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l.  INTRODUCCION GENERAL

1. Secuencias de DNA repetidas

La gran mayoria de los genomas de organismos procariotas analizados hasta la
fecha poseen secuencias de DNA repetidas. Estas repeticiones se localizan tanto
en regiones génicas como intergénicas y se clasifican en repeticiones dispersas y
repeticiones en tandem. En cuanto a su organizacion fisica, estas repeticiones
pueden constituir desde repeticiones en tandem de una secuencia de pocos
nucledtidos a multiples copias de genes completos, como en el caso del RNA

ribosémico y del RNA transferente.

El DNA repetido disperso esta repartido por todo el genoma. Existen distintas
familias de elementos repetidos intercalados como podemos apreciar en la Tabla
1.

Repeticiones Acrénimo Caracteristicas Referencias

Palindromos repetitivos Entre 21-65 bp Higgins et al. (1982)

. - . REP or PU Palindromo imperfecto
intragénicos o unidades Stem et al. (1984)

palindrémicas Secuencia intragénica

Elementos mosaico Entre 40-500 bp

dispersos bacterianos BIME Combinacién en mosaico de REP Gilson et al. (1991)

separadas por otros motivos

Repeticiones Repeticiones no contiguas (entre

palindrémicas cortas R 24-47 bp) separadas por trozos Ishino et al. (1987)

de secuencia del mismo tamafio Mojica et al. (2000)
(entre 26-72 bp)

regularmente dispuestas

formando una matriz

7
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Elementos
transponibles miniatura
con repeticiones

invertidas

Unidades repetidas
intergénicas o regiones
intergénicas repetitivas

de enterobacterias

Secuencias de

insercion

Transposones

IRU or ERIC

Entre 100-400 bp
No son auténomos (toda la
longitud que puede transponerse
es movil in trans
MITE Probablemente deriven de IS por
deleciones internas
Flanqueados por repeticiones
invertidas (entre 10-40 bp)

Secuencia extra o intragénica

Entre 69-127 bp
Grandes secuencias

palindrémicas

Entre 0.7-3.5 kbp
Elemento autonomo
A menudo flanqueado por
repeticiones invertidas (entre 10-
40 bp)

Codifica para una transposasa
(lleva 1 0 2 ORFs)

Transposicion conservativa o

replicativa

Elementos autonomos

Codifica para transposasas y

numerosos productos génicos (ej.

Resistencia a antibioticos,
Tn virulencia, etc.)
Compuestos (Clase I):
— Flanqueado por dos IS
(indénticas o diferentes,
directas o invertidas)

— Transposicion conservativa

Correia et al. (1988)
Delihas (2008)

Sharples & Lloyd
(1990)
Hulton et al. (1991)

Mahillon & Chandler
(1998)
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No compuestos (Clase II):
— Flanqueado por dos
repeticiones invertidas

— Transposicion replicativa

Fago Mu y elementos

transponibles

Elementos — Crecimiento lisogénico:
L Pato (1989)
bacteriofagos transposicion
conservativa

—  Crecimiento litico:

transposicion replicativa

Tabla 1: Familias de repeticiones intercaladas

El DNA repetido en tdndem son repeticiones de secuencias idénticas o casi
idénticas que se disponen una a continuacion de otra. Se clasifican en funcion de

la longitud de la unidad repetida y del numero de repeticiones de dicha unidad:

e Satélites: son secuencias de entre 5 y varios cientos de nucledtidos que se
repiten en tandem miles de veces generando regiones de entre 100 kb a
varias megabases

¢ Minisatélites: se componen por una unidad basica de 6 a 25 nucleétidos
repetidos en tdndem que forman regiones de entre 100 y 20 000 pares de
bases.

e Microsatélites: son secuencias repetidas de 1 a 6 nucledtidos.

En este proyecto nos centraremos en el estudio de los microsatélites.

Un microsatélite es una secuencia especifica de bases de DNA que contienen

mono-, di-, tri-, tetra-, penta- o hexanucleétidos repetidos en tandem. En la

literatura anglosajona podemos encontrar distintas maneras de denominarlos:

9
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Simple Sequence Repeats (SSRs), Short Tandem Repeats (STRs) o Variable
Number Tandem Repeats (VNTRs). Estos microsatélites se caracterizan porque
pueden tener una unica unidad repetida o bien distintos tipos de unidades
repetidas en tandem. Se distribuyen de manera variable, generalmente en
regiones no codificantes del DNA. La composicion y estructura de microsatélites
varia enormemente entre grupos filogenéticos, e incluso de un individuo a otro de

la misma especie.

