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ARTICULO ORIGINAL

Analisis comparativo de seis genomas
del complejo Mycobacterium tuberculosis

Diego Chaves', Andrea Sandoval?, Luis Rodriguez', Juan C. Garcia2,
Silvia Restrepo’, Maria Mercedes Zambrano?

' Laboratorio de Micologia y Fitopatologia, Facultad de Ciencias, Universidad de los Andes, Bogot4, D.C.,
Colombia
2 Grupo de Genética Molecular, Corporaciéon Corpogen, Bogota, D.C., Colombia

Introduccién. El creciente nimero de genomas secuenciados pertenecientes al complejo
Mycobacterium tuberculosis hace posible la comparacion y el analisis genémico, que puede revelar
importantes mecanismos de evolucién y variacion para entender la patogénesis de esta especie.
Objetivo. Mediante el uso de alineamientos multiples se pretendié analizar las diferencias entre seis
genomas del complejo M. tuberculosis, para encontrar regiones de variacién que conduzcan a mejoras
en la identificacién de estas especies o en el tratamiento.

Materiales y métodos. Mediante el programa bioinformatico Mauve, se realizaron alineamientos
multiples de seis genomas pertenecientes a especies del complejo M. tuberculosis. Las regiones
gendmicas exclusivas para cada genoma se anotaron usando la base de datos Tuberculosis
Database.

Resultados. El porcentaje de similitud entre los seis genomas analizados estuvo entre 96,1% vy 97,8%.
La anotacion de las regiones exclusivas revel6 la presencia de elementos de transposicion, familias
de proteinas PPE y PE-PGRS, regiones asociadas a resistencia contra bacteriéfagos y regiones
intergénicas.

Conclusiones. A pesar de la gran similitud entre las cepas analizadas, existen variaciones entre
ellas que pueden ser importantes para entender diferencias en comportamiento y virulencia, asi
como para mejorar los diagnosticos de cepas especificas. Regiones como aquéllas con genes para
proteinas de membrana, posiblemente, relacionadas con la variacién y la respuesta antigénica, son
de particular interés para estudios futuros orientados a buscar tratamientos nuevos para el control de
esta enfermedad

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, gendmica, tuberculosis.
Comparative analysis of six Mycobacterium tuberculosis complex genomes

Introduction. A growing number of sequenced genomes belonging to the Mycobacterium tuberculosis
complex has enabled a comparison of strain traits and genomic constitution. These analyses may
reveal mechanisms of evolution and genomic variation relevant to tuberculosis pathogenesis.
Objective. Multiple alignments were used to analyze the differences between six genomes of the
M. tuberculosis complex and to locate regions of variation that may lead to improvements in species
identification or in their treatment.

Materials and methods. The Mauve software package was used to perform a multiple alignment of 6
genomes belonging to the M. tuberculosis complex. Regions exclusive to each genome were annotated
using the TB database.

Results. Percent similarity among the six genomes ranged between 96.1% and 97.8%. The annotation
identified intergenic regions, regions associated with transposable elements of the PE-PGRS and PPE
families, and regions associated with resistance against bacteriophage.

Conclusions. In spite of the high genetic similarity among the tuberculosis strains, genomic variations
were elucidated that may be relevant to differences in behavior and virulence, as well as forimprovement
of strain diagnosis. Regions encoding membrane-associated proteins, possibly related with antigenic
variation and immune response, are particularly interesting for studies aimed at seeking tuberculosis
treatments.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, genomics, tuberculosis.
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Mycobacterium, el Unico género de la familia de
las Mycobacteriaceae, incluye patégenos que
causan graves enfermedades en los mamiferos,
como lepra y tuberculosis (1). Mycobacterium
tuberculosis es el agente causal de la tuberculosis,
una de las enfermedades infectocontagiosas mas
prevalentes de la historia. En la actualidad, segun
cifras del informe de 2008 de la Organizacion
Mundial de la Salud, se presentan 9,2 millones
de casos nuevos al afo (139 por cada 100.000
habitantes) y 1,7 millones de muertes por afno (2).
En 2006 se estimaron 0,5 millones de casos de
tuberculosis multirresistente (2). En Colombia la
incidencia de tuberculosis para el 2005 fue de 25,2
casos por cada 100.000 habitantes (3) y en el 2006
se reportaron 11.625 casos nuevos (4).

