu2, Afl y Af2), y un complejo
clonal ancestral (BCG-like) [82-85,115], pero no existen estudios sobre la estructura poblacional
interna de los mismos. Esto representa una limitante para la bisqueda de estrategias de

genotipado rapidas y accesibles.

En este trabajo se reporta la estructura poblacional de M. bovis a nivel mundial con un alcance no
descrito previamente. A partir de su variabilidad gendmica (SNPs y RDs) se establecieron
relaciones filogenéticas entre 1.217 cepas de M. bovis. Esto permitio la identificacion de 5 linajes
principales y 13 sublinajes. Los linajes obtenidos filogenéticamente son congruentes con los
obtenidos poblacionalmente hasta el nivel de sublinaje con escasas excepciones, e introducen

una clasificacion distinta de M. bovis.

Si bien las cepas utilizadas disponibles en la base datos NCBI son de origenes variados, se observa
claramente la existencia de un sesgo geografico inevitable asociado al proposito de los proyectos
de secuenciacion disponibles. Una gran proporcion de las cepas disponibles tienen origen
norteamericano (Estados Unidos 38% y Meéxico 17%), mientras que el resto de las cepas se
distribuyen mas homogéneamente entre los paises restantes. Aun asi, la inclusiéon de todos los
representantes de M. bovis disponibles al momento de este trabajo describe una estructura
poblacional que sera de utilidad para analisis posteriores ya que sugiere una contraparte

interesante a nivel gendmico y posiblemente fenotipico.

Los complejos clonales conocidos presentan una direccionalidad evolutiva que se origina desde
los complejos Af2 y BCG-like como grupo mas basal y proximo al grupo externo (M. caprae), el
cual diverge en los complejos Eu2 y Eul. Este tltimo complejo representa el grupo cosmopolita
de mayor diseminacion geografica. En el Anexo 3 se delinean estos complejos dentro de la
representacion filogenética. A su vez se identificaron un conjunto de cepas que no presentan las
caracteristicas esperadas dentro de los complejos clonales conocidos. Por un lado, algunas cepas
no pertenecen a ninguno de estos complejos, en base a las caracteristicas gendmicas que los
definen. Entre estas se encuentran cepas con el spoligotipo SB1069, las cuales pertenecen a un
subgrupo no identificado dentro del linaje 1 y presentan la ausencia de espaciadores 3 al 7
caracteristica de Af2, pero no presentan la delecion RDAf2. Esta observacion se ha reportado

recientemente, ponderando la existencia de otros complejos no descritos y promoviendo una
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revision de la clasificacion actual [117]. Frente a esta problematica, la diversidad presentada en
este trabajo es evidencia de la resolucion que se puede alcanzar en estudios poblacionales cuando

se utiliza toda la informacion genética disponible.

Por otro lado, reportamos el primer caso de dos ejemplares pertenecientes al complejo clonal Af2
con un origen distinto al comtnmente encontrado [118,119]. En este caso, las dos cepas (SRA
SRR1791710 y SRR1791712) son provenientes de China y fueron extraidas de un hospedero primate.
Resultaria interesante analizar con mayor detalle la historia geografica de estas cepas, ya que
presentan las sefnales que caracterizan a este complejo (RDAf2 y ausencia de espaciadores 3 a 7),
pero Af2 es reconocido por presentar una extension geografica reducida exclusivamente a Africa
del Este. Ademas, estas dos cepas presentan otras cuatro RDs caracteristicas que podriamos

corroborar como exclusivas del complejo clonal si tuviéramos un muestreo mayor.

Las RDs identificadas fueron ttiles para determinar el conjunto de linajes y sublinajes dentro de
la muestra analizada si bien existen algunos inconvenientes resultantes de la metodologia de
deteccion de RDs concebida en este trabajo. Un ejemplo es el de la region RD3688270, que esta
ausente en los sublinajes 4.1y 4.3; ya que 4.1 es ancestral al resto del linaje 4, la pérdida de un RD
se deberia evidenciar en todas las cepas derivadas. Esto no ocurre en 4.2, lo cual sugiere que esta
region tiene la tendencia a perderse de manera paralela en distintos grupos. Otras RDs con estas
caracteristicas se han observado en la muestra analizada, como lo es RD3. Los polimorfismos de
secuencia larga (LSP) en M. tuberculosis se clasifican en tres grupos de acuerdo con su capacidad
de originarse mas de una vez de forma independiente: El grupo A es el Gnico que se considera
como marcador filogenético preferible, ya que puede ser explicado por un evento Gnico en un
ancestro comun, mientras que los grupos B y C representan polimorfismos resultantes de
presiones selectivas y se han originado al menos en dos (B) o en innumerables (C) ocasiones.
Muchos LSP de los grupos B y C se encuentran flanqueados por elementos IS6110 o contienen
secuencias ricas en GC. La recombinacion originada por ambas caracteristicas genomicas podria
ser responsable de la recurrencia de los LSP. Ningin LSP perteneciente al grupo A, por el
contrario, presenta estas caracteristicas [120]. Se conoce que la informacion filogenética que
aporta RD3 es cuestionable por su incidencia en diferentes puntos de la historia evolutiva de M.
bovis [77]. Teniendo en cuenta esta clasificacion, y extendiendo su alcance a M. bovis, la region
RD3688270 arriba mencionada podria no ser adecuada para su uso en estudios filogenéticos y de
poblaciones, aunque es til como un sondeo preliminar de los grupos de cepas relacionados entre
si. Podria ser interesante analizar la composicion nucleotidica de todos los RD identificados para

confirmar su utilidad filogenética, en busca de secuencias ricas en GC y/o elementos 1S6110
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flanqueantes. Se esperaria que si una region pertenece al grupo A no presente ninguna de estas

caracteristicas [120].

Otro inconveniente que se origina de esta estrategia es la identificacion erronea de RDs, en donde
se predicen falsas regiones ausentes por distintas razones. Algunas de estas incluyen baja
cobertura de reads ya sea por baja cobertura gendomica como por errores de secuenciacion. Por
otro lado, el alto porcentaje de identidad utilizado como umbral para definir un RD tnico produce
regiones que van disminuyendo en tamano como resultado de la comparacion y solapamiento de
gaps. Esto resulta en regiones cuyo tamano y coordenadas no coinciden exactamente con lo que
se conoce experimentalmente. Este es el caso de RD3, el cudl se define en la literatura como una
region de aproximadamente 9.000 pb, mientras que el tamafno obtenido in silico con esta
estrategia es de 7.000 pb. A efectos filogenéticos, la diferencia observada no afecta el resultado,
ya que la prioridad en este caso es la de encontrar cepas que comparten la region. Sin embargo,
seria necesario corroborar experimentalmente las coordenadas de cada uno de los RDs
identificados y, a futuro, mejorar la sensibilidad del algoritmo. Cabe destacar que no existe
disponible hasta la fecha ningtin método de prediccion in silico de RDs de novo, y lo mas semejante
permite encontrar in silico regiones de diferencia previamente descritas a partir de datos

genomicos [121].