En funcion del motivo repetido que presenten se clasifican en:

e SSR puro o perfecto: un unico motivo repetido n veces en tandem. Ejempilo:
(CAA)g

e SSRinterrumpido puro: un unico motivo repetido n veces en el que se
intercalan nucledtidos que no pertenecen al motivo repetido. Ejemplo:
(CAA); TG (CAA)10

e SSR compuesto: al menos dos o mas motivos repetidos en tandem.
Ejemplo: (CAA)7 (TGG)43

e SSR interrumpido compuesto: en al menos uno de los motivos se intercalan
nucledtidos. Ejemplo: (CAA)s TG (CAA); AGC (CTT)q2

e SSR complejo: combinacion de los anteriores. Ejemplo: (CAA)s TG (AG)1o
(TGG)4 GC (TGG)s

Las regiones flanqueantes al microsatélite suelen estar altamente conservadas y
son utilizadas para el disefio de cebadores para su amplificacion por PCR y

caracterizacion del tamafio de la region repetida por electroforesis.

Los microsatélites se utilizan como marcadores moleculares por tener la mas alta
incidencia de polimorfismo en comparacion con otros marcadores como cambios
en los sitios de restriccion (analizados por la técnica de RFLPs). Ademas, tienen

unas determinadas caracteristicas:

10
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e son muy informativos: tienen herencia codominante y muchas repeticiones
estan presentes entre organismos estrechamente relacionados

e son muy abundantes y se encuentran uniformemente distribuidos por el
genoma

e |os loci estan generalmente conservados entre especies relacionadas, e
incluso entre algunos géneros

e son técnicamente simples y sensibles de analizar; por amplificacién por
PCR pueden utilizarse de forma facil y rapida para automatizar su uso como

marcadores

Los microsatélites pueden ser usados en otras aplicaciones como la elaboracion
de mapas de ligamiento, pruebas de paternidad, identificacion del perfil genético
de individuos, filogenias, estudios epidemiolégicos, medicina forense y estudios
demograficos (Chambers y MacAvoy, 2000; Metzgar et al., 2000; Toth et al., 2000;
Ellegren, 2004; Buschiazzo y Gemmell, 2006). Distintos estudios han revelado que
las variaciones en los microsatélites se asocian con un numero de enfermedades
humanas, siendo la mas conocida los trastornos de repeticiones de trinucledtidos
(Everett y Wood, 2004).

A dia de hoy no se conoce muy bien la funcion biolégica del DNA repetido, pero se
cree que pueden desempenfar un papel en la regulacion de la expresion génica
(Subramanian et al., 2003). Se sabe que las repeticiones invertidas se encuentran
en muchos origenes de replicacién de virus y bacterias y que son necesarias para
poder comenzar la replicacion (Lin y Kowalski, 1994). También se ha visto que las
repeticiones de dinucledtidos y trinucledtidos en regiones codificantes de algunas

proteinas son necesarias para desempefiar su funcién (Kashi et al., 1997)

Como ya hemos dicho anteriormente, los microsatélites son altamente polimorficos

en cuanto al numero de repeticiones para un locus concreto. El origen de dicho

11
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polimorfismo aun no esta claro, pero diferentes estudios lo atribuyen a errores
durante la replicacion del DNA que esta causado por un fendmeno llamado
“slippage” o deslizamiento de la DNA polimerasa (Schlotterer y Tautz, 1992,
Viguera et al., 2001; Zane et al., 2002). En este tipo de errores el extremo 3’ de la
hebra naciente se desaparea y se reaparea con otra de las repeticiones en el
molde, formandose un bucle en una de las hebras. Dependiendo de que el bucle
se forme en la hebra naciente o molde, se formaran respectivamente expansiones

o deleciones en el DNA (Streisinger et al. 1966).

