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1 Resumen

Los ARN pequenos no codificantes (ARNp) son criticos en la regulacion post-
transcripcional de la expresion génica en bacterias. Sin embargo, las fuerzas que

moldean su evoluciéon no son conocidas.

Investigamos la distribucién de los ARNp en el género Salmonella y encontramos
un nivel de conservacion general muy alto, senal de su importancia funcional en
este género bacteriano. Encontramos también que aquellos ARNp que se integran
en grandes redes de regulacion son evolutivamente mas antiguos que los que regulan
un unico gen. Ademads, son significativamente més conservados y evolucionan
significativamente mas lento que los que regulan un 1inico gen, posiblemente por

efecto de una seleccién purificadora mas fuerte.

Rastreamos la historia evolutiva de IsrM, un ARNp importante para la invasividad
de células epiteliales y para la supervivencia en macréfago en S. Typhimurium, y
encontramos que posiblemente se haya originado por rearreglos genémicos dentro
del linaje correspondiente a los serovares S. Typhimurium, S. Heidelberg y S. Saint
Paul. Esto sugiere que ademés de la duplicacién, la transferencia horizontal, y
las pérdidas, los rearreglos genémicos pueden contribuir a las diferencias en los

repertorios de ARNp entre cepas bacterianas.
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2 Introduccion

2.1 Salmonelosis, un problema de alto impacto en salud

publica

La salmonelosis es una de las infecciones transmitidas por alimentos mas frecuentes,
con una estimacion global de mas de 90 millones de casos de gastroenteritis y
155.000 muertes por ano (Majowicz et al., 2010). El género Salmonella, cuyo
esquema de clasificacién taxonémica se muestra en la Fig. 1, consta de sélo 2
especies, S. enterica y S. bongori. Dicha clasificacién fue realizada en base a
experimentos de hibridacién de ADN, y al igual que sucede con la serotipificacion,
si refleja las relaciones evolutivas entre los organismos es una cuestion en discusioén

(Falush et al., 2006; Timme et al., 2013).

La enorme mayoria de los casos de salmonelosis se asocian a serovares de S. enterica
subespecie enterica (Brenner, Villar, Angulo, Tauxe, y Swaminathan, 2000). Si
bien hay méas de 2500 serovares asignados a esta especie (Issenhuth-Jeanjean et al.,
2014), los brotes y epidemias principales se asocian comtiinmente con unos pocos
serovares dominantes, que muestran variaciéon tanto temporal como geografica

(Betancor et al., 2009).

Los serovares de S. enterica enterica, si bien son genéticamente muy similares entre
si, difieren tanto en su potencial epidémico como en el rango de hospederos que
son capaces de infectar y en la severidad de las enfermedades que causan (Uzzau et
al., 2000). Los de hospedero restringido estan estrictamente adaptados a un tnico
hospedero, tales como Salmonella enterica ser. Typhiy Salmonella enterica ser.

Gallinarum, que causan enfermedades exclusivamente en seres humanos y aves,



respectivamente. Los serovares adaptados a hospedero infectan preferentemente
una especie, aunque en ocasiones pueden causar enfermedades en otros mamiferos.
Un ejemplo de serovar adaptado a hospedero es Salmonella enterica ser. Dublin,
que suele infectar ganado bovino, pero ocasionalmente es aislado en humanos.
Los serovares ubicuos, como Salmonella enterica ser. Enteritidis y Salmonella
enterica ser. Typhimurium, pueden infectar a un amplio espectro de hospederos,

incluyendo humanos.

En general, en humanos, los serovares ubicuos causan una gastroenteritis aguda
auto-limitada (es decir, que se resuelve por los propios mecanismos de defensa
del hospedero), mientras que los restringidos o adaptados a hospedero se asocian
frecuentemente a infecciones sistémicas que pueden producir focos extra-intestinales

de infeccién (Uzzau et al., 2000).

El estudio y caracterizacion de los determinantes genéticos y moleculares que
puedan dar una base a estas diferencias patogénicas resulta de gran interés, dado

que la salmonelosis constituye un importante problema de salud publica.

Salmonella
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Figura 1: Clasificacion de las especies y subespecies del género Salmonella.



2.2 ARNpPp como reguladores de la expresion génica

Durante el curso de la infeccion en tracto digestivo, Salmonella se va encontrando
con una serie de ambientes cambiantes a los que debe ser capaz de responder
para llevar a cabo una infeccion exitosa. Después de la ingestiéon de alimentos
contaminados, Salmonella pasa por el estomago y luego al ileon distal, donde se
asocia con el revestimiento epitelial, se adhiere y penetra en la membrana apical
de las células M en las placas de Peyer. Las cepas de Salmonella que atraviesan
la membrana basolateral son engullidas por macréfagos (Padalon-Brauch et al.,
2008). La capacidad de Salmonella de adaptarse por ejemplo al ambiente acido
del estémago y al entorno intracelular del macrofago contribuye en gran medida
a su virulencia. Salmonella puede sensar su entorno y adaptarse rapidamente a
las condiciones cambiantes, un proceso que esta mediado por la regulacion de la
expresion génica en los niveles transcripcional, post-transcripcional y traduccional.
Los principales mediadores en este proceso de adaptacion son los factores de

transcripcion y las proteinas asociadas a nucleoide, asi como los ARN pequenos

no codificantes (ARNp).

Si bien la regulacién mediada por ARN fue descubierta recientemente (Fire et
al., 1998; Tabara, Grishok, y Mello, 1998) el concepto de ARN como regulador
de la expresion génica se remonta al modelo de operén (Jacob y Monod, 1961),
publicado hace méas de 50 anos, que proponia la existencia de genes reguladores,

que podian actuar como ARN o como proteinas.

Los ARNp son moléculas de entre 50 y 500 nucleétidos de longitud, que regulan la
expresion génica mediante la union por complementariedad de bases a un ARN

mensajero (ARNm) expresado de forma independiente (Hébrard et al., 2012; Storz,



Vogel, y Wassarman, 2011; Updegrove, Shabalina, y Storz, 2015).

La accién de los ARNp en coordinacion con factores de transcripcién para reprimir
o potenciar de forma simultanea o reciproca la expresion génica tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional coloca a los ARNp en grandes redes
de regulacién (revisado en Storz et al., 2011). La incorporacién de los ARNp en
dichas redes permite una regulaciéon mas fina con respecto a la fuerza y velocidad

de la respuesta (Kacharia, Millar, y Raghavan, 2017; Updegrove et al., 2015).

En una enterobacteria con un genoma promedio de entre 4 y 5 millones de pares de
bases, se estima que hay 300-400 ARNp (Gottesman y Storz, 2011; Kroger et al.,
2013; Raghavan, Groisman, y Ochman, 2011), cada uno normalmente controlando
multiples ARNm blancos que acttian en procesos interrelacionados, influyendo
en diferentes aspectos de la fisiologia bacteriana, su virulencia y comportamiento
(Kacharia et al., 2017; Storz et al., 2011). Ese nimero podria aumentar con el
reciente descubrimiento de nuevas clases de ARNp que habian sido pasados por alto,
como los producidos a partir de las regiones 3 prima no traducidas (3' UTR), sea
por procesamiento del ARNm o por transcripcion a partir de promotores internos
(Miyakoshi, Chao, y Vogel, 2015). La mayor parte de los ARNp son considerados
“huérfanos”; ya que no esté identificada su red de interaccién (Frohlich, Haneke,

Papenfort, y Vogel, 2016).

Estudios funcionales han demostrado la importancia de los ARNp en la virulencia
y patogenicidad de Salmonella (Gong et al., 2011; Hébrard et al., 2012; Padalon-
Brauch et al., 2008). Por todo lo anterior, se ha postulado que las diferencias en el
repertorio de ARNp entre bacterias estrechamente relacionadas tengan un impacto

importante en su fisiologia y potencial patogénico.