De la misma manera que en M. tuberculosis se obtuvieron 62 SNPs, se design6 un panel de 56
SNPs capaces de reproducir la filogenia de la especie. En comparacion, es una cantidad total
equivalente, pero esto no es indicador de una similitud en la diversidad de ambas especies. Al
contrario, M. tuberculosis presenta una mayor variabilidad y heterogeneidad genética, lo cual
facilita la obtencion de variantes con alto poder discriminativo entre linajes. M. bovis presenta
una historia evolutiva mas reciente y un menor niimero de variantes entre sus integrantes. Esto
reduce las posibilidades de identificar variantes utiles para la caracterizacion inequivoca de
(sub)linajes. Los 56 SNPs obtenidos para M. bovis logran en conjunto segregar las cepas dentro de
la clasificacion encontrada, pero es importante destacar que el estudio en M. tuberculosis localizo

exitosamente un panel de 62 SNPs de 413 alternativas.

Nuestro panel de M. bovis fue probado en un set de cepas control, las cuales fueron situadas
dentro de la estructura descrita con un nivel de acierto satisfactorio. Este set control, sin
embargo, es muy reducido y fue seleccionado en base a nuevos proyectos de secuenciacion que
disponibilizaron luego de la obtencion del set inicial. Por esta razon, si bien observamos que las
mismas pertenecen a diversos de los linajes descritos, debemos reconocer el sesgo existente

dentro de una muestra que debera ser expandida en el futuro.
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La designacion de un set minimo de SNPs pretende que pueda ser utilizado como referencia en
el futuro para su caracterizacion por SNP-typing. Las aplicaciones que surgen de esto son
numerosas, esperandose que su utilizacién permita conocer rapidamente las caracteristicas
epidemiologicas de un animal infectado y asi mantener bajo control su incidencia y diseminacion.
Esto sera asi una vez que se cuente con una asociacion fenotipica a los diferentes linajes y

sublinajes descritos.

En conclusion, exploramos la diversidad de M. bovis y su estructuracion poblacional,
contrastando esta informacion con el conocimiento disponible de complejos clonales descritos.
Si bien algunos complejos no tuvieron una representacion muestral grande, lo fue suficiente para
establecer una potencial historia evolutiva de los mismos. Se desarrollaron ademas dos
metodologias in silico de tipificado con alto potencial: una para la identificacion de regiones de
diferencia de novo y otra para la clasificacion de cepas basada en el set de SNPs descrito
anteriormente. Ambos algoritmos pueden ser optimizados, pero establecen una base inicial para

la tipificacion de cepas in silico de M. bovis.
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PERSPECTIVAS

Es de interés probar el set minimo de SNPs en un nimero mayor de cepas control para consolidar
la robustez filogenética que este set presenta. La incorporacion de metadatos dentro de la
estructuracion poblacional obtenida es altamente necesaria, por lo cual simplemente se podria
probar este set dentro de un conjunto de cepas con informacion fenotipica y epidemiologica

asociada.

Si bien los resultados obtenidos aqui representan un aporte novedoso a la clasificacion de M.
bovis, los datos de los que partimos deberian tener una distribucion de los diferentes complejos
clonales mas equitativa. Esto permitiria por un lado la obtencién de una mayor cantidad de SNPs
Unicos para los sub linajes que estaban menor caracterizados. Por otro lado, posibilitaria la
dilucidacion de posibles sub linajes no descritos aqui por falta de representantes que evidenciaran

la existencia de clados tnicos.

Finalmente, es necesario analizar las RDs identificadas en este trabajo para determinar si son
filogenéticamente informativas. Es decir, tanto sus regiones flanqueantes como su contenido en
GC en btisqueda de hotspots de recombinacion. Independientemente de si son informativas para
este analisis, también resultaria interesante confirmar experimentalmente sus coordenadas de
inicio y fin para aportar al conocimiento de las RDs. Esto va de la mano con la posibilidad de

modificar el algoritmo desarrollado para mejorar la prediccion de las mismas.
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ANEXO 1 - Caracteristicas de las cepas utilizadas

Strain (SRA
accession)

SRR1792164
SRR1791710
SRR1791712
SRR1791768
SRR1792161
SRR1792237
SRR1792472
SRR1792474
SRR1792479
SRR1792481
SRR1792482
SRR1792485
SRR1792488
SRR1792493
SRR1792498
SRR4117155
SRR4199188
SRR1791714
SRR1791722
SRR1791736
SRR1791793
SRR1791797
SRR1791802
SRR1791824
SRR1791830
SRR1791841
SRR1791858
SRR1791860
SRR1791867
SRR1791868
SRR1791869
SRR1791875
SRR1791876
SRR1791880
SRR1791891
SRR1791946
SRR1791950
SRR1791959
SRR1791969
SRR1792005
SRR1792027
SRR1792041
SRR1792108
SRR1792109
SRR1792110
SRR1792111

Country

China
China
China
Canada
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
France
France
UNKNOWN
Mexico
USA
USA
Mexico
Mexico
Mexico
USA
USA
UNKNOWN
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
Mexico
Mexico
USA
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
USA
USA
USA
USA

Spoligotype
SB1622
SB2467
SB2467
SB0265
SB1069
Not_found
SB0265
SB1069
SB1069
SB1069
Not_found
SB0120
SB1069
SB1069
SB0265
SB0120
SB0120
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB1308
SB0121
SB0121
SB0121
SB1345
SB1345
SB1345
SB1345
SB1345
SB1345
SB1345
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121

BAPS Clusters 3 levels, k=10

Continent
Asia

Asia

Asia

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
Europe
Europe
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

North America

Cluster3 10 1

Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4

60

Cluster3_10_2

Cluster2 14
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 16
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12

Cluster3_10_3 ﬁ;:age
Cluster3 40 XX
Cluster3 42 1.1
Cluster3 42 11
Cluster3 42 11
Cluster3 42 11
Cluster3 42 1.1
Cluster3 42 11
Cluster3 42 1.1
Cluster3 42 11
Cluster3 42 11
Cluster3 43 11
Cluster3 43 1.1
Cluster3 42 11
Cluster3 42 1.1
Cluster3 42 11
Cluster3 42 11
Cluster3 42 11
Cluster3 34 1.2
Cluster3 34 1.2
Cluster3 32 12
Cluster3 33 12
Cluster3 34 12
Cluster3 32 1.2
Cluster3 34 1.2
Cluster3 33 1.2
Cluster3 33 12
Cluster3 34 12
Cluster3 36 12
Cluster3 36 1.2
Cluster3 36 1.2
Cluster3 36 1.2
Cluster3 36 12
Cluster3 36 12
Cluster3 36 12
Cluster3 33 1.2
Cluster3 32 1.2
Cluster3 32 1.2
Cluster3 34 12
Cluster3 34 12
Cluster3 34 1.2
Cluster3 34 1.2
Cluster3 34 1.2
Cluster3 34 1.2
Cluster3 34 1.2
Cluster3 34 12
Cluster3 34 12

Obs.