La gran mayoria de los casos de tuberculosis estan
relacionados con especies que forman el complejo
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M.
africanum, M. bovis, M. microtiy M. cannetii) (5),
Los miembros de este complejo comparten 99,95%
de identidad a nivel de ADN (6,7), pero poseen
una amplia variabilidad fenotipica en cuanto a
sus huéspedes, tipo de enfermedad y gravedad
de la enfermedad. En el momento se cuenta con
varios genomas secuenciados, lo cual ofrece
nuevas oportunidades para estudios de genémica
comparativa.

La caracterizacién morfoldgica y fisiol6gica ha sido
la estrategia mas usada por la comunidad cientifica
para conocer los procesos de patogénesis de
importantes microorganismos. Por otra parte, el
incremento casi exponencial de la secuenciacion
de genomas, debido a los bajos costos, ha abierto
la posibilidad de comparar genomas.

La gendmica comparativa busca encontrar
relaciones entre genomas, ya sean distantes o
cercanos, a partir de los genomas secuenciados,
y tiene el potencial de identificar componentes
utiles para entender las relaciones bioquimicas,
fisiolégicas y patogénicas de los microorganismos
(1). La gendmica comparativa ha llevado a
avances en los campos de la biologia evolutiva
(8,9), reconstruccién filogenética (1,10,11),
programas de descubrimiento de medicamentos
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(12,13) y prediccion de funciones en genes
hipotéticos (14). A esto se le suma la identificacién
de regiones intrénicas (15), sitios de splicing y un
mayor conocimiento de regiones no codificadoras
(16,17).

La reconstruccion y la comparacién de genomas
de especies bacterianas han revelado que la
organizacién cromosdémica no se conserva a
lo largo de la escala evolutiva (18). Un andlisis
mas detallado puede ayudar a inferir relaciones
entre las caracteristicas de organizacion de los
cromosomas Yy la fisiologia celular. Uno de los
principales objetivos en los andlisis comparativos
de los genomas secuenciados es identificar las
secuencias que estan conservadas entre las
diferentes especies comparadas (19). Se han
desarrollado poderosos algoritmos con el objetivo
de reconstruir las circunstancias de los rearreglos
cromosomicos (11,20,21).

Darling y colaboradores crearon en el 2004 un
software llamado Mauve, para comparacion
multiple de genomas, que identifica regiones
gendmicas conservadas, rearreglos e inversiones
dentro de regiones conservadas y el punto exacto
en donde ocurre el punto de quiebre de esos
rearreglos genémicos a lo largo de multiples
genomas (22).

En este estudio se usaron alineamientos multiples
con el fin de analizar las diferencias entre genomas
pertenecientes al complejo M. tuberculosis y
encontrar regiones Unicas que puedan servir para
entender mejor las variaciones entre este grupo de
micobacterias.

Materiales y métodos
Microorganismos y genomas

Para el analisis comparativo se usaron las secuencias
genémicas ensambladas de las bacterias
pertenecientes al complejo M. tuberculosis: M.
tuberculosis CDC1551, M. tuberculosis F11, M.
tuberculosis H37Ra, M. tuberculosis H37Rv, M.
bovisBCGstr. Pasteur 1173P2y M. bovisAF2122/97
(cuadro 1). Ademas de estar completamente
secuenciados, ensamblados y anotados, estos
genomas se usan como referencia en la anotaciéon
de otros genomas del género Mycobacterium que
estan en proceso de secuenciacion (1,9).

Alineamiento miltiple de genomas

Para el alineamiento multiple de genomas se usé
el programa Mauve, version 2.2.0, desarrollado por
Darling y colaboradores (22). Los alineamientos



Biomédica 2010;30:23-31

Andlisis comparativo del complejo M. tuberculosis

Cuadro 1. Lista de genomas comparados con numeros de acceso en RefSeq, GenBank; longitud; procedencia de la secuencia y

genes predichos comparados con la cantidad de proteinas anotadas por genoma.