2.3 Formas de regulacion mediadas por ARNp

La regulaciéon post-transcripcional por ARNp ocurre de diversas maneras. Se
han identificado dos clases distintas de ARNp: los codificados en trans que
se transcriben desde regiones intergénicas del genoma, y los codificados en cis,
también conocidos como ARN anti-sentido (ARNas), que se codifican en la hebra
complementaria a las secuencias codificantes o las regiones no traducidas de los
transcriptos. Mientras que los ARNas tienen una regién de complementariedad
perfecta con su ARNm blanco, los ARNp codificados en trans generalmente poseen
pequenas regiones de complementariedad limitada, y generalmente necesitan de la
ayuda de la proteina chaperona Hfq para estabilizar la union. Hfq ayuda también
a aumentar la concentracion local de ARNp y ARNm al tener sitios de unién para
ambos elementos (Brennan y Link, 2007). El apareamiento ocurre a través de unos
pocos nucledtidos expuestos en las regiones en forma de horquilla del regulador, el
ARNm o ambos. Después de esta primera interacciéon, el apareamiento se puede

extender, a menudo con reordenamientos en la estructura secundaria de ARN.

Muchos de los ARNp se aparean en el sitio de unién al ribosoma o cerca del mismo,
bloqueando asi la traduccion al evitar la unién del ribosoma. En la mayoria de los
casos donde se bloquea la unién, también se observa una disminuciéon asociada en
la estabilidad del ARNm. Los ARNp también pueden activar la traduccién, en
muchos casos al evitar la formacion de una estructura secundaria inhibitoria, en
otros casos aumentando la estabilidad del ARNm, o ambos. La unién del ARNp
conduce a la remodelacion de la estructura del ARNm, descubriendo el sitio de

unién al ribosoma y permitiendo asi la traduccién (Gottesman y Storz, 2011).



2.4 Elementos que requiere un ARNp funcional

El estudio de un niimero creciente de ARNp ha permitido notar que varios elementos
deben estar presentes para que estos se puedan expresar, para que sean estables, y

capaces de aparearse con un ARNm.

Un punto en comin de todos los ARNp es que su transcripcion esta fuertemente
regulada (Updegrove et al., 2015), lo que requiere de la presencia de un promotor
regulado que responda a las senales del ambiente. Ademas, casi todos los ARNp
conocidos cuentan con un terminador Rho independiente, que consiste en una
horquilla estable seguida de una regién poli-U. Esta caracteristica es utilizada
en muchos de los algoritmos que predicen ARNp. Otra caracteristica esencial
de los ARNp es un sitio donde se inicia el apareamiento de bases con el ARNm,
frecuentemente llamado region seed, una regién que suele implicar unos pocos
nucleétidos y que es la parte méas conservada del ARNp (Peer y Margalit, 2011).
Los sitios de uniéon para Hfq son otra caracteristica fundamental de la mayoria
de los ARNp de las enterobacterias. Hfq protege a los ARNp de la degradacion
por ribonucleasas y facilita la interaccion con el ARNm blanco al aumentar la
concentracion local de ambas moléculas (Brennan y Link, 2007). Por ultimo,
los ARNp poseen regiones de doble hebra que ayudan a estabilizar la molécula y
facilitan la orientacién de la region seed y los sitios de unién para Hfq (Updegrove et
al., 2015). Aunque las secuencias especificas de estas regiones pueden no conservarse,
estan enriquecidas en nucle6tidos que co-varian para retener el apareamiento de
bases intramolecular y asi mantener la estructura, permitiendo que las regiones de

simple hebra estén accesibles para las distintas interacciones.



2.5 Islas de patogenicidad de Salmonella

Salmonella también debe su virulencia en gran parte a sus islas de patogenicidad
(SPI, por Salmonella Pathogenicity Island). Anélisis comparativos de genomas de
cepas patogenas de Salmonella con el de cepas comensales como Fscherichia coli
revelaron la presencia de muchas inserciones presentes solo en las cepas patdgenas
(Padalon-Brauch et al., 2008). Estas inserciones o islas varfan en tamano desde

genes Unicos hasta grandes islas de decenas de miles de pares de bases.

Las cepas de Salmonella poseen SPI-1 y SPI-2, que codifican dos sistemas de
secrecion de tipo IIT (SST3) separados. El SST3 forma un complejo en forma de
aguja que inyecta proteinas efectoras en el citosol de las células del hospedador
eucariota. Los efectores de SPI-1 incluyen SipA, SipB, SipC, SopA, SopB, SopD,
SopE y SopE2. Estos efectores trabajan coordinadamente para reorganizar el
citoesqueleto de actina del hospedador, facilitando la invasion de células epiteliales
por parte de Salmonella (Agbor y McCormick, 2011). Por el contrario, los
efectores SPI-2 son responsables de la replicacion de Salmonella dentro de las
células fagociticas, promoviendo la supervivencia bacteriana y la infeccién sistémica

(Schatten y Eisenstark, 2007).

Ademaés de codificar los SST3, las SPI codifican decenas de ARNp, muchos de
los cuales se expresan diferencialmente en condiciones que se asemejan a las que

enfrenta la bacteria durante el curso de la infeccién (Padalon-Brauch et al., 2008).

La importancia de los ARNp codificados en SPI para la virulencia y patogenicidad
de Salmonella ha sido demostrada tanto in vitro como in vivo (Gong et al., 2011;

Padalon-Brauch et al., 2008).



2.6 Evolucion de los ARNp

A pesar de la reconocida importancia de los ARNp para la fisiologia de las bacterias,
poco se conoce de los mecanismos que moldean su evolucién (Gottesman y Storz,
2011; Kacharia et al., 2017; Peer y Margalit, 2014; Skippington y Ragan, 2012;

Updegrove et al., 2015).

Un analisis de la conservacién de los ARNp en E. coli y Shigella mostr6 que la
variacion en el repertorio entre cepas se debe principalmente a eventos de delecion
(Skippington y Ragan, 2012). Otro estudio revel6 que la mayoria de los ARNp
de E. coli se originaron después de la separacién de las enterobacterias de otras
gammaproteobacterias (Peer y Margalit, 2014). Esto habla de un ciclo dindmico
de nacimiento y pérdida de genes codificantes para ARNp. Ademas de este ciclo
de nacimiento y pérdida, los ARNp evolucionan a tasas méds rapidas que los
genes codificantes para proteinas, lo que dificulta identificar ARNp homologos
en bacterias filogenéticamente distantes (Kacharia et al., 2017). Una familia de
bacterias que se ha demostrado que esta a la distancia evolutiva éptima para el
andlisis evolutivo de los ARNp es la familia Enterobacteriaceae (Lindgreen et al.,
2014), que incluye entre otros a FE. coli y S. enterica, que por ser organismos
modelo, se han caracterizado extensamente sus repertorios de ARNp (ver por
ejemplo, Kroger et al., 2013; Perkins et al., 2009; Raghavan et al., 2011). Las
caracteristicas patogénicas de S. enterica y los conocimientos acumulados sobre sus
mecanismos de virulencia, evolucion del genoma y muchas vias de expresion génica
y metabolismo, hacen que esta especie sea un modelo especialmente atractivo para

el estudio de la evolucién de los ARNp.



3 Hipotesis

Existen diferencias en la forma de evolucion de los ARNp que se explican al menos

en parte por el tamano de la red de regulacion en la que participan.

4 Objetivo general

Estudiar las fuerzas que moldean la evolucién de los ARNp dentro y entre serovares

de Salmonella.

5 Objetivos especificos

o Generar un muestreo de la diversidad genémica de cepas de Salmonella
existente en la base de datos Enterobase.

o Estudiar el patrén de distribucion de los ARNp en la filogenia.