Qutgroup



SRR1792118
SRR1792122
SRR1792147
SRR1792155
SRR1792171
SRR1792193
SRR1792203
SRR1792204
SRR1792245
SRR1792261
SRR1792409
SRR1792410
SRR1792445
SRR1792449
SRR1792477
SRR1792491
SRR1792492
SRR1792502
ERR1815540
ERR1815541
ERR1815542
ERR1815545
ERR1815546
ERR1815547
ERR1815549
SRR1791692
SRR1791708
SRR1791832
SRR1792002
SRR1792184
SRR1792189
SRR1792190
SRR1792200
SRR1792201
SRR1792206
SRR1792208
SRR1792209
SRR1792210
SRR1792212
SRR1792213
SRR1792214
SRR1792215
SRR1792216
SRR1792217
SRR1792218
SRR1792219
SRR1792220
SRR1792221
SRR1792222
SRR1792223
SRR1792224

Mexico
USA
USA
Mexico
Mexico
USA
USA
USA
Mexico
USA
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
USA
USA
UNKNOWN
USA

USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA

SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0121
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
Africa

Africa

Africa

Africa

Africa

Africa

Africa

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

North America

Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4

61

Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 12
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13

Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 32
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 32
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 32
Cluster3 33
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 34
Cluster3 35
Cluster3 35
Cluster3 35
Cluster3 35
Cluster3 35
Cluster3 35
Cluster3 35
Cluster3 37
Cluster3 39
Cluster3 38
Cluster3 39
Cluster3 37
Cluster3 38
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 38
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37

1.2
12
12
1.2
12
1.2
1.2
1.2
12
12
12
1.2
1.2
1.2
12
12
12
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
12
1.2
1.2
1.3
13
1.3
13
1.3
13
13
13
13
13
1.3
13
13
13
13
13
1.3
13
13
13
1.3
13
1.3
13
1.3
13



SRR1792225
SRR1792226
SRR1792227
SRR1792228
SRR1792229
SRR1792230
SRR1792232
SRR1792233
SRR1792234
SRR1792235
SRR1792236
SRR1792238
SRR1792239
SRR1792246
SRR1792264
SRR1792284
SRR1792285
SRR1792292
SRR1792293
SRR1792295
SRR1792444
SRR1792473
SRR1792475
SRR1792476
SRR1792478
SRR1792480
SRR1792484
SRR1792496
SRR1792499
SRR1792500
SRR1792505
SRR1173284

Tb103.mbURU-
010

Tb73.mbURU-002

Tbh87.mbURU-007

mbURU-
017.mbURU-017
mbURU-
018.mbURU-018

SRR1791770
SRR1791777
SRR1791784
SRR1792279
ERR1815544
ERR1815548
SRR5216691
SRR5216731
SRR5216754
SRR5216768
SRR5216781
SRR5216797
SRR5216814

USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
UNKNOWN
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA

Uganda
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Mexico

Mexico

USA

Mexico

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand

SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
Not_found
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
SB0265
Not_found

SB0130
SB0130
SB0130

SB0130

SB0130
SB0130
SB0943
SB1071
SB0267
SB0130
SB0267
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

North America

Africa

Latin America
Latin America
Latin America

Latin America

Latin America
North America
North America
North America
North America
Africa

Africa
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

Oceania

Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4
Cluster 4

Cluster 4

Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3

Cluster 3

Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13
Cluster2 13

Cluster2 15

Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11

Cluster2 11

Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11

Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 38
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 38
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 38
Cluster3 37
Cluster3 37
Cluster3 38
Cluster3 39
Cluster3 38
Cluster3 37

Cluster3 41

Cluster3 28
Cluster3 28
Cluster3 28

Cluster3 28

Cluster3 28
Cluster3 31
Cluster3 31
Cluster3 30
Cluster3 30
Cluster3 31
Cluster3 30
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29

1.3
13
13
13
13
1.3
13
1.3
13
13
13
13
13
1.3
13
13
13
13
13
1.3
13
13
13
1.3
13
1.3
13
13
13
13
1.3

Not shown
in trees



SRR5216883
SRR5216914
SRR5216929
SRR5216934
SRR5216936
SRR5216947
SRR5216949
SRR5216961
SRR5216967
SRR1791801
SRR1791816
SRR1791823
SRR1791878
SRR1791901
SRR1791926
SRR1792001
SRR1792042
SRR1792045
SRR1792046
SRR1792064
SRR1792065
SRR1792120
SRR1792162
SRR1792254
SRR1792259
SRR1792260
SRR1792268
SRR1792270
SRR1792273
SRR1792274
SRR1792275
SRR1792276
SRR1792278
SRR1792308
SRR1792310
SRR1792329
SRR1792330
SRR1792343
SRR1792346
SRR1792347
SRR1792363
SRR1792438
SRR1791871
SRR1791911
SRR1792175
SRR1792487
ERR1815539
ERR1815550
SRR5216690
SRR5216694
SRR5216696

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

USA

Mexico
Mexico

USA

USA

Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico

USA
UNKNOWN
USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

USA

USA

USA

New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand

SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB1031
SB2020
SB2020
Not_found
SB0327
SB0327
SB0327
SB0327
SB0327
SB0327
SB1216
SB0327
SB1216
SB0327
SB0327
SB2011
SB0327
SB2011
SB2011
SB2011
SB2011
SB2011
SB2011
SB2011
SB2011
SB1216
Not_found
SB0327
SB0327
SB0327
SB0327
SB0327
SB0327
SB0130
SB0130
SB1758
SB1758
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130

Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
Africa

Africa
Oceania
Oceania

Oceania

Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 11
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 10
Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster2 8

Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 29
Cluster3 27
Cluster3 27
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 26
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 26
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 25
Cluster3 27
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21

2.1
2.1
21
21
2.1
2.1
2.1
2.1
21
21
2.1
2.1
2.1
2.1
21
21
2.1
2.1
2.1
2.1
21
21
21
2.1
2.1
2.1
21
21
21
2.1
2.1
2.1
21
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2



SRR5216701
SRR5216710
SRR5216717
SRR5216726
SRR5216728
SRR5216729
SRR5216730
SRR5216734
SRR5216735
SRR5216737
SRR5216745
SRR5216746
SRR5216749
SRR5216753
SRR5216756
SRR5216757
SRR5216765
SRR5216766
SRR5216770
SRR5216775
SRR5216776
SRR5216777
SRR5216778
SRR5216780
SRR5216784
SRR5216785
SRR5216789
SRR5216792
SRR5216800
SRR5216803
SRR5216804
SRR5216806
SRR5216810
SRR5216812
SRR5216813
SRR5216815
SRR5216816
SRR5216819
SRR5216822
SRR5216823
SRR5216843
SRR5216856
SRR5216857
SRR5216858
SRR5216860
SRR5216866
SRR5216867
SRR5216868
SRR5216869
SRR5216870
SRR5216872