Genoma Refseq GenBank Longitud Genes/Prot Origen/ID proyecto
NC ID (nucleétidos)

Mycobacterium tuberculosis H37Rv 000962 AL123456 4411532 4048/ 3989 Sanger Institute/224

Mycobacterium tuberculosis H37Ra 009525 CP000611 4419977 4084/4034 ChNGCShanghai*/18883

Mycobacterium tuberculosis CDC1551 002755 AEO000516 4403837 4293/4189 TIGR/223

Mycobacterium tuberculosis F11 009565 CP000717 4424435 3998/3941 Broad Institute /15642

Mycobacterium bovis BCG str. 008769 AM408590 4374522 4036/3952 M. bovis Seq.Team**/18059

Pasteur 1173P2

Mycobacterium bovis AF2122/97 002945 BX248333 4345492 4003/3920 Sanger Institute/89

* Chinese National Human Genome Center at Shanghai
** Mycobacterium bovis sequencing teams.

de los genomas pertenecientes al complejo M.
tuberculosis, se hicieron usando el algoritmo
progresivo de Mauve (progressive Mauve) que
inicialmente identifica secuencias sucesivas
con similitud exacta compartida por dos o mas
genomas y, junto a una matriz de distancia basada
en la conservacion genémica, construye un arbol
guia. Posteriormente, selecciona subconjuntos de
estas secuencias para hacer el anclaje y realizar un
alineamiento usando el algoritmo de alineamientos
locales MUSCLE (23). Estas regiones alineadas
se denominan regiones locales de linealidad y
representan una secuencia compartida por dos o
mas genomas incluidos dentro del alineamiento. Las
regiones lineales vecinas se agrupan en bloques
locales de linealidad (locally colinear blocks, LCB),
que estan separados por islas genémicas (22).

El alineamiento se realiz6 usando los siguientes
parametros: peso de la semilla de 15 nucleétidos,
determinar LCB, asumir genomas lineales,
alineamiento total, refinamiento iterativo y la opcién
del uso de familias de semilla en el anclaje se dejé
desactivada. Se tomaron como archivo de entrada
las secuencias organizadas filogenéticamente (1)
dentro de un archivo “multifasta” (archivo de texto
plano utilizado para representar las secuencias de
acidos nucleicos de cada uno de los genomas),
de la siguiente manera: 1) M. tuberculosis H37Ry,
2) M. tuberculosis H37Ra, 3) M. tuberculosis
CDC1551, 4) M. tuberculosis F11, 5) M. bovis BCG
y 6) M. bovis AF2122/97. El analisis posterior se
realizé utilizando el archivo de salida backbone,
que relaciona los LCB presentes en dos o mas
genomas, identificando las coordenadas de
nucleétidos de cada LCB.

Con el objetivo de extraer e identificar las regiones
Unicas por genoma, se desarrollaron herramientas
bioinformaticas utilizandolenguaje de programacion

Perly se utiliz6 la herramienta extractseq, disponible
en el paquete de libre acceso EMBOSS, versién
5.0.0, (http://bioinfo.hku.hk/EMBOSS, European
Molecular Biology Open Software Suite), para la
extraccion de secuencias.

La identificacién de las regiones exclusivas o islas
gendémicas para cada uno de los genomas, se
hizo empleando la anotacion disponible en la base
de datos de tuberculosis del Instituto Broad y la
Escuela de Medicina de Stanford (www.tbdb.org).

En Tuberculosis Database se encuentran anotados
algunos genomas de micobacterias; en el menu
desplegable TB Genomes se accedié a la opcién
Download Sequence Data y se descargd por cada
genoma analizado el archivo genome_summary._
per_gene.txt que contiene la anotacion completa
de cada genoma. Se compararon las coordenadas
de los LCB con las coordenadas de la anotacion de
cada genoma disponible en el archivo mencionado
anteriormente, para identificar la posicion de la
region analizada.

Resultados
Matriz de distancias

El algoritmo progresivo usado para hacer las
comparaciones genémicas inicialmente construye
una matriz de conservacion entre los genomas del
complejo M. tuberculosis que refleja la similitud
entre pares de genomas, en laque valores cercanos
a 0 significan gran similitud (22).