« Estudiar la tasa de evoluciéon molecular de los ARNp, al menos para un

subgrupo cuyas redes de regulacion estén bien estudiadas.



6 Materiales y métodos

6.1 Secuencias nucleotidicas y datos de interaccién

Todos los genomas fueron obtenidos de la base de datos EnteroBase, disponible en
http://enterobase.warwick.ac.uk, a excepcién de algunos de los genomas utilizados
para el estudio de genémica comparativa de IsrM que fueron obtenidos de la
base de datos Genbank del NCBI (Benson, Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostell, y
Wheeler, 2005). Para representar la mayor diversidad posible dentro del género se
eligieron como maximo 5 genomas al azar de cada secuenciotipo (ST) reportado
por tipificaciéon multilocus de secuencias (MLST) (Achtman et al., 2012), donde
cada secuenciotipo representa una combinacion tinica de alelos de siete genes

housekeeping. Se obtuvo un total de 5762 genomas.

El serovar y subespecie de cada genoma fueron predichos in silico con la plataforma
SISTR 1.0.2 (C. E. Yoshida et al., 2016), que identifica el serovar basdndose en la
prediccion de la férmula antigénica. SISTR examina los genes altamente variables
wzr 'y wzy de la regién rfb para determinar el antigeno somaético, y los genes fliC
vy fljB para determinar los antigenos flagelares H1 y H2, respectivamente. La
formula antigénica predicha se consulta contra una base de datos para asignar un
serovar. Ademads, SISTR analiza 330 genes conservados (cgMLST) para proveer
un contexto filogenético, donde el serovar predominante en el cluster de cgMLST
es usado para elegir el serovar méas probable entre los potenciales (Yachison et al.,
2017). Tras en andlisis en SISTR se descarté uno de los genomas ya que ninguno

de los alelos fue encontrado en la base de datos.

El conjunto de ARNp utilizado como referencia es la combinacién de los ARNp
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descriptos y validados experimentalmente en S. Typhimurium y S. Typhi por
Kroger et al. (2013) y Perkins et al. (2009), respectivamente. Los ARNp idénticos
fueron agrupados realizando un analisis de clusters con el programa CD-HIT

version 4.5.7 (Fu, Niu, Zhu, Wu, y Li, 2012), resultando un total de 572 clusters.

La informacién de las interacciones validadas experimentalmente para 30 ARNp

fue obtenida de la base de datos sSRNATarBase 3.0 (J. Wang et al., 2015).

6.2 Filogenia

Para la reconstruccion filogenética se utilizaron tUnicamente genomas con un
promedio de cobertura mayor a 30 (segtin reportado en la base de datos EnteroBase),
y se seleccioné un genoma al azar de cada ST, resultando un total de 1449 genomas.
Para obtener el conjunto de genes de copia tinica presentes en todos los genomas
se partié del pangenoma de Salmonella segin descripto en Jacobsen et al. (2011),
compuesto de 12722 genes, que fueron utilizados como query para realizar una
bisqueda con el programa tBLASTn del paquete BLAST v2.2.31+4 (Altschul, Gish,
Miller, Myers, y Lipman, 1990) contra la base de datos local. Los 619 genes de
copia tnica identificados en todos los genomas (e-value > 1e-03, identidad > 70%
y cobertura > 80%) fueron seleccionados para continuar el analisis. Se extrajo su
secuencia nucleotidica y se tradujo a aminoacidos con la funcién seq_reformat de
T-COFFEE v11.00 (Notredame, Unpublished). Se alined la secuencia aminoacidica
de cada gen con el programa MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004) (3 iteraciones), y
se volvib a la secuencia nucleotidica. La reconstrucciéon filogenética se realizd

mediante dos estrategias distintas: la de concatenacién y la de arboles de genes.
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6.2.1 Filogenia por concatenacion de genes

Para esta aproximacion se utilizé el programa RAxML v8.2.9 (Stamatakis, 2014)
ya que permite paralelizar el trabajo en multiples procesos, haciendo uso de todos
los recursos del servidor. Como RAxML solo esta optimizado para la familia de
modelos GTR (el mas general de los modelos reversibles en el tiempo), no se traté
de elegir el modelo que mejor ajustara a los datos. La aproximaciéon a nivel del
genoma completo hace que el riesgo de sobreparametrizacion de los datos, que
podria asociarse al modelo GTR por su gran cantidad de parametros, sea muy
bajo. Se extrajeron los bloques de alineamiento confiable de los 619 ortdlogos
con el programa GBLOCKS 0.91b (Castresana, 2000), utilizando los parametros
por defecto. Se concatend su secuencia, y se extrajeron los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNPs) con el programa snp-sites 2.3.2 (Page et al., 2016),
obteniéndose un alineamiento de 126412 sitios variables. Las zonas que han estado
bajo influencia de eventos de recombinacion fueron excluidas del alineamiento con
el programa Profile del paquete PhiPack (T. Bruen y Bruen, 2005) que implementa
el test Phi, que estima la probabilidad de observar el alineamiento bajo la hipotesis

nula de que no hubo recombinacién.

Se obtuvo un alineamiento final de 96743 sitios variables, sobre el cual se realizo
la inferencia filogenética, utilizando el método de méxima verosimilitud (ML, por

Mazimum Likelihood) con el modelo GTRCAT implementado en RAxML.

Brevemente, el método de ML estima la verosimilitud de observar los datos (en
este caso, el alineamiento de secuencias) para un modelo de sustituciéon dado y
para cada topologia de arbol en particular. La tarea de encontrar la topologia

de arbol que maximice la verosimilitud de los datos es un problema NP-complejo
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debido a la gran cantidad de topologias posibles incluso para un nimero moderado

de individuos, por lo que se resuelve heuristicamente.

El modelo GTR (Tavaré, 1986) o general tiempo-reversible permite frecuencias
nucleotidicas desiguales y tasas independientes para cada una de las seis posibles
rutas de sustitucién. Para permitir la variacion de las tasas de sustitucion se
puede aplicar la distribucion Gamma (+G), que describe la heterogeneidad de
las tasas en los distintos sitios. La distribucion continua se aproxima con una
distribucion discreta que es computacionalmente manejable y los sitios se dividen
en k categorias de tasas equiprobables. Un solo parametro o gobierna la forma de
esta distribuciéon. El modelo GTRCAT es una aproximacién al modelo GTR + G
mediante un algoritmo computacionalmente més eficiente, con optimizacion de
las tasas de sustitucion individuales por sitio y clasificacion de esas tasas en 25
categorias. La opcién de correccion de sesgo de largo de ramas de Stamatakis fue
aplicada segin recomendado por los autores para SNPs y otros datos que incluyen

sélo sitios variables (Leaché, Banbury, Felsenstein, Oca, y Stamatakis, 2015).

Debido al alto costo computacional que implica la realizacién de réplicas de
bootstrap, ya que en teoria cada réplica debe analizarse de la misma manera que
los datos originales, se utilizo la aproximacion sugerida por Kishino y Hasegawa
(1990), donde su utilizan las estimaciones de maxima verosimilitud de largo de
ramas y los parametros de sustitucion de los datos originales para calcular los
valores de log-verosimilitud de cada réplica. Simulaciones computacionales sugieren
que esta aproximacién, conocida como RELL bootstrap, proporciona una buena
aproximacion al bootstrap real de Felsenstein (Minh, Nguyen, y Haeseler, 2013).