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand

SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB1446
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
Not_found
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130

Not_found

Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

Oceania

Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8

Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 21
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 22

2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2



SRR5216873
SRR5216874
SRR5216877
SRR5216879
SRR5216888
SRR5216895
SRR5216896
SRR5216897
SRR5216898
SRR5216900
SRR5216901
SRR5216902
SRR5216905
SRR5216907
SRR5216915
SRR5216917
SRR5216919
SRR5216920
SRR5216922
SRR5216924
SRR5216930
SRR5216931
SRR5216932
SRR5216935
SRR5216942
SRR5216945
SRR5216948
SRR5216951
SRR5216953
SRR5216955
SRR5216960
SRR5216963
SRR5216964
SRR5216968
SRR5216969
SRR5216972
SRR5216973
SRR5216974
SRR5216977
SRR5216984
SRR5216985
SRR5216695
SRR5216697
SRR5216703
SRR5216705
SRR5216708
SRR5216712
SRR5216714
SRR5216716
SRR5216722
SRR5216723

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand

SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
SB0130
Not_found
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504

Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

Oceania

Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 8
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9

Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 21
Cluster3 21
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 20
Cluster3 22
Cluster3 21
Cluster3 21
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 22
Cluster3 24
Cluster3 24
Cluster3 23
Cluster3 24
Cluster3 24
Cluster3 23
Cluster3 24
Cluster3 23
Cluster3 24
Cluster3 23

2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3



SRR5216725
SRR5216732
SRR5216733
SRR5216738
SRR5216739
SRR5216747
SRR5216750
SRR5216752
SRR5216755
SRR5216760
SRR5216761
SRR5216762
SRR5216767
SRR5216771
SRR5216782
SRR5216786
SRR5216790
SRR5216791
SRR5216801
SRR5216807
SRR5216808
SRR5216811
SRR5216817
SRR5216820
SRR5216824
SRR5216826
SRR5216827
SRR5216828
SRR5216831
SRR5216832
SRR5216833
SRR5216836
SRR5216837
SRR5216842
SRR5216844
SRR5216848
SRR5216849
SRR5216851
SRR5216852
SRR5216859
SRR5216862
SRR5216871
SRR5216875
SRR5216878
SRR5216885
SRR5216886
SRR5216890
SRR5216899
SRR5216904
SRR5216918
SRR5216921

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
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New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand

SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
Not_found
SB1504
SB1504
SB0130
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
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Not_found
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Oceania
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Oceania
Oceania
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Oceania
Oceania
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Oceania
Oceania
Oceania

Oceania
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Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster 3
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Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
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Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
Cluster2 9
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Cluster2 9

Cluster3 24
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SRR5216925
SRR5216927
SRR5216933
SRR5216938
SRR5216939
SRR5216944
SRR5216946
SRR5216950
SRR5216957
SRR5216962
SRR5216971
SRR1791697
SRR1791807
SRR1791923
SRR1791938
SRR1792034
SRR1792240
SRR1792298
SRR1792299
SRR1792300
SRR1792301
SRR1792302
SRR1792303
SRR1792304
SRR1792311
SRR1792312
SRR1792314
SRR1792315
SRR1792316
SRR1792317
SRR1792318
SRR1792320
SRR1792326
SRR1792327
SRR1792332
SRR1792337
SRR1792342
SRR1792443
6556.mbURU-001
Th74.mbURU-003

Th79.mbURU-005

mbURU-
016.mbURU-016
mbURU-
019.mbURU-019

SRR1791760
SRR1791780
SRR1791799
SRR1791800
SRR1791805
SRR1791954
SRR1792014

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
USA

Mexico
Mexico
Mexico

USA

USA

Mexico
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
UNKNOWN
USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Mexico

USA

Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico

USA

SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB1504
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
Not_found
SB0145
SB0145
SB0145
Not_found
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145

SB0145

SB0145
SB1040
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB1040
SB0145

Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
UNKNOWN
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
Latin America
Latin America

Latin America

Latin America

Latin America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America

North America

Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 3
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
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Cluster 2
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Cluster 2

Cluster 2
Cluster 2
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Cluster 2

67

Cluster2 9
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Cluster2 4
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Cluster2 4
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Cluster3 24
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Cluster3 23
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Cluster3 24
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Cluster3 17
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Cluster3 17
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Cluster3 11
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Cluster3 11
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SRR1792107
SRR1792146
SRR1792152
SRR1792159
SRR1792241
SRR1792282
SRR1792350
SRR1791705
SRR1791738
SRR1791817
SRR1791818
SRR1791874
SRR1792024
SRR1792054
SRR1792055
SRR1792185
SRR1792242
SRR1792257
SRR1792344
SRR1792351
SRR1792352
SRR1792355
SRR1792375
SRR1792377
SRR1792378
SRR1792385
SRR1792390
SRR1792397
SRR1792401
SRR1792411
SRR1792442
SRR1792459
SRR1792470
SRR1792494
SRR1792497
SRR3091233
SRR3091234
SRR3091235
SRR3091237
SRR3091238
SRR3091239
SRR3091250
SRR3091251
SRR3091254
SRR1791693
SRR1791694
SRR1791696
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North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
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North America
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Cluster3 13
Cluster3 13
Cluster3 12
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SRR1791718
SRR1791719
SRR1791730
SRR1791731
SRR1791751
SRR1791757
SRR1791759
SRR1791772
SRR1791775
SRR1791803
SRR1791810
SRR1791812
SRR1791819
SRR1791825
SRR1791839
SRR1791854
SRR1791857
SRR1791859
SRR1791863
SRR1791865
SRR1791873
SRR1791888
SRR1791894
SRR1791902
SRR1791925
SRR1791929
SRR1791930
SRR1791976
SRR1791986
SRR1792012
SRR1792018
SRR1792019
SRR1792021
SRR1792023
SRR1792028
SRR1792032
SRR1792037
SRR1792050
SRR1792053
SRR1792056
SRR1792057
SRR1792058
SRR1792063
SRR1792071
SRR1792089
SRR1792096
SRR1792098
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SRR1792117
SRR1792156
SRR1792160
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USA
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SRR1792186
SRR1792243
SRR1792252
SRR1792253
SRR1792255
SRR1792256
SRR1792262
SRR1792265
SRR1792266
SRR1792267
SRR1792271
SRR1792272
SRR1792286
SRR1792289
SRR1792290
SRR1792291
SRR1792294
SRR1792306
SRR1792323
SRR1792324
SRR1792325
SRR1792331
SRR1792335
SRR1792370
SRR1792373
SRR1792374
SRR1792376
SRR1792379
SRR1792380
SRR1792381
SRR1792382
SRR1792383
SRR1792386
SRR1792387
SRR1792393
SRR1792394
SRR1792395
SRR1792396
SRR1792398
SRR1792399
SRR1792400
SRR1792402
SRR1792403
SRR1792404
SRR1792405
SRR1792406
SRR1792407
SRR1792408
SRR1792412
SRR1792418
SRR1792419
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USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
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USA
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USA
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USA
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SRR1792420
SRR1792423
SRR1792424
SRR1792425
SRR1792426
SRR1792427
SRR1792428
SRR1792430
SRR1792431
SRR1792432
SRR1792433
SRR1792434
SRR1792436
SRR1792437
SRR1792439
SRR1792440
SRR1792441
SRR1792448
SRR1792451
SRR1792452
SRR1792453
SRR1792455
SRR1792456
SRR1792457
SRR1792458
SRR1792460
SRR1792461
SRR1792462
SRR1792463
SRR1792464
SRR1792465
SRR1792466
SRR1792467
SRR1792468
SRR1792469
SRR1792471
SRR1792483
SRR1792501
SRR1792503
SRR1792507
SRR1792508
SRR1792509
SRR1792510
SRR3091232
SRR3091236
SRR3091240
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3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2