1.1 Conformaciones del DNA asociadas a la inestabilidad génica

El DNA puede tener diferentes tipos de conformaciones que generalmente estan
asociadas a puntos calientes de inestabilidad gendmica (Wang y Vasquez 2006;
Myers et al. 2008; Vasquez y Hanawalt 2009). Algunos procesos metabdlicos
como la replicacion, la transcripcion y la reparaciéon del DNA necesitan que la
doble hebra de DNA se desaparee (Mirkin 2006; Wang y Vasquez 2006; Mirkin
2007; Voineagu et al. 2009a). Si en esa zona hay repeticiones inversas en la
secuencia, al desaparearse se pueden formar estructuras en forma de horquilla

(Figura 2A) o estructuras cruciformes.

Cuando las repeticiones tienen un alto contenido en bases CG se pueden formar
otro tipo de estructura llamada cuadruplex o tetrahélice (Figura 2B) a través de
emparejamientos de Hoogsteen entre cuatro guaninas unidas por puentes de
hidrogeno (Voineagu et al. 2009b). Estas estructuras se encuentran cerca de

promotores de genes y en los telomeros.

Otra estructura que puede formarse es la ocasionada por deslizamiento de
cadenas (Figura 2C) comentado anteriormente. Las cadenas pueden elongarse o

acortarse en procesos metabodlicos como la replicacion. La probabilidad de la

12
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formacion de estructuras S-DNA se incrementa con la longitud de la repeticion
implicada y se reduce cuando las repeticiones no son perfectamente

complementarias (Voineagu et al. 2009a).

Las repeticiones invertidas de fragmentos de DNA de polipurinas-polipirimidinas
pueden formar estructuras en triplex (Figura 2D) o H-DNA (Mirkin 2006; Wang and
Vasquez 2006; Mirkin 2007) En algunos casos, las moléculas de DNA con
repeticiones de tipo GAA/TTC pueden formar una conformacién denominada
“sticky DNA” (Figura 2E), correspondiente a la formacién de una estructura triplex
intramolecular entre dos regiones con este tipo de repeticiones en orientaciéon

directa (Wang y Vasquez 2006; Voineagu et al. 2009a).

La estructura en Z-DNA es una doble hélice levogira que forma un esqueleto en
zig-zag (Wang y Vasquez 2006). Tiene una secuencia alternante de bases puricas
y pirimidinicas y esta favorecida por un alto contenido en C-G. Esta conformacion

tiene una gran inestabilidad en bacterias.

13
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Figura 2: Estructuras de DNA inusuales formadas por secuencias repetidas.
A. Estructura en horquilla imperfecta, formada por repeticiones del tipo (CNG)n. B. Estructura en
cuadruplex formada por repeticiones (CGG)n. C. Estructura S-DNA formada por repeticiones
(CTG)n+(CAG)n. D. Estructura en triplex formada por repeticiones (GAA)n. E. Estructura en triplex
intramolecular “sticky DNA”. La hebra propensa a adoptar una estructura secundaria se muestra en
rojo, su hebra complementaria en verde y el DNA flanqueante en gris. (Adaptada de Mirkin, 2004,
Mirkin, 2007).

1.2 Inestabilidad de secuencias de DNA repetidas asociada a la patogénesis

bacteriana

Las secuencias de DNA repetidas se caracterizan por su alta inestabilidad, lo que
puede ser utilizada en beneficio de la propia célula tal y como se ha observado en
determinadas especies de bacterias patdégenas como Haemophilus o Neisseria.

En estas bacterias, mutaciones de cambio de fase de lectura en repeticiones de

nucleodtidos activan o inactivan determinados genes, llamados genes de

14

Universidad Internacional de Andalucia, 2012



contingencia, de una forma reversible (Moxon et al., 1994; Bayliss et al., 2001).
Algunas regiones de DNA repetidas parecen estar vinculadas con los mecanismos
de adaptacion, virulencia y patogenicidad de los microorganismos (Van Belkum et
al., 1998; Benson, 1999; Denoeud y Vergnaud, 2004). Asi, en los promotores y en
la region codificante de los genes de contingencia hay microsatélites (simple
sequence contingency loci) que regulan el marco de lectura y el grado de
expresion génica. La regulacion de estos genes produce una rapida adaptacion a
entornos desfavorables, porque pueden desarrollar gran cantidad de posibles
fenotipos con los que adaptarse a un ambiente hostil (Moxon et al., 1994; Bayliss
et al.,, 2001) y aumenta la capacidad de virulencia de patégenos como

Haemophilus o Neisseria entre otros.