Se realizaron 1000 réplicas de RELL bootstrap.
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6.2.2 Flilogenia a partir de drboles de genes

Para la segunda aproximacién, luego de obtener los bloques de alineamiento
confiables con GBLOCKS, se detectaron los genes recombinantes mediante el
test Phi implementado en PhiPack (T. Bruen y Bruen, 2005). Se descartaron los
195 genes en los que se identificaron eventos de recombinacién, con un p-value
para el test Phi < 0.05. Para los 424 ortélogos restantes, se reconstruyo un arbol
para cada gen, nuevamente utilizando el método de ML con el modelo GTRCAT

implementado en RAxML.

La filogenia de especies fue inferida teniendo en cuenta las discordancias entre los
arboles de especies y los arboles de genes debidas al reparto incompleto de linajes
(ILS, por incomplete lineage sorting), que pueden complicar la reconstruccién
filogenética si no son debidamente consideradas. Para ello se utiliz6 el programa
ASTRAL-III (C. Zhang, Sayyari, y Mirarab, 2017), que implementa un método
para inferir arboles de especies a partir de arboles de genes mediante el modelo del
coalescente para multiples especies (MSC), que modela cémo los alelos segregan
en las poblaciones. Bajo el modelo MSC, los arboles de genes pueden ser distintos
del arbol de especies en presencia de ILS. Un arbol de cuartetos o quartet tree es
un arbol de 4 hojas. Cualquier arbol binario sin raiz esta definido por su conjunto
de arboles de cuarteto. Se ha demostrado que para todos los arboles de cuarteto
con longitudes de ramas en unidades coalescentes, el arbol de genes sin raiz més
probable es topologicamente idéntico al arbol de especies de esas 4 hojas sin raiz
(Allman, Degnan, y Rhodes, 2011). ASTRAL computa los arboles de especies
de cuartetos que definen el conjunto de arboles de genes de entrada y trata de

encontrar el arbol de especies que maximiza el quartet score. El quartet score de
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un arbol de especies con respecto a un conjunto de arboles de genes es la suma del
numero de topologias de arboles de cuarteto inducidas que son compartidas entre
el arbol de especies y cada arbol de genes. El problema de encontrar el arbol de
especies con el maximo quartet score con respecto al conjunto de arboles de genes de
entrada, es conocido como el problema del arbol de especies con maximo soporte de
cuartetos (MQSST, por Mazimum Quartet Support Species Tree). Este problema
es NP-complejo, por lo que ASTRAL lo resuelve heuristicamente definiendo una
version restringida de el problema MQSST. Para este andlisis se realizaron 1000

réplicas de bootstrap.

6.3 Patron filogenético de los ARNp

Se cre6 una base de datos local de BLAST con los 5761 genomas muestreados.
Se realiz6 una busqueda con el programa BLASTn del paquete BLAST v2.2.31+
(Altschul et al., 1990) con un conjunto de 572 ARNp como query contra la base
de datos local creada (e-value > 1e-03, identidad > 90% y cobertura > 90%).
Dado que dentro de los ARNp de referencia hay secuencias con un porcentaje
de identidad mayor al umbral, es de esperar que dentro de los resultados existan
distintos hits que apuntan a sitios solapantes. El resultado de BLAST fue filtrado
con un script desarrollado localmente para que cada sitio apunte tinicamente al

mejor hit.

Se cre6 una matriz de datos de presencia/ausencia de ARNp en cada genoma, y
una matriz de porcentaje de aparicion de los ARNp dentro de cada serovar (para
esta ultima se incluyeron tinicamente aquellos serovares representados por més

de 5 genomas). Se realiz6 un heatmap a partir de cada matriz con la funcién
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heatmap.2 del paquete gplots v3.0.1 (Warnes et al., 2016) en la plataforma R
v3.4.2 (R Core Team, 2017), usando la informacion de la correlacién de Spearman.
El clustering jerarquico fue realizado con el método completo con la funcién hclust

implementada en R.

6.4 Distancia genética y frecuencia de aparicion de los

ARNp

Se extrajo de cada genoma de la base de datos local la secuencia nucleotidica de
los 30 ARNp de los que existe informacion validada experimentalmente de su red
de regulacién, segtiin reportado en la base de datos sSRNATarBase (J. Wang et al.,
2015). Se alinearon las secuencias con el programa MUSCLE v3.8.31 (Edgar, 2004)
(2 iteraciones). Las distancias fueron obtenidas con la funcién dist.dna del paquete
APE v4.1 (Paradis, Claude, y Strimmer, 2004) en la plataforma R (R Core Team,
2017), usando el modelo Jukes-Cantor. Las diferencias fueron evaluadas mediante

el test no paramétrico de Wilcoxon no pareado, implementado en la plataforma R.

Se obtuvieron los datos de la conservacién de estos 30 ARNp en 27 genomas de E.
coli de bibliografia existente (Padalon-Brauch et al., 2008; Skippington y Ragan,
2012).

6.5 Genomica comparativa de la region del gen isrM

El genoma de S. Typhimurium SL1344 (nimero de acceso en NCBI FQ312003.1) fue
comparado usando el programa BLASTn del paquete BLAST v2.2.31+ (pardmetros

por defecto) contra los genomas de S. enterica subsp. arizonae ser. 62:z4,223:—
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(ntimero de acceso en NCBI CP000880.1), S. Typhi CT18 (ntimero de acceso en
NCBINC_003198.1), S. enterica subsp. salamae ST2274 (c6digo de ensamblado en
EnteroBase SAL__CA3169AA__AS) y S. enterica subsp. houtenae ser. 50:24,223:-
(cédigo en EnteroBase SAL LA6190AA AS). Los resultados fueron visualizados

con el paquete genoPlotR (Guy, Roat Kultima, y Andersson, 2010) en la plataforma
R.

La féormula antigénica del genoma correspondiente S. salamae no pudo ser deter-
minada con precision mediante serotipificacién in silico, por lo que nos referimos a

él por su secuenciotipo.
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7 Resultados

7.1 Filogenia

1449 genomas, pertenecientes cada uno a uno a un secuenciotipo distinto, fueron
utilizados para realizar una realizar una reconstruccién filogenética del género

mediante dos estrategias distintas.

. Bongori
. Indica
. Salamae
I:] Enterica
I:‘ Houtenae
|:| Arizonae
|:| Diarizonae

Figura 2: Filogenia reconstruida con ASTRAL-III a partir de los arboles
de genes construidos con RAXxML bajo el modelo GTRCAT. Los puntos
representan valores de bootstrap mayores a 80.

De acuerdo al andalisis de ASTRAL-IIT (Fig. 2), cada subespecie representa un

grupo monofilético. S. bongori se separa primero del ancestro comin de todas
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las subespecies de S. enterica. El siguiente en separarse es arizonae, seguido del
cercanamente emparentado diarizonae, luego houtenae, salamae, y por ultimo
se separan indica y enterica. El arbol resultante es asimétrico en su forma: el

ancestro de S. enterica participa en todos los eventos de diversificacion.

. Bongori
B indica
. Salamae
D Enterica
|:| Houtenae
D Arizonae
D Diarizonae

Figura 3: Filogenia reconstruida con RAxML sobre el alineamiento de genes
concatenados. Los puntos representan valores de bootstrap mayores a 80.