SRR3091248
SRR3091249
SRR3091252
SRR3091253
SRR3091255
SRR1791700
SRR1791779
SRR1791834
SRR1791942
SRR1791963
SRR1791964
SRR1791965
SRR1791968
SRR1791971
SRR1791972
SRR1792356
SRR1792372
Tb75.mbURU-004
Tbh86.mbURU-006
Th89.mbURU-008

Th90.mbURU-009

mbURU-
011.mbURU-011
mbURU-
013.mbURU-013
mbURU-
015.mbURU-015
mbURU-
021.mbURU-021
mbURU-
022.mbURU-022
mbURU-
023.mbURU-023

SRR1791707
SRR1791752
SRR1791762
SRR1791763
SRR1791764
SRR1791765
SRR1791766
SRR1791773
SRR1791785
SRR1791788
SRR1791809
SRR1791820
SRR1791821
SRR1791822
SRR1791826
SRR1791829
SRR1791847
SRR1791861
SRR1791864
SRR1791872
SRR1791881
SRR1791884

USA

USA

USA

USA

USA
Mexico
UNKNOWN
Mexico
Mexico
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
USA
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
USA
UNKNOWN

SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB0145
SB1499
Not_found
SB1499
SB1499
SB1499
SB1499
SB1499
SB1499
SB1499
SB1499
Not_found
Not_found
SB0274
SB1072
SB0274
SB0274

SB0274
SB0274
SB0274
SB0274
SB0140

SB0274

SB0140
Not_found
SB0140
Not_found
SB0140
SB1757
SB0307
SB0140
SB0140
SB1033
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0971
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0971

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
North America
North America
Latin America
Latin America
Latin America

Latin America

Latin America

Latin America

Latin America

Latin America

Latin America

Latin America

North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America

UNKNOWN

Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 2
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1

Cluster 1

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster2 6
Cluster2 6
Cluster2 6
Cluster2 6
Cluster2 6
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 3
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2

Cluster2 2

Cluster2 2

Cluster2 2

Cluster2 2

Cluster2 2

Cluster2 2

Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2

Cluster3 15
Cluster3 15
Cluster3 15
Cluster3 15
Cluster3 15
Cluster3 6
Cluster3 8
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 6
Cluster3 7
Cluster3 7
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4

Cluster3 4

Cluster3 4

Cluster3 4

Cluster3 4

Cluster3 4

Cluster3 4

Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 3

3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.1
4.2
4.2
4.2
4.2

4.2

4.2

4.2

4.2

4.2

4.2

4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2



SRR1791885
SRR1791907
SRR1791927
SRR1791928
SRR1791933
SRR1791941
SRR1791945
SRR1791947
SRR1791949
SRR1791951
SRR1791952
SRR1791956
SRR1791958
SRR1791967
SRR1791975
SRR1791977
SRR1791978
SRR1791979
SRR1791980
SRR1791981
SRR1791982
SRR1791983
SRR1791984
SRR1791994
SRR1791995
SRR1791996
SRR1791997
SRR1791998
SRR1792006
SRR1792007
SRR1792009
SRR1792010
SRR1792017
SRR1792020
SRR1792036
SRR1792038
SRR1792043
SRR1792044
SRR1792048
SRR1792049
SRR1792051
SRR1792060
SRR1792061
SRR1792062
SRR1792066
SRR1792067
SRR1792070
SRR1792072
SRR1792076
SRR1792090
SRR1792094

USA
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
UNKNOWN
Mexico
USA
USA
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
USA
Mexico
Mexico
UNKNOWN
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
Mexico
USA
USA
USA
USA
UNKNOWN
Mexico
Mexico
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
Mexico
USA
USA
Mexico
USA
USA
USA

SB0140
SB1751
SB0971
SB1502
SB2014
SB0971
Not_found
SB0271
SB0971
SB0140
SB0971
SB0971
SB0140
SB0271
SB0140
SB0140
SB0140
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0140
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB1757
SB0140
SB0971
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0140
SB0140
SB0271
SB0271
SB0140
SB0271
SB0271
SB0140
SB0271
SB0271
SB0271

North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

UNKNOWN

North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

North America

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2

Cluster3 4
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5

4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2



SRR1792095
SRR1792097
SRR1792100
SRR1792102
SRR1792103
SRR1792104
SRR1792105
SRR1792114
SRR1792115
SRR1792116
SRR1792119
SRR1792121
SRR1792123
SRR1792124
SRR1792125
SRR1792126
SRR1792127
SRR1792129
SRR1792130
SRR1792131
SRR1792133
SRR1792134
SRR1792135
SRR1792136
SRR1792137
SRR1792138
SRR1792139
SRR1792142
SRR1792143
SRR1792144
SRR1792145
SRR1792149
SRR1792153
SRR1792154
SRR1792166
SRR1792167
SRR1792168
SRR1792172
SRR1792177
SRR1792178
SRR1792179
SRR1792180
SRR1792181
SRR1792182
SRR1792183
SRR1792191
SRR1792192
SRR1792194
SRR1792195
SRR1792196
SRR1792198

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
USA

USA

USA

USA

USA
UNKNOWN
UNKNOWN
USA

USA

USA
Mexico
USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0971
SB0971
SB0271
SB0271
SB0271
SB1348
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