2. Abundancia de repeticiones en genomas bacterianos

Los organismos procariotas tienen una gran variedad y riqueza de repeticiones en
su genoma. Hay diferentes medidas para poder clasificar estas repeticiones que

nos proporcionan diferentes perspectivas:

— Indice de repeticion: mide el grado en el que las secuencias del genoma se
repiten.

— RSF (Relative Simplicity Factor): mide la cantidad de SSR en el genoma

— Cobertura de la repeticion: mide la longitud total de repeticiones no

solapadas dividida entre el tamafno del genoma

Asi, diferentes estudios concluyen que para repeticiones de mas de 300
nucledtidos y considerando la cobertura de repeticion, encontramos genomas de
procariotas con un rango de repeticiones que van entre el 0%, es decir, no existen
repeticiones de esa longitud, hasta un 42% del genoma. En el rango inferior se

encuentran las bacterias endosimbiontes obligadas, como Buchnera spp., que

15
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tiene pocas repeticiones en su genoma, mientras que las bacterias endoparasitas
obligadas, como Phytoplasma spp. tienen gran densidad de repeticiones. A pesar
de que ambos grupos han evolucionado por reduccidn del material genético
(Shigenobu et al., 2000; Gil et al., 2003; Oshima et al., 2004), se piensa que
patégenos como Phytoplasma spp. utilizan las repeticiones para generar

variabilidad genética.

En general, los procariotas suelen tener SSRs de pequefio tamafio y dentro de
ellos, los que tienen motivos SSR de mayor tamafo son los procariotas de vida
libre. La mayoria de los genomas con grandes motivos SSR pertenecen a las

Proteobacterias o a las Cianobacterias.

En el estudio realizado por Treangen et al., 2009, utilizando la herramienta
Repeatoire, se analizaron 720 cromosomas y encontraron 144.118 repeticiones
clasificadas en 56.196 familias. En la Figura 3 a) podemos observar que
aproximadamente el 99% de las repeticiones encontradas fueron menores de
10kb y mas del 80% son de 2kb o incluso mas pequefias. En la Figura 3 b) se
puede observar que hay grandes segmentos duplicados porque 267 familias de

repeticiones abarcan 10 kb o mas, variando su tamano entre 10 y 143kb.

16
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Figura 3: Distribucién de repeticiones >300nt. Tomada de Treangen et al., 2009

3. Técnicade MLVA (Multiple Loci VNTR Analysis)

Las secuencias repetidas descritas anteriormente son altamente inestables,
pudiendo presentar variabilidad en el numero de unidades de cada repeticion,
designandose entonces como numero variable de repeticiones en tandem (VNTR)
(Van Belkum et al.,, 1998; Fenollar y Raoult, 2004). Como ya se comento
anteriormente, el origen de la inestabilidad de los VNTRs puede ser ocasionado
por el desapareamiento de la cadena de DNA durante su sintesis (Strand et al.,
1993; Viguera et al., 2001), o en la reparacion de la rotura de la doble cadena de

DNA, entre otras causas (Ozenberger y Roeder, 1991). La variacion puede ser
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encontrada facilmente cuando las bacterias contienen regiones de repeticiéon de
diversas longitudes en el mismo locus genémico (Weir, 1992; Smouse y Chevillon,
1998). Debido a su polimorfismo, los VNTR han sido utilizados como marcadores
de DNA para la tipificacion molecular de varias especies bacterianas (Chang et al.,
2007).

La técnica de analisis de multiples regiones de VNTR se designa como MLVA
(Multiple Loci VNTR Analysis) y su objetivo es la identificacion de loci de
variabilidad en el genoma (Van Belkum, 2007). La utilizacion de cebadores para la
PCR que delimiten la regidn de repeticion, posibilita visualizar el polimorfismo en el
numero de unidades repetidas VNTR, mediante un analisis sencillo por
electroforesis, siendo el numero de repeticiones calculado en base al tamafio de
las secuencias amplificadas (Van Belkum et