Resultados similares se obtuvieron mediante la estrategia de concatenacion de
genes (Fig. 3). Si bien el patrén de ramificacién no es el mismo en todos los
casos, también en este arbol se verifica la monofilia de los grupos y la asimetria
del arbol. En esta reconstruccion los grupos cercanamente emparentados arizonae

y diarizonae no aparecen como grupos hermanos.
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7.2 La subespecie enterica es la mas diversa del género

Debido a la enorme cantidad de genomas disponibles en la base de datos al momento
de comenzar el andlisis, un total de 80142, el nimero de genomas por ST fue
topeado en un maximo de 5 al realizar el muestreo. Los 5761 genomas muestreados
correspondientes a 2525 ST distintos fueron asignados por serotipificaciéon in silico
a 554 serovares. Un 54% de los ST tienen un tinico genoma asignado en la base de
datos, al igual que un 15% de los serovares. Ademas, el 57% de los serovares tiene

asignados 5 genomas o menos.
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Figura 4: Diversidad del muestreo. A Histograma del nimero de genomas
por serovar. B Histograma del ntimero de ST por serovar. C Numero de
genomas por ST. D Numero de ST por grupo taxonémico. Los grupos I, 11,
IIIa, IIIb, IV, V y VI corresponden a enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae, bongori, e indica, respectivamente.
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Como ya ha sido reportado (ver por ejemplo, Falush et al., 2006; Timme et al.,
2013), la subespecie S. enterica enterica contiene la mayor diversidad del género,

con un 84% de los ST y un 73% de los serovares reportados (Fig. 4).

A nivel de serovares, S. Typhimurium y S. Enteritidis, correspondientes ambos a
la subespecie enterica, representan entre los dos el 10% de los ST de la base de

datos y el 9% de los genomas del muestreo.

7.3 Un 55% de los ARNp son comunes a todos los genomas

de S. enterica enterica

Se identificaron los homdélogos de 560 ARNp en 5761 genomas pertenecientes al
género Salmonella usando BLASTn. Esta estrategia ha resultado efectiva para
identificar ARNp homdlogos dentro de la familia Enterobacteriaceae (Kacharia et
al., 2017; Peer y Margalit, 2014; Skippington y Ragan, 2012). Para visualizar el
patrén de distribucién de los ARNp se realizé un heatmap a partir de los datos
de presencia/ausencia en cada genoma (Fig. 5) y otro a partir del porcentaje de

conservacion de los ARNp dentro de cada serovar (Fig. 6).

Identificamos un conjunto de 305 ARNp presentes en al menos el 95% de los
genomas de S. enterica enterica, 165 ARNp presente en al menos el 95% de los
genomas del género Salmonella, 50 ARNp presentes en el 100% de los genomas
analizados, y 255 ARNp cuya presencia es variable (Figs. 5y 6). Entre los ARNp
variables dentro de S. enterica enterica, 109 ARNp aparecen con alta frecuencia
(50-95% de los genomas), 89 aparecen con baja frecuencia (5-50% de los genomas),
y 57 ARNp aparecen apenas esporadicamente, en un 5% o menos de los genomas.

Algunos de estos ARNp no sélo varian entre subespecies, sino que su presencia
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también varia dentro de un mismo serovar, aunque es probable que en algunos
casos esto refleje la no monofilia de algunos serovares (es decir, la existencia de
serovares que no representan grupos naturales). El alto nivel de conservacion
general de los ARNp en la filogenia senala su importancia funcional en este grupo

de bacterias.

| ; ;r-‘j‘w o i

-Typﬁi S Typhimurium INewport'““r trassubspp.
mEnteritidis Bongori m\\eslaco

Figura 5: Heatmap basado en los datos de presencia/ausencia (azul y blanco,

respectivamente) de 572 ARNp en 5761 genomas de Salmonella, mostrando
los patrones de similitud en el repertorio de genes codificantes para ARNp.
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Figura 6: Heatmap basado en el porcentaje de aparicion intra-serovar de
572 ARNp, en aquellos serovares representados por al menos 5 genomas.

El repertorio de genes ARNp de los serovares de S. enterica enterica varia en
un continuo entre 363 y 471 por genoma, si bien un 97% de los genomas de la
subespecie caen encima del umbral de 400 (Fig. 7). En los genomas de otras
subespecies se identificaron en todos los casos menos de 300 ARNp, pero no debe
perderse se vista que el conjunto de genes de referencia del que se parte corresponde
a serovares de la subespecie S. enterica enterica. Es de esperar entonces que en el
tiempo que pasd desde la divergencia se hayan perdido y obtenido ARNp en las

distintas subespecies que con esta aproximacién no se pueden detectar.

Es posible identificar algunos serovares que parecen haber perdido grandes grupos
de ARNp, como S. Typhi y el linaje compuesto por S. Weslaco, S. Denver, S. San
Juan y S. Troy (Fig. 5). La degradacion del genoma ha sido reportada en el caso

de S. Typhi (McClelland et al., 2004).
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Figura 7: Algo A Histograma de la frecuencia de aparicion de los ARNp.
B Histograma del nimero de ARNp identificados por genoma.

La comparacién de tres serovares muy cercanamente emparentados pero con
diferencias en su rango de hospedero como lo son S. Enteritidis (ubicuo), S. Dublin
(adaptado a hospedero), y S. Gallinarum (hospedero restringido) muestra que si
bien el repertorio de ARNp es muy similar, S. Enteritidis tiene en promedio 425

ARNp por genoma, contra 421 de S. Dublin y 416 de S. Gallinarum.

Es notorio que la filogenia se refleja en el patréon de distribucion de los ARNp, ya
que los distintos grupos monofiléticos (tanto a nivel de las grandes divisiones como a
nivel de serovares) quedan agrupados en los heatmap, demostrando que los genomas
que tienen repertorios de ARNp mas similares entre si son los evolutivamente mas
cercanos. Aquellos serovares como S. Derby y S. Newport que se ha demostrado que
son polifiléticos, es decir que no reflejan relaciones evolutivas, como es de esperar no
aparecen agrupados en los heatmaps, mientras que los serovares filogenéticamente

cercanos como S. Dublin y §. Enteritidis aparecen agrupados.
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7.4 Los ARNp insertos en grandes redes de regulacién

evolucionan mas lento y son mas conservados

Se identificaron los homélogos de 30 ARNp de los que se dispone informacion
validada experimentalmente de su red de regulacion. Los ARNp fueron asignados
a dos categorias: los que interactian con un tnico ARNm y los que lo hacen con

mas de uno, en un rango que va de 2 a 44 ARNm (Tabla 1).

Los ARNp que regulan méas de un gen son mas conservados a nivel de presen-
cia/ausencia. La frecuencia de aparicion media de los ARNp que regulan més
de un gen es 5451.15, y la de los que regulan un tnico gen es 3967. El test
de Wilcoxon indica una diferencia significativa en la media de las dos muestras

(p-value=0.04985) (Fig. 8 A-B).

La distancia nucleotidica media entre los ARNp para los ARNp que regulan mas de
un gen es 0.00683181, mientras que para los que regulan un tinico gen es 0.00683181
(Fig. 8 C-D). El test de Wilcoxon indica una diferencia significativa en la media

de las distancias de los dos grupos (p-value=2.2e-16).

Con la tinica excepcion de IstM, los ARNp que regulan més de un gen son comunes
a Salmonella y a E. coli. Entre los 10 ARNp que regulan un tinico gen (Tabla
1), dos de ellos, InvR e IsrN, estdn presentes tinicamente en Salmonella pero
ausentes en 27 genomas de E. coli (Skippington y Ragan, 2012). Otros dos de
ellos, dicF e IsrC, estan presentes en S. enterica pero ausentes en S. bongori, y si
bien aparecen esporadicamente en F. coli, se ha postulado que su presencia se debe
a transferencias horizontales, y ninguno de ellos estaria presente en el ancestro

comin de E. coli y el cercanamente emparentado género Shigella (Skippington y
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Ragan, 2012). Otros dos ARNp de los que regulan un tnico gen, sibA y sibD, son
verdaderos ARNas, codificados en hebra complementaria al gen que regulan, por lo
que es muy improbable que puedan sumar otros genes a su red de regulacion. Los
otros cuatro ARNp que regulan un solo gen, glmY, glmZ, MicL y sral., son comunes
a Salmonella y E. coli y tienen un tnico blanco conocido, también conservado en

ambos géneros.
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Figura 8: Los ARNp insertos en grandes redes de regulacion evo-
lucionan mas lento y son mas conservados. Se estudio la frecuencia de
aparicién y distancia evolutiva de 30 ARNp en 5761 genomas de Salmonella.
A Frecuencia de aparicién en funcién del nimero de genes que regulan. B
Frecuencia media de aparicién de los ARNp agrupados segiin el nimero de
genes que regulan. C Distancia nucleotidica en funciéon del nimero de genes
que regulan. D Media de distancias de los ARNp agrupados segin el niimero
de genes que regulan. Los valores p fueron calculados usando el test de
Wilcoxon no pareado.
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Tabla 1: Frecuencia de aparicién y distancia nucleotidica de 30 ARNp en
576 genomas. Las distancias nucleotidicas fueron estimadas con el modelo
de Jukes-Cantor. Los datos de conservacién en E. coli fueron tomados de
Skippington y Ragan, 2012. El nimero de genes regulados es el reportado en
la base de datos sRNATarBase.