North America

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2

Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3

4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2



SRR1792199
SRR1792231
SRR1792244
SRR1792269
SRR1792277
SRR1792280
SRR1792281
SRR1792283
SRR1792305
SRR1792307
SRR1792328
SRR1792334
SRR1792338
SRR1792339
SRR1792340
SRR1792341
SRR1792358
SRR1792429
SRR1792435
SRR1792447
SRR5216711
SRR5216719
SRR5216758
SRR5216809
SRR5216841
SRR5216850
SRR5216855
SRR5216910
SRR5216937
SRR5216954
SRR5216958
SRR5216978
SRR5216979
SRR1791695
SRR1791701
SRR1791702
SRR1791703
SRR1791704
SRR1791706
SRR1791709
SRR1791713
SRR1791717
SRR1791720
SRR1791724
SRR1791725
SRR1791726
SRR1791729
SRR1791732
SRR1791734
SRR1791735
SRR1791741

USA

USA

USA
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
Mexico

USA

USA

Mexico
Mexico

USA

USA

USA

USA

USA

Mexico

USA
UNKNOWN
Mexico
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
USA
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico
Mexico

USA

Mexico

UNKNOWN

SB0271
SB0271
SB0271
SB2014
SB0971
SB0140
SB0140
SB0971
SB0971
SB0971
SB0971
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0271
SB0140
SB0271
SB0140
Not_found
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0484
SB0140
SB0980
SB0140
SB0980
SB0140
SB0140
SB0140
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
SB0673
SB0673

North America
North America
North America
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
UNKNOWN
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America

UNKNOWN

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 2
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1

Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 3
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 5
Cluster3 4
Cluster3 3
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 4
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2

4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2
4.2

4.3
4.3

4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3



SRR1791742
SRR1791743
SRR1791744
SRR1791748
SRR1791749
SRR1791750
SRR1791754
SRR1791755
SRR1791758
SRR1791761
SRR1791767
SRR1791769
SRR1791774
SRR1791778
SRR1791781
SRR1791782
SRR1791783
SRR1791786
SRR1791787
SRR1791789
SRR1791790
SRR1791791
SRR1791794
SRR1791796
SRR1791798
SRR1791806
SRR1791808
SRR1791811
SRR1791813
SRR1791815
SRR1791827
SRR1791831
SRR1791835
SRR1791836
SRR1791837
SRR1791838
SRR1791840
SRR1791842
SRR1791843
SRR1791846
SRR1791848
SRR1791849
SRR1791850
SRR1791851
SRR1791852
SRR1791853
SRR1791855
SRR1791856
SRR1791877
SRR1791879
SRR1791886

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
USA
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
USA
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico
Mexico
USA
Mexico
Mexico
Mexico
USA
Mexico
USA
UNKNOWN
UNKNOWN
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
USA

USA
UNKNOWN
Mexico
Mexico
UNKNOWN
USA
Mexico
Mexico
UNKNOWN
Mexico
UNKNOWN
USA
Mexico
Mexico

Mexico

SB1750
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
SB0673
SB0673
SB0986
SB0673
SB1812
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
Not_found
Not_found
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
Not_found
Not_found
SB0673
Not_found
SB0673
SB0673
SB1812
SB1750
SB0673
SB0673
SB0484
SB0673

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
UNKNOWN

North America
North America
North America

North America

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1

Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2

4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
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SRR1791887
SRR1791890
SRR1791892
SRR1791893
SRR1791895
SRR1791896
SRR1791897
SRR1791898
SRR1791900
SRR1791903
SRR1791904
SRR1791905
SRR1791906
SRR1791914
SRR1791915
SRR1791916
SRR1791917
SRR1791919
SRR1791920
SRR1791922
SRR1791924
SRR1791934
SRR1791936
SRR1791943
SRR1791944
SRR1791948
SRR1791953
SRR1791961
SRR1791962
SRR1791966
SRR1791973
SRR1791989
SRR1791990
SRR1791991
SRR1791992
SRR1791993
SRR1792013
SRR1792016
SRR1792026
SRR1792029
SRR1792030
SRR1792031
SRR1792033
SRR1792035
SRR1792039
SRR1792040
SRR1792059
SRR1792074
SRR1792075
SRR1792079
SRR1792080
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Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
USA
USA
USA
Mexico
Mexico
Mexico
USA
USA
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Mexico
USA
UNKNOWN
Mexico
USA
UNKNOWN
Mexico
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Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
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Mexico
Mexico
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USA
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SB0673
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SB1750
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North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN

North America
North America
UNKNOWN

North America
UNKNOWN

North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America

North America

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster 1
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Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
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Cluster 1
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Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
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Cluster3 2
Cluster3 2
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Cluster3 1
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Cluster3 2
Cluster3 1
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Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
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Cluster3 2
Cluster3 2
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Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
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Cluster3 2
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SRR1792081
SRR1792082
SRR1792083
SRR1792084
SRR1792085
SRR1792086
SRR1792087
SRR1792088
SRR1792091
SRR1792092
SRR1792093
SRR1792099
SRR1792106
SRR1792113
SRR1792148
SRR1792150
SRR1792151
SRR1792158
SRR1792169
SRR1792170
SRR1792174
SRR1792202
SRR1792248
SRR1792250
SRR1792287
SRR1792288
SRR1792296
SRR1792309
SRR1792313
SRR1792319
SRR1792321
SRR1792322
SRR1792333
SRR1792336
SRR1792345
SRR1792348
SRR1792349
SRR1792353
SRR1792354
SRR1792357
SRR1792359
SRR1792360
SRR1792361
SRR1792362
SRR1792364
SRR1792365
SRR1792366
SRR1792367
SRR1792368
SRR1792369
SRR1792371
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USA

USA

USA

USA

USA

USA
Mexico
USA

USA

USA
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USA
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UNKNOWN
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Mexico
Mexico
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UNKNOWN
UNKNOWN
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Mexico
Mexico
USA

USA
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Mexico
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Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
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Mexico
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SB0673
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North America
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North America
North America
North America
North America
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North America
North America
North America
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North America
North America
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North America
North America
North America
North America
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North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
North America
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North America
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Cluster 1
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Cluster3 2
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SRR1792384
SRR1792413
SRR1792414
SRR1792415
SRR1792416
SRR1792417
SRR1792421
SRR1792422
SRR1792446
SRR1792450
SRR1792489
SRR1792504

SRR1792506

AF2122/97 (no
SRA)

ERR841874

SRR1657068
SRR1791737
SRR1791740
SRR1791883
SRR1791970
SRR1792078
SRR1792247
ERR1815543
SRR5216698
SRR5216706
SRR5216709
SRR5216724
SRR5216727
SRR5216741
SRR5216759
SRR5216763
SRR5216774
SRR5216779
SRR5216799
SRR5216835
SRR5216854
SRR5216884
SRR5216891
SRR5216893
SRR5216906
SRR5216928
SRR5216970
SRR5216692
SRR5216693
SRR5216699
SRR5216700
SRR5216702
SRR5216704
SRR5216707
SRR5216713

Mexico

USA

USA

USA

USA

USA
UNKNOWN
Mexico

USA

USA

USA

USA

USA

United Kingdom
Northern_Ireland
Panama
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
UNKNOWN
USA