A partir de dicha matriz se gener6 un grafico en que
se observa el grado de similitud de cada genoma
estudiado en relacién con los otros (figura 1). Cada
vértice del hexagono representa un genomay cada
linea representa la similitud genética frente a los
otros genomas estudiados. De esta manera, las
lineas de M. tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis
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M. tuberculosis H37Rv

M. bovis AF

M. bovis BCG Pasteur

M. tuberculosis H37Ra

M. tuberculosis CDC1551

M. tuberculosis F11

- H37Rv

——H37Ra —— CDC1551 —— F11

—— BCG Pasteur = Bovis AF

Figura 1. Representacion gréfica elaborada a partir de la matriz de distancias para seis genomas del complejo M. tuberculosis, en
donde cada vértice del hexagono representa un genoma y las lineas reflejan la similitud existente entre los genomas analizados.
Se observa un patrén formado por M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis H37Ra, M. tuberculosis CDC1551 y M. tuberculosis F11,
que sugiere un alto grado de similitud entre dichos genomas; se observan otros dos patrones diferentes para M. bovis AF y M. bovis
BGC Pasteur, que reflejan la poca similitud entre dichos genomas y comparados con el resto.

H37Ra son comparables, lo que significa que
gendmicamente son similares.

Por otra parte, los genomas de M. bovis BCG vy
M. bovis AF son los mas divergentes con respecto
a los demas genomas del complejo (figura 1).
Con base en esta informacion, es posible definir
dos grupos: uno formado por los genomas de M.
tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis H37Ra, M.
tuberculosis CDC1551 y M. tuberculosis F11, y el
otro formado por M. bovis BCG str. Pasteur 1173P2
y M. bovis AF2122/9.

Bloques locales de linealidad

Se encontré un total de 684 LCB (cuadro 2),
agrupados en un bloque de linealidad, de los cuales,
267 estan presentes en todos los genomas. Al
sumar la longitud de los LCB encontrados en cada
genoma y comparar este valor con la longitud del
genoma correspondiente, se encontré que estas
regiones comunes cubrian entre 96,1% y 97,8%
de cada genoma analizado (cuadro 2).

Identificacién de regiones

Se hallaron 417 regiones variables dentro del
alineamiento. Estas son regiones que se encuentran
en un genoma o grupo de genomas determinados
y no en otros.

26

De la informacion del archivo de salida backbone
se identificaron las regiones exclusivas de cada
genoma: 9 regiones para M. tuberculosis H37Rv, 7
para M. tuberculosisH37Ra, 21 para M. tuberculosis
CDC1551, 40 para M. tuberculosis F11, 27 para
M. bovis BCG y 20 para M. bovis AF2122/97, que
suman 124 regiones exclusivas.

El analisis de los genes presentes en estas
regiones demostro la presencia de elementos
de transposicion, proteinas pertenecientes a las
familias PPE, PE-PGRS vy regiones intergénicas,
como se observa en la figura 2. El cuadro 3 muestra
algunas de las regiones exclusivas identificadas
para cada genoma y su descripcion. Las tablas
con la informacién completa de los resultados,
incluyendo LCB y regiones exclusivas, asi como
las herramientas bioinformaticas desarrolladas
estan disponibles por solicitud directa.

Discusion

La genémica comparativa permite acercarse de una
maneraglobal alabiologia, fisiologia, patogénesis y
virulenciade especiesgenémicamenterelacionadas
(24-26). Esto se hace posible gracias al acceso a
genomas de especies muy relacionadas que, a
su vez, acelera la anotacién funcional de nuevos
genomas. Field y colaboradores agruparon en el
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Cuadro 2. Datos del alineamiento multiple para seis genomas del complejo M. tuberculosis.

Genoma aLCB PRegiones °Porcentaje respecto 9Regiones. ausentes
unicas a genoma (°Total regiones)
Regiones unicas LCB
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 539 9 0,066 96,4 4 (228 nt)
Mycobacterium tuberculosis H37Ra 544 7 0,069 96,2 6 (684 nt)
Mycobacterium tuberculosis CDC1551 513 21 0,322 96,5 34 (6.531 nt)
Mycobacterium tuberculosis F11 509 40 0,644 96,1 30 (3.864 nt)
Mycobacterium bovis BCG str, Pasteur 1173P2 503 27 0,889 97,2 40 (3.201 nt)
Mycobacterium bovis AF2122/97 512 20 0,295 97,8 22 (4.797 nt)

a LCB: bloques locales lineales totales por genoma, regiones que estan presentes en dos o mas de los genomas comparados

b Regiones Unicas: regiones Unicas por genoma

¢ Porcentaje respecto a genoma: relacion porcentual entre las regiones Unicas o los LCB con respecto al tamafo total de cada
genoma analizado