ARNp  Genes regulados Frecuencia de aparicién Distancia nucleotidica Conservacién en E. coli
ArcZ 5 5761 0.0073156127051007 Conservado
ChiX 4 5761 0.00256635871402444  Conservado
CyaR 8 5728 0.00140781559117047  Conservado
dicF 1 10 0.00384662808277961  Variable
dsrA 7 5689 0.00057828995557817  Conservado
forS 13 5753 0.00883307285916143  Conservado
GevB 44 5761 0.0046025342166121 Conservado
glmY 1 5761 0.00585795866217692  Conservado
glmZ 1 5737 0.00585795866217692  Conservado
InvR 1 5302 0.00468134267508611  Ausente
IsrC 1 3148 0.0114326068269932 Variable
IstM 11 314 0.000345168789168582 Ausente
IsrN 1 2571 0.0334406750645982 Ausente
MicA 19 5750 0.00971270827565274  Conservado
micF 7 5736 0.00689572829872645  Conservado
MicL 5760 0.0031825861122934 Conservado
mntS 10 5498 0.00812209254232027  Conservado
omrA 12 5695 0.00201606074163936 ~ Conservado
omrb 9 5698 0.00688970761420285  Conservado
oxyS 10 5757 0.00838898652041041  Conservado
rprA 3 5760 0.00559306892622231  Conservado
RybB 34 5753 0.00456217117491003  Conservado
RyhB1 5 5685 0.0296841318280069 Conservado
RyhB2 5 5650 0.0147673538256639 Conservado
SdsR 35 5752 0.000236815871354251  Conservado
SgrS 9 5761 0.014082644367212 Conservado
sibA 1 5617 0.0273668840987419 Conservado
sibD 1 28 0 Conservado
Spotd2 26 5760 3.58842532941117e-05  Conservado
SraL 1 5736 0.00917657827725035  Conservado
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Es claro que unos pocos ARNp se alejan del patron observado. Identificamos un
ARNp en particular que regula 11 genes y esta presente en solo 314 de los 5761
genomas. Este ARNp, denominado IsrM, fue seleccionado para tratar de rastrear

su historia evolutiva.

7.5 IsrM, un ARNp quimera

IsrM es un ARNp de 329 nucledtidos codificado en una isla genémica presente en
S. Typhimurium pero ausente en otros serovares como S. Typhi y otras subespecies
como arizonae (Fig. 9). De acuerdo al anédlisis de conservacién IsrM se aleja del
patron ya que a pesar de regular 11 genes estd presente en sélo 314 genomas.

S. arizonae

croooso N O

233500-182500

S. Typhimurium

(FQ312003.1)
2838000-2948500

S. Typhi
(NC_003198.1)

2743000-2780000 1 0 kb

Figura 9: Anélisis comparativo de la region del genoma de S. Typhimurium
SL1344 correspondiente a la isla gendmica en que se localiza el gen isrM
contra los genomas de S. arizonae ser. 62:24,z23:— y S. Typhi CT18. Se
muestran las regiones de homologia, visualizadas con genoPlotR. Las lineas
rojas que conectan los genomas representan coincidencias de BLAST directas,
las lineas azules coincidencias invertidas. Colores méas oscuros corresponden
a bit scores méas altos. Los cédigos entre paréntesis corresponden a cédigos
de acceso de NCBI. Los rangos corresponden a las coordenadas en el genoma.
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La importancia de IstM para la virulencia y capacidad de colonizacion en ratéon de
S. Typhimurium ha sido probada in vivo (Gong et al., 2011). El mismo estudio
probé6 que este ARNp es esencial para la capacidad de Typhimurium de invadir

células epiteliales del intestino y para la supervivencia y reproduccién en macrofago.

. Gen completo
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Figura 10: Distribucion de IsrM en Salmonella. Fn azul se muestran las
coincidencias de BLAST con el ARNp completo con un umbral del 90% de
cobertura. En rojo se muestran las coincidencias con el fragmento 127-255
del gen. En verde se muestran las coincidencias con el fragmento 300-329.

IsrM se une directamente e inhibe la expresién tanto del ARNm que codifica a
HilE, el represor global de las proteinas de la SPI-1, como del ARNm que codifica
a SopA, una proteina efectora codificada en la misma isla que se ha demostrado
que modula la respuesta inflamatoria del hospedador. Mutaciones en IsrM llevan

a una desregulacién de la expresion de hilE y sopA, asi como de otros genes SPI-1
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regulados por HilE (Gong et al., 2011).

El mapeo de la distribucion de IsrM en la filogenia muestra que el gen esta
presente tinicamente en el linaje correspondiente a los serovares S. Typhimurium,
S. Heidelberg y S. Saint Paul, y mientras que es altamente conservado en S.
Typhimurium (84% de los genomas), S. Heidelberg (100% de los genomas), no lo
es en S. Saint Paul (20% de los genomas) (Fig. 10). El contexto genémico en el

que se encuentra el gen es 100% conservado en los 314 genomas.

Encontramos que distintos fragmentos del gen tienen homologia con regiones
especificas de genomas esparcidos en toda la filogenia, incluso en otras subespecies
de S. enterica como salamae y houtenae (Fig. 11). El fragmento de 30 nt que va
de la posicion 300 a la 329 del gen isrM fue identificado en 2801 genomas, mientras
que el fragmento de 129 nt que va de la posicién 127 a la 255 fue identificado
en 964 genomas, en los que no forman parte del gen completo. Ademas, ambos

fragmentos coexisten en 77 genomas sin formar parte del gen.

El sitio de unién a HilE, en la posicion 257-266 del gen istM (Gong et al., 2011),
no estd presente en ninguno de estos fragmentos, mientras que la regiéon homologa
el sitio de unién a SopA, en las posiciones 159-167 (Gong et al., 2011), no es
conservado en los fragmentos que no forman parte del gen, ya que distintas variantes
fueron identificadas. Ambos sitios son 100% conservados a nivel de secuencia en

los 314 genomas en que IsrM fue identificado.

En cuanto a sus blancos de regulacién directa, HilE es 100% conservado en
Salmonella, mientras que SopA estd presente en el 85% de los genomas estudiados,

y no es totalmente conservado en ninguna de las dos especies de Salmonella.
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Figura 11: Comparacion de la regién del genoma de S. Typhimurium

S[.1344 que codifica el ARNp IsrM contra genomas correspondientes a S.

salamae ST2274 y S. houtenae ser. 50:z4,223:-. Se muestran las regiones
de homologia, visualizadas con genoPlotR. Las lineas rojas que conectan los
genomas representan coincidencias de BLAST directas. Las lineas azules
representan coincidencias invertidas. Colores méas oscuros corresponden a
bit scores mas altos. Soélo los genes caracterizados fueron anotados. Los

c6digos entre paréntesis corresponden al cédigo de acceso de NCBI para S.