South Africa
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand

SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
Not_found
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673
SB0673

SB0140

SB0140
SB1041
SB0140
Not_found
SB0140
SB0140
SB0140
Not_found
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
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SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140

North America
North America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
North America
North America
North America
North America
North America
Europe
Europe

Latin America
North America
North America
North America
North America
UNKNOWN
North America
Africa
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

Oceania

Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1
Cluster 1

Cluster 5

Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
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Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
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Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
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Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1
Cluster2 1

Cluster2 17

Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 17
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18

Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 2
Cluster3 1
Cluster3 1
Cluster3 1

Cluster3 44

Cluster3 44
Cluster3 45
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 44
Cluster3 47
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46

4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
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5.1
5.1
51
51
5.1
&l
5.1
5.1
51
51
5.1
&l
5.1
5.1
51
51
5.1
&
5.1
5.1
5.1
51
5.1
&
5.1
5.1
51
51
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
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Reference
strain



SRR5216715
SRR5216718
SRR5216720
SRR5216721
SRR5216736
SRR5216740
SRR5216742
SRR5216743
SRR5216744
SRR5216748
SRR5216751
SRR5216764
SRR5216769
SRR5216772
SRR5216773
SRR5216783
SRR5216787
SRR5216788
SRR5216793
SRR5216794
SRR5216795
SRR5216796
SRR5216798
SRR5216802
SRR5216805
SRR5216818
SRR5216821
SRR5216825
SRR5216829
SRR5216830
SRR5216834
SRR5216838
SRR5216839
SRR5216840
SRR5216845
SRR5216846
SRR5216847
SRR5216853
SRR5216861
SRR5216863
SRR5216864
SRR5216865
SRR5216876
SRR5216880
SRR5216881
SRR5216882
SRR5216887
SRR5216889
SRR5216892
SRR5216894
SRR5216903

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
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New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand

New_Zealand
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SB0140
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SB0140
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SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
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SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
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SB0140
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SB0140
SB0140
SB0273
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
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SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140
SB0140

Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
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Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
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Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania
Oceania

Oceania

Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
Cluster 5
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Cluster 5
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Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
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Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
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Cluster2 18
Cluster2 18
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Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18
Cluster2 18

Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
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Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
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Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
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Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46
Cluster3 46

5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
5.2
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5.2
5.2
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5.2
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SRR5216908
SRR5216909
SRR5216911
SRR5216912
SRR5216913
SRR5216916
SRR5216923
SRR5216926
SRR5216940
SRR5216941
SRR5216943
SRR5216952
SRR5216956
SRR5216959
SRR5216965
SRR5216966
SRR5216976
SRR5216980
SRR5216981
SRR5216982
SRR5216983
ERR125598
ERR125599
ERR125600
ERR125601
ERR125602
ERR125603
ERR125604
ERR125605
ERR125606
ERR125607
ERR125608
ERR125609
ERR125610
ERR125611
ERR125612
ERR125613
ERR125614
ERR125615
ERR125616
ERR125617
ERR125618
ERR125619
ERR125620
ERR125621
ERR125622
ERR125623
ERR125624
ERR125625
ERR125626
ERR125627

New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
New_Zealand
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New_Zealand
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Northern_Ireland
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Northern_lreland
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Northern_Ireland
Northern_lreland
Northern_Ireland
Northern_Ireland
Northern_lreland
Northern_Ireland
Northern_Ireland
Northern_lreland
Northern_Ireland
Northern_Ireland
Northern_lreland
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Northern_Ireland
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Northern_Ireland
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Oceania
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Oceania
Oceania
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Oceania
Oceania
Oceania
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Oceania
Oceania
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
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Europe
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Cluster 5
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Cluster 5
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Cluster2 18
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Country
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
Unknown
USA
USA
Unknown
USA
USA
USA
USA
USA
USA

Mexico

84

Cluster2 19
Cluster2 19
Cluster2 19
Cluster2 19
Cluster2 19

Sub lineage
1.1
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
1.3
2.1
2.1
2.2
3.2
3.2
3.2
3.2
4.3

Cluster3 48
Cluster3 48
Cluster3 48
Cluster3 48
Cluster3 48

5.3
5.3
53
5.3
5.3



Proportion (%)

100

ANEXO 2 - Caracteristicas de las variantes identificadas

Summary of SNPs
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Functional Category

DCE\I wall and cell processes non_synonymous
.Cs\l wall and cell processes synonymous_variant
DCunsemU hypotheticals non_synonymous
.Cnnsamn hypotheticals synonymous_variant

pathways non_
[l information pathways synonymous_variant

[ |insertion sequences and phages non_synonymous

and respiration non_sy

DL\Did metabolism synenymous_variant
I:l None intergenic_region

I:l MNone non_synonymous

[l ione syronymous arant

[ ]PE-PPE non_synonymous

[~ ~PE synonymous variant

| Jreguiatery proteins nan_synonymous
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Insertion sequences and phages synonymous_variant Regulatory proteins synonymous_variant
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All Snps (n=20097) Exclusive (n=294) Distinctive (n=613)

SNP group

Max Three groups alike (n1=488)

Unique SNPs (n=8368)

and resp ¥
Lipid metabolism nen_synonymous

Virulence, detocification, adaptation synonymous_variant

Figura Suplementaria 1.- Division entre categorias funcionales y efecto de las variantes identificadas en las cepas analizadas. Datos

mostrados para la totalidad de las variantes (n=20.097, all SNPs), para las variantes que son exclusivas de los (sub)linajes

identificados (n=294, exclusive), para las variantes distintivas de sub linajes (n=613, distinctive), para las variantes comunes en dos

o tres sub linajes completos (n=488, max three groups alike) y para las variantes encontradas en sélo una cepa (n=8.368, unique).

85



ANEXO 3 - Caracteristicas de los spoligotipos identificados
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Figura Suplementaria 2.- (A) Localizacion de los spoligotipos identificados dentro de la filogenia mundial de M. bovis
(segundo anillo mas interno). En el anillo interno se identifican los cinco linajes principales, y en color de fondo los
sub linajes que contiene cada uno, como en la Figura 1. Los anillos externos corresponden al complejo clonal al que
las cepas pertenecen, de acuerdo con las caracteristicas que los definen (espaciadores y RDs o SNPs). Se puede notar
que hay un conjunto de cepas sin complejo clonal asignado. (B) Cantidades relativas de los patrones identificados en
el total de cepas utilizadas. Los colores de spoligotipos indicados se corresponden tanto para (A) como para (B).