9 Regiones ausentes: regiones ausentes en el genoma y presentes en los otros 5 genomas

¢ Total regiones: suma del nimero de nucleétidos del tamafio de las regiones ausentes

Bovis AF

MRS

Bovis BCG

ZITESE==A

F11

I TERY

CDC1551

7777 AT

H37Ra

H37Rv

0% 20%

Proteina de la familia PE-PGRS
Transposasa

Secuencia no identificada

1s6110

Proteina conservada transmenbrana
Isopropil sintasa

Maturasa putativa

—
S
N
=

Proteina hipotética rica en alanina y prolina

CENEREL

60%

Proteina de la familia PPE

IGR

Proteina conservada interrumpida por transposasa
Proteina hipotética

Proteina hipotética rica en arginina y prolina
Aminotransferasa putativa

phiRV1 proteina fago

Figura 2. Representacién grafica de las regiones exclusivas identificadas para los genomas comparados en este estudio. Se
muestran los grupos funcionales en cantidades porcentuales segin su aparicién: en negro y blanco, los genes codificadores
para las proteinas pertenecientes a la familia PE-PGRS y PPE, que revelan una fuente de variacion importante dentro de los
genomas comparados; en lineas discontinuas, las regiones intergénicas (IGR) y en lineas diagonales las regiones asociadas a

transposasas.

2005 los genomas secuenciados en dos grupos
(26). El primero de ellos esta conformado por los
genomas anotados y disponibles en las bases de
datos primarias y el segundo, por los genomas
secundarios que se derivan de los primarios ya
que estan relacionados por semejanza taxonémica
y afinidad de nicho ecoldgico.

Mediante aproximaciones gendmicas, Ccomo
hibridaciones ADN-ADN, arreglos en cromosomas
bacterianos artificiales, hibridacién sustractiva de
genomas (6,27,28) y marcadores moleculares (8),
se ha reportado que el grado de similitud entre
especies del complejo M. tuberculosis es cercano
a 99,95%.
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Otros grupos han realizado comparaciones de
genomas completos y concluyen que el grado de
variacion es mayor del que se creia (7,29); estas
variaciones incluyen inserciones, deleciones,
polimorfismos de secuencia larga y polimorfismos
de nucledtido simple, entre otros. Sin embargo,
en estos reportes no se propone un porcentaje de
similitud especifico.

En el presente trabajo se hizo una comparacién entre
multiples genomas del complejo M. tuberculosis 'y
fue posible observar que todos se agruparon en un
bloque lineal general, lo que valida la informacion
sobre la poca variabilidad genética dentro del
complejo. Sin embargo, es importante anotar que
aunque las aproximaciones genomicas in Vvitro
arrojaron semejanzas mayores de 99%, la similitud
entre las seis especies del complejo analizadas en
este trabajo, con base en la identificacion de LCB
comunes, no supera el 98%.

Con base en los resultados de este analisis
comparativo, encontramos que la variacion
entre los genomas del complejo M. tuberculosis
se encuentra cerca del 2%; posiblemente, esto
se deba a que se incluyen seis genomas en la
comparacion, adiferenciade estrategias empleadas
por otros grupos en las que se hacen Unicamente
comparaciones entre dos genomas.

Las diferencias encontradas entre nuestros
resultados y los resultados reportados para
hibridaciones, cromosomas bacterianos artificiales
y marcadores moleculares, se deben a las
caracteristicas propias de cada metodologia.
Técnicas moleculares como la hibridacion
sustractiva se han considerado de baja resolucion
(7), ya que dependen de variables como la
correcta restriccion y sustraccion de los genomas.
La ventaja de los alineamientos entre genomas
es que se manejan pocas variables y, en nuestro
caso especifico, no sélo se comparan parejas de
genomas sino que se comparan seis genomas a la
vez, incluyendo asi informacién valiosa que no se
ha incluido en estudios de andlisis pareados.