Typhimurium y a los de EnteroBase para S. salamae y S. houtenae. Los
valores corresponden a las coordenadas en el genoma.

31



8 Discusion

8.1 Filogenia

Comenzamos este trabajo realizando una reconstruccion filogenética a partir de
multiples genes con el fin de utilizarla como referencia para mapear la distribucién
de los ARNp. Existen dos grandes estrategias para reconstruir filogenias a partir
de multiples genes: la aproximacion clasica es la de concatenar la informacion
de distintos genes en una super-matriz. En la otra estrategia las filogenias son
inferidas para cada gen por separado, y se obtiene un resumen que representa el

arbol de especies.

La estrategia de la concatenacion de multiples genes aumenta el nimero absoluto de
cambios en cada rama permitiendo resolver politomias que no podrian ser resueltas
en arboles de genes individuales por tener una senal filogenética débil, ya sea por
una baja tasa evolutiva del gen, corto tiempo transcurrido tras la divergencia,
secuencias cortas, etc. Sin embargo, resolver con precisién algunas relaciones
evolutivas no es tan simple como aplicar més datos al problema. Aunque es claro
que una senal débil puede ser reforzada cuando las secuencias se concatenan,
y la mayoria de las veces esta amplificacion de senal deberia ocurrir para las
particiones correctas, debe tenerse en cuenta que en algunos casos también puede
aumentar el apoyo para las inferencias erréneas (Gadagkar, Rosenberg, y Kumar,
2005). En particular, la fuerza del enfoque de concatenacién disminuye cuando
muchos de los genes estan influenciados por eventos de recombinacién, paralogias
ocultas, o coalescencias profundas, ya que el enfoque asume que todos los datos

han evolucionado de acuerdo con una tnica historia evolutiva, posiblemente con
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diferentes tasas de mutacion para diferentes sitios. La estrategia de concatenacion
ignora la ocurrencia de diferentes historias evolutivas en diferentes genes, lo que
puede conducir a un alto apoyo estadistico para inferencias incorrectas. En este
estudio se excluyeron los sitios que probablemente han estado bajo la influencia
de recombinacion, pero las coalescencias profundas no son consideradas en esta
estrategia. Otro aspecto de esta reconstrucciéon que debe ser tenida en cuenta es
que analizar sitios inicamente variables puede llevar a sobreestimar el largo de
ramas (Lewis, 2001). En este estudio se us6 una correcciéon para la omisién de
sitios invariables que ayuda a reducir el problema, pero que ain tiene errores de
una magnitud tal que no permite utilizar la informacién de longitud de ramas en

analisis posteriores (Leaché et al., 2015).

La estrategia de obtener el arbol de especies a partir de los arboles de genes
tampoco esta libre de problemas ni puede garantizar una filogenia de especies
correcta ante los mismos eventos. Debido a la forma estocastica en que los linajes
se reparten durante la especiacion, los arboles de genes pueden diferir en topologia
entre si y con el arbol de especies. Degnan y Rosenberg (2006) encontraron que
para cualquier topologia de arbol con cinco o mas especies, existen longitudes
de rama para las cuales la discordancia del arbol de genes es tan comun que el
procedimiento de usar la topologia méas observada entre los arboles de genes como
estimacion de la topologia del arbol de especies probablemente estime el arbol
incorrecto. Para tener en cuenta estos eventos, se utiliza el modelo del coalescente
para multiples especies. Sin embargo, este método asume que todos los arboles de
genes de entrada son correctos, y errores en la estimacion de los arboles de genes
pueden tener un impacto grande en la estimacién del drbol de especies (Warnow,

2017).
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Vale la pena mencionar que la transferencia horizontal extensa desafia la nocién
misma del arbol de la especie. Cuando se cree que los datos con los que se quiere
reconstruir una historia evolutiva se pueden subdividir en regiones que han tenido
diferentes historias, posiblemente elegir un tinico arbol no sea la mejor manera
de representar las relaciones filogenéticas, y los métodos de redes pueden ser una

mejor elecciéon.

En nuestro caso, la filogenia no intenta representar la verdadera historia evolutiva
de Salmonella sino servir de referencia para interpretar el resto de los analisis
en un contexto evolutivo, y en principio cualquier estrategia habria sido valida
siempre y cuando se tengan en cuenta las limitaciones del método a la hora de

interpretar los resultados.

Tanto la filogenia realizada en base al genoma core de todos los secuenciotipos
reportados como el analisis comparativo realizado en base al contenido de ARNp
sugieren que algunos serovares de Salmonella no forman grupos monofiléticos. Al-
gunos de los que en ambos estudios aparentan ser monofiléticos son S. Heidelberg,
S. Paratyphi A, S. Paratyphi B, S. Paratyphi C, y S. Typhi. Otros serovares apa-
recen como grupos polifiléticos, como ya ha sido reportado en algunos casos, como
S. Newport, S. Oranienburg y S. Paratyphi B, S. Enteritidis y S. Typhimurium
(ver por ejemplo, Achtman et al., 2012). La explicacion mas evidente para estas
incongruencias es la transferencia horizontal de los genes que codifican para los
antigenos de superficie que definen a un serovar. Esto puede ser relevante para
los estudios epidemioldgicos, ya que es importante identificar estas incongruencias
entre la féormula antigénica y la filogenia para poder caracterizar y comunicar

correctamente el patogeno involucrado en un brote.
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8.2 Evolucion de los ARNp

Aunque los ARNp son criticos en la regulacién de la expresion génica, la mayor
parte de los estudios realizados hasta el momento se han enfocado en su funcién,
y no esta claramente entendido cémo se originan ni cuales son las fuerzas que
moldean su evolucién en las bacterias. Con una mejor comprensiéon de los roles
fisiolégicos y mecanismos de accién, y las gran cantidad de ARNp detectados o

predichos, es cada vez mas factible abordar preguntas sobre su evolucion.

Los resultados de este trabajo muestran un alto nivel de conservacion general
de los ARNp en Salmonella, lo cual senala su importancia funcional y una alta
presién selectiva por ser mantenidos. Algunos de los ARNp estan notablemente
conservados tanto en S. enterica como en S. bongori, indicativo de una funciéon
celular que vas mas alla de las necesidades de una tnica especie. Ejemplos de
estos son GevB, Spot_ 42, ChiX, ArcZ, y MicL. Ademas, muchos de los ARNp son
especificos de S. enterica, y algunos son también notablemente conservados. Entre
los no conservados, algunos muestran un patrén de presencia/ausencia que parece
ser resultado principalmente de pérdidas, ya que las variaciones son esporadicas,
como es el caso de IsrN, mientras que otros son linaje-especificos, como es el
caso de IsrM. Las diferencias en los repertorios de ARNp pueden producirse por
pérdidas linaje-especificas, por la emergencia de nuevos ARNp, o por eventos
de transferencia horizontal. Este estudio estd sesgado a detectar principalmente
eventos de deleciéon linaje-especificos, ya que no puede detectar ARNp tnicos en

genomas de otros serovares mas que Typhi y Typhimurium.

Tipicamente cada ARNp regula la expresién de varios genes. Posiblemente el

establecimiento de una primera interacciéon entre un nuevo ARNp y un blanco pone
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al ARNp bajo presion selectiva para ser mantenido (Peer y Margalit, 2014), lo que
permite ademas la adquisicion de otros blancos de regulacion. En consonancia con
esto, se ha demostrado que los ARNp sufren una acumulacion gradual de sitios de
union adicionales desde el establecimiento de la interaccién con el primer ARNp
(Peer y Margalit, 2014). Debido a que ya estan reunidos los elementos que requiere
un ARNp productivo, como un terminador fuerte, un promotor regulado, o el
sitio de unién a Hfq, s6lo debe evolucionar un sitio de unién con nuevos blancos.
Sin embargo, existen algunos ARNp regulan un tnico gen. Buscando aportar

informacion sobre sus diferencias, estudiamos por separado ambos grupos.