ANEXO 4 - Caracteristicas de las Regiones de Diferencia identificadas

ID #Cepas Largo* Comienzo Fin Asociacion Especificidad
RD1009519 221 1399 1009519 1010918 3.2 100%
RD1531687 34 12043 1531687 1543730 1.2 100%
Determinantes | RD3/RD1766212 527 7272 1766212 1773484 3,2.1,2.2,23 91%
de (subjlinajes | gpy317445 24 1622 2317445 2319067 3.1 100%
RD3688270 245 1055 3688270 3689325 4.1,4.2 83%
RD3890969 121 3050 3890969 3894019 1.2,1.3 94%
RD485420 16 1040 485420 486460 SB1031, New Zealand 100%
RDAf2/RD68158
9 2 14079 681589 695668 China 100%
RD1209296 9 1627 1209296 1210923 SB2011 100%
RD1312977 2 1713 1312977 1314689 China 100%
RD1319619 7 4793 1319619 1324412 SB2345, sub clusterin 1.2 100%
Otras RD RD1330942 11 2035 1330942 1332977 New Zealand in 4.3 100%
RD1863310 12 6642 1863310 1869952 New Zealand in 4.3 100%
RD2128199 2 1102 2128199 2129301 China 100%
RD2176783 42 5040 2176783 2181823 NA NA
RD3379943 2 6724 3379943 3386666 China 100%
RD3404007 7 3771 3404007 3407778 SB1069, subclusterin 1.1 100%
RD4233584 6 5022 4233584 4238604 NA NA

* El largo es una aproximacion in silico del largo real que se puede obtener experimentalmente.

NA - Sin una asociacion clara encontrada
Tabla Suplementaria 2.- 18 RDs principales identificadas entre todas las cepas estudiadas. El término Asociacion refiere
a los clados, spoligotipos o ubicaciones geograficas asociadas a la ausencia de estas regiones. La Especificidad es un

porcentaje representante de la cantidad de cepas que carecen de una region y se encuentran dentro de la Asociacion
sefialada sobre el total de cepas que carecen de la region dada.
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I 1)- RD1009519
I 2)-RD1209296
I 3)- RD1312977

4)- RD1319619
I 5)-RD1330942
6)- RD1531687

I 7)- RD1766212

B 5)- RD1863310

I 0)- RD2128199

\\

10)- RD2176783
I 11)- RD2317445
B 12)- RD3379943
B 13)- RD3404007

14)- RD3688270
I 15)- RD3890969

I 16)- RD4233584

B 17)- RD485420

B 18)- RD681589

Figura Suplementaria 3.- Distribucion de las 18 RDs identificadas dentro de la filogenia mundial de M. bovis. En el anillo

interno se identifican los cinco linajes principales, y en color de fondo los sub linajes que contiene cada uno, como en
la Figura 1.
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ANEXO 5 - Reconstruccion filogenética original
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Figura Suplementaria 4.- Representacion filogenética de la diversidad mundial de M. bovis, incluyendo los
clusters originales de BAPS en el primer, segundo y tercer nivel de jerarquia (primer anillo, color de fondo y
segundo anillo, respectivamente). El tercer anillo corresponde a los diferentes spoligotipos encontrados. Los
colores en el segundo y tercer anillo fueron asignados al azar.
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ANEXO 6 - SNPs seleccionados para el genotipado de M. bovis

Tipo*
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Cambio
Syn
Syn
Syn
Syn
Syn
Syn
Syn
Syn

Syn
Syn
Syn
Syn

Syn

Syn

Syn
Syn
Syn
Syn

Syn

Syn

Missense
Syn

Syn
Syn
Syn
Syn
Intergeni
c
Syn
Syn

Syn
Syn
Syn

Syn
Syn
Syn

Syn

Syn

#
130
130
130
115
109
112
110
118

124
57
57
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Posicion**

4077846
1048294
3467191
1779047
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2670247
2973577
566174

321009
359494
4043145
3265769

1513457

4227214

299636
3448807
802338
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2662983

232188
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2363358

3856175
699173
1998304
824300
1475059
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2278824
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Producto
hypothetical protein
ATP-dependent DNA ligase
NADH dehydrogenase subunit B
hypothetical protein
hypothetical protein
GTP-binding protein LepA
polyphosphate glucokinase

transcriptional regulator

integral membrane nitrite extrusion
protein NARU

trans-aconitate 2-methyltransferase
periplasmic dipeptide-binding
lipoprotein DppA
hypothetical protein

drugs-transport transmembrane
ATP-binding
integral membrane transport
protein

succinate dehydrogenase
hypothetical protein
30S ribosomal protein S10

amidophosphoribosyltransferase
sulfate-transport ABC transporter
ATP-binding
transcriptional regulator

protease

5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase

Mce associated protein
two component sensor kinase
oxidoreductase

D-xylulose kinase XyIB
- Intergenic region -
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polyketide synthase

aldehyde dehydrogenase

enoyl-CoA hydratase

bifunctional glutamine-synthetase
adenylyltransferase

Hypothetical protein
cation-transporter ATPase |
hypothetical protein

transmembrane transport protein
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Locus ID
Mb3724
Mb0963
Mb3170
Mb1618c
Mb0197
Mb2427c
Mb2721
Mb0484

Mb0273
Mb0302
Mb3690c
Mb2980

Mb1383

Mb3853c
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Mb0343
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C
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Mb0464c

Mb2245c

Mb1663c
Mb0111c
Mb2156
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Mb2498

Gen
Mb3724
ligd
nuoB
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ppgK
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narU
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irta
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tgsl
rps)
purF
cysAl
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mycpl
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Mb3522¢
Mb0616c
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xylB
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pks12

Mb0228c
echA2
glnE

Mb1663c
ctpl
Mb2156

mmplLll

aglA
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12
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12
350
184
350
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80
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137

137

3618489

854043

483845

1295429

1226368
4077342

3579879

3901971
804997
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hypothetical protein

two component system response
transcriptional
transmembrane transport protein
MmpL1A
respiratory nitrate reductase
subunit gamma Narl

glycosyl hydrolase
hypothetical protein

two component sensory
transduction histidine kinase MTRB

lipid-transfer protein
50S ribosomal protein L2
thiosulfate sulfurtransferase
glycogen phosphorylase GlgP
transcriptional regulator
pyruvate carboxylase
PPE family protein
esterase
zinc metalloprotease
hypothetical protein

hypothetical protein

phenolpthiocerol synthesis type-I
polyketide

Mb3309

Mb0780

Mb0409c

Mb1196

Mb1126
Mb3723c

Mb3273c

Mb3552
Mb0724
Mb3311
Mb1363
Mb1393
Mb2991c
Mb1396¢
Mb1461c
Mb0204c
Mb2740c
Mb2002c

Mb2957

acce5

phoP
mmplla

narl

Mb1126
vapc48

mtrB

ltpd
rplB
sseA
glgP
Mb1393
pca
PPE19
lipO
zmpl
Mb2740c
mpt64

ppsB

Tabla Suplementaria 3.- Conjunto de 56 SNPs filogenéticamente informativos seleccionados para el genotipado de M.

bovis.

* Correspondiente a las categorias de grupos de variantes identificadas, detalladas en el texto principal.
** Posiciones basadas en el genoma de referencia, AF2122 /97.
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