A pesar de la poca variacion entre las especies
del complejo M. tuberculosis, existe variabilidad
representada por mutaciones puntuales, poli-
morfismos largos y eventos de insercién
y transposicion (1,8,17). Estas diferencias
genotipicas, a su vez, pueden resultar en cambios
fenotipicos grandes. La representacién grafica
(figura 1) de las diferencias entre los genomas
analizados revela la presencia de dos grupos.
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La agrupacion M. tuberculosis H37Rv, M.
tuberculosis H37Ra, M. tuberculosis CDC1551
y M. tuberculosis F11, concuerda con estudios
filogenéticos basados en 16S ADNr que agrupan
a los tres primeros microorganismos dentro del
mismo conglomerado y, asociado a ellos, al Gltimo
de los genomas anteriormente mencionado (1).

Este analisis ubicé a M. tuberculosis H37Rv y M.
tuberculosis CDC1551 en posiciones cercanas y
separé a M. bovis BCG str. Pasteur 1173P2 y M.
bovis AF2122/9, cepas con un patrén de distancias
diferente al ser comparado con los demas
genomas.

Estas agrupaciones son coherentes con analisis
anteriores que encontraron diferencias entre los
genomas de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG
debido a rearreglos en la regién de repeticiones
directas, que es la base para genotipificar las
bacterias pertenecientesalcomplejo M. tuberculosis
(1), y con el analisis filogenético de las secuencias
codificadoras interrumpidas para cuatro genomas
pertenecientes al complejo (10).

La comparacién entre genomas demostré la gran
similitud existente entre M. tuberculosis H37Ra y
H37Ryv (figura 1), genomas que, ademas, contienen
pocas regiones exclusivas, 9y 7, respectivamente,
también llamadas islas gendmicas por algunos
autores (30,31). La anotacion de estas islas
genomicas demostrd la presencia de elementos
de transposicion, familias de proteinas PPE y PE-
PGRS, y regiones intergénicas (cuadro 3).

El alto grado de similitud entre estas dos cepas ha
sido reportado por Zeng y colaboradores, quienes
también hallaron variaciones en regiones PE/
PPE/PE-PGRS y demostraron que las diferencias
radican en 53 inserciones y 21 deleciones (9). Las
proteinas de las familias PPE y PE-PGRS se han
encontrado en la pared celular de las micobacterias
(32) y se han implicado en variaciéon antigénica y
evasion de la respuesta inmune (33). A su vez, las
regiones intergénicas también pueden alterar la
regulacion de la expresion de genes adyacentes,
generando cambios fenotipicos (9).

El analisis detallado de algunas de las regiones
Unicas para cada genoma reveldé aspectos
interesantes para futuras investigaciones. Una
de las regiones exclusivas para M. tuberculosis
CDC1551 contenia el elemento de insercion IS6110
y una region CRISPR, regién de la cual no se sabe
mucho en el complejo M. tuberculosis, pero que ha
despertado gran interés recientemente puesto que
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Cuadro 3. Seleccion de algunos genes de interés de cada genoma.

Andlisis comparativo del complejo M. tuberculosis

Genomas R/AGR Extremo Extremo Genes relacionados con la region exclusiva
derecho izquierdo
H37Rv R 336680 336696 Familia PE-PGRS
IGR 3415180 3415195 Glutaredoxina (proteina trasnportadora de electrones) - Proteina hipotética C
conservada
R 3948929 3949531 Familia PE-PGRS
H37Ra IGR 13622 14981 Transposasa - Proteina hipotética conservada
R 3944323 3944351 Familia PE-PGRS
NB 4061598 4061614 Secuencia no similar
CDC1551 IGR 483383 484742 Proteina de membrana familia MmpL - 1IS6110
NB 3049636 3049639 Secuencia no similar
IGR 3117061 3117097 IS6110 - Proteina hipotética - CRISPR (Cas2)
R 3929012 3929583 Familia PE-PGRS
R 3940685 3940713 Familia PE-PGRS
F11 R 427179 427243 Proteina de choque térmico represor transcripcional hspR (merR family) - PE-PGRS
IGR 934661 936020 TransposasaX3 - Proteina hipotética
R 1945991 1947350 Proteina hipotética interrumpida desde TBFG_11738 por 2 transposasas
R 1992331 1993714 Cutinasa (cut1) (interrumpida desde TBFG_11779 por 2 transposasas)
R 2070270 2070315 Familia PE-PGRS
R 2349288 2350647 Proteina transmembrana conservada
R 3961318 3961358 Familia PE-PGRS
R 4065847 4065959 Proteina hipotética rica en argininas y prolinas
Bovis BCG R 109200 109237 Maturasa putativa
R 1244678 1244824 Familia PE-PGRS
NB 1364205 1364207 Secuencia no similar
IGR 3245467 3245525 Lipoproteina putativa - PKS putativa
R 4128575 4128975 2-isopropilmalato sintasa
Bovis AF IGR 581819 581950 Sensor putativo, sistema 2, componentes histidin quinasa SENX3 — REGX3
R 1764632 1773882 Proteina probable fago phiRV1
R 2156318 2156544 Familia PPE
R 4295497 4295543 Proteina hipotética rica en alanina y prolina