Nuestros resultados sugieren que los ARNp méas conservados a nivel de presen-
cia/ausencia estan integrados en redes regulatorias mas grandes que los ARNp
variables. También encontramos evidencia que sugiere que los ARNp insertos
en grandes redes son en promedio més antiguos que los que regulan un tnico
gen, ya que con la tnica excepcion de IsrM, serian ancestrales a la separacion
de Salmonella y E. coli, y son notablemente conservados también en esta ultima
especie, mientras que la evidencia sugiere que varios de los que regulan un tnico
gen son evolutivamente jovenes. Seria interesante ampliar este estudio a otros
géneros del orden de los Enterobacteriales. Ademés de ser mas conservados, los
ARNp que controlan la expresiéon de varios genes tienen una tasa de divergencia
mas baja que los ARNp que s6lo regulan un gen, posiblemente por el efecto de una
seleccion purificadora mas fuerte. Esto sugiere una restricciéon funcional mayor
para los ARNp que son centro de regulacion, posiblemente debido a que la mayoria
de las mutaciones en estos ARNp afecten el fitness global del organismo de forma

mucho maés severa.

36



En cuanto a los ARNp que regulan un tinico gen, es posible que su rapida evolucién
molecular pueda facilitar el surgimiento de nuevas interacciones. En concordancia
con esto, un estudio reciente en S. enterica y E. coli aportd evidencia de que los
ARNp evolutivamente jévenes evolucionan mas rapido que los ARNp maés antiguos
(Kacharia et al., 2017). El mismo estudio concluye que el nivel de expresion de
los primeros es mas bajo que el estos ultimos. La co-ocurrencia de una baja
expresion y una rapida evolucion podria facilitar atin méas el establecimiento de
nuevas interacciones, ya que los posibles efectos negativos de las interacciones

nacientes serian mitigados por la baja expresion.

Debido a la falta de estudios profundos del interactoma de muchos ARNp, es
plausible que algunos de los ARNp estudiados tengan una red regulatoria mayor a
la actualmente descripta, lo que afectaria los resultados de este trabajo. Ademas,
esta red de interacciones estd lejos de ser completa, con sélo 30 ARNp de los
mas de 400 que identificamos en cada genoma de S. enterica enterica, por lo que
nuestras conclusiones pueden ser sesgadas. El desarrollo de nuevos métodos que
permiten estudiar las interacciones de los ARN in vivo a escala global (ver por
ejemplo, Z. Lu et al., 2016) sin duda permitird un estudio mucho mas completo de

la evolucion de las redes de regulacion.

Encontramos evidencia de grandes pérdidas de ARNp especificas del serovar S.
Typhi, en linea con la evidencia de degradacion del genoma ya reportada para
este serovar (McClelland et al., 2004), un proceso conocido como streamlining
del genoma que implica la pérdida de funciones que no son importantes para
el organismo y que en el caso de S. Typhi se cree que estd relacionado con la

adaptacion a hospedero. La evidencia de que S. Gallinarum, serovar de hospedero
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restringido, ha perdido mas ARNp que S. Dublin y S. Enteritidis, serovares
adaptado a hospedero y ubicuo, respectivamente, apoya la idea de que el proceso
de degradacién del genoma relacionado con la adaptacion a hospedero se ve
acompanado de pérdidas de genes codificantes para ARNp. Debe notarse que sélo
estamos estudiando los casos de delecion, y no la formacion de pseudogenes, que

también contribuye en gran medida al proceso de degradacion del genoma.

8.3 Origen de IsrM

IsrM es un ARNp codificado en una isla genémica originalmente identificado en
S. Typhimurium cuya importancia en la invasién de células epiteliales, replica-
cién intracelular dentro de macréfagos, y virulencia y colonizacién en raton fue

firmemente establecida (Gong et al., 2011).

A pesar de participar en una red de regulacion grande y ser fundamental para la
patogenicidad y virulencia de S. Typhimurium, su distribucién filogenética es muy
limitada. Si bien los datos de expresion indican que IsrM se expresa como un ARN
de 329 nucledtidos, encontramos que distintos fragmentos pequenos del gen tienen
homologia con regiones especificas de genomas de varios linajes, e incluso son
anteriores a la separacion de las subespecies de S. enterica. Nuestros resultados
sugieren que este ARNp podria haberse originado por rearreglos genémicos en
el ancestro comun del linaje compuesto por los serovares Typhimurium, Saint
Paul y Heidelberg. No es claro por qué el ARNp es poco conservado en el serovar
Saint Paul, pero es posible que su importancia radique en su contribucién a la

interaccion especifica con algunos hospederos.

Aunque los mecanismos que moldean los repertorios de ARNp en las bacterias
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no son del todo entendidos, las diferencias en los repertorios de ARNp entre
especies bacterianas se han atribuido previamente a la duplicacion, eliminaciéon o
transferencia horizontal (Skippington y Ragan, 2012, Gottesman y Storz (2011)).
Un estudio reciente entre genomas de Salmonella y E. coli destaca la contribucion
de los rearreglos gendémicos a este proceso, al presentar evidencia de un ARNp
que se pierde en Salmonella cuando la regién intergénica en que se encontraba
localizado fue dividida en dos, y de otro ARNp que se originé en una regién
intergénica formada por un rearreglo genémico, probablemente por mutaciones
puntuales que crearon un promotor (Raghavan, Kacharia, Millar, Sislak, y Ochman,

2015). Los resultados de nuestro trabajo apuntan en el mismo sentido.

El contexto genémico en el que se encuentra el gen istM en los 314 genomas en
que fue identificado es muy conservado, lo cual es esperable dado que las cepas que
tienen el gen estan cercanamente emparentadas, siendo el grado de sintenia general
esperado muy alto. Los sitios de unién a blanco son 100% conservados en estos 314
genomas. El sitio de unién a HilE no tiene homologia con genomas que no tienen el
gen completo. El sitio de unién a SopA en cambio esta contenido en el fragmento
127-255 del gen que tiene homologia con genomas esparcidos en toda la filogenia.
Sin embargo, la evidencia sugiere que el fragmento no coevoluciona con SopA,
estando este ultimo ausente en muchos de los genomas que presentan el fragmento,
y viceversa, por lo que puede especularse que estos fragmentos no cumplen un rol
fisiolégico. La regién homoéloga al sitio de unién a SopA en estos fragmentos no es
conservada, encontrandose multiples variantes. Si bien esto es esperable ya que en
ausencia de una funcion fisioldgica no habria restriccion funcional, tampoco puede
descartarse que esta variabilidad se deba tinicamente a la divergencia entre estos

genomas.
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9 Conclusiones

Con respecto al analisis del patrén filogenético de los ARNp, los resultados muestran
que existen ARNp notablemente conservados en todos los genomas de Salmonella,
otros muy conservados en la subespecie S. enterica enterica pero ausentes en otras

subespecies, y un grupo menor de ARNp cuya presencia es variable.

Nuestros resultados sugieren que estas diferencias se explican al menos en parte
por el tamano de la red que regulan. Aquellos ARNp que se integran en grandes
redes son mas conservados y evolucionan mas lento que los que regulan pequenas
redes, efecto de una seleccion purificadora mas fuerte. Ademaés, el tamano de la
red de regulacion podria relacionarse con la antigiiedad del ARNp, siendo mas

antiguos aquellos ARNp que participan en grandes redes de regulacion.

Con respecto a los mecanismos que generan diferencias en el repertorio de ARNp
en los distintos linajes, nuestros resultados sugieren que los rearreglos genémicos

pueden contribuir a este proceso.
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