R: region proveniente del alineamiento multiple que ocup6 un lugar dentro de un gen especifico
IGR: region proveniente del alineamiento que se ubicé dentro de dos genes

NB: regién proveniente del alineamiento multiple que no se encontraba anotada

Extremo derecho y extremo izquierdo: ubicacién exacta de la region exclusiva dentro del genoma

se ha encontrado asociada a resistencia contra
bacteriéfagos en diversas especies bacterianas
(34-36).

El analisis de M. tuberculosis F11 revelo, a su
vez, una gran cantidad de regiones asociadas
con elementos de insercién. Estos elementos
estan asociados con la generacion de variabilidad
genomica (37) y, en ocasiones, como cuando
interrumpen un marco de lectura determinado o
alteran expresion de genes adyacentes, pueden
ocasionar profundos efectos sobre el fenotipo
(37,38).

Algunas de las regiones exclusivas para M. bovis
BCG y AF2122 se encontraron dentro de un marco
abierto de lectura, lo que podria verse reflejado en
cambios de las proteinas resultantes. En M. bovis
AF2122 se encuentra una region exclusiva situada
en regiones intergénicas entre dos proteinas
asociadas a un sistema de dos componentes

SenX3 y RegX3 (cuadro 3); esta region puede ser
regulada por ARN no codificadores.

La comparacién de mdaltiples genomas también
reveld la existencia de extensas regiones
conservadas, que sugieren la presencia de
secuencias sujetas a fuertes presiones de
seleccion. Asi mismo, se detectaron rearreglos
grandes debidos a la presencia del fago phiRv1, lo
cual coincide con estudios anteriores (39).

La gendmica comparativa es una herramienta
poderosa que permite hacer un andlisis
detallado de las diferencias gendmicas entre
cepas cercanamente relacionadas, como las del
complejo M. tuberculosis. Este tipo de analisis
in silico puede, por consiguiente, contribuir a
la identificacién y clasificacion filogenética de
especies, al conocimiento de los mecanismos
de evolucion de las micobacterias del complejo
M. tuberculosis y a la posible identificacién de

29



Chaves D, Sandoval A, Rodriguez L, et al.

regiones Unicas que puedan estar asociadas con
diferencias fenotipicas.

La evolucién del complejo es de gran interés desde
el punto de vista de su adaptacion al huésped y
el desarrollo de su patogénesis, mientras que
un mayor conocimiento acerca de las regiones
y proteinas exclusivas podria conducir a un
mejor entendimiento de la patogénesis de este
microorganismo y a la posible identificacion de
nuevos blancos para tratamientos.

En este trabajo, con la genémica comparativa se
encontré que la similitud entre los seis genomas
analizados no supera el 98% (cuadro 2) y que las
variaciones identificadas se deben en gran parte
a la presencia de regiones asociadas a elementos
de transposicion, familias de proteinas PPE y PE-
PGRS vy regiones intergénicas (figura 2 y cuadro
3). También se encontraron regiones exclusivas
para cada genoma, que pueden servir de base
para analisis futuros mas detallados que puedan
conducir a la posible identificacion de secuencias
o proteinas interesantes para entender diferencias
fenotipicas, como virulencia de cepas del complejo
M. tuberculosis, y relacionar cambios gendmicos
con la biologia del microorganismo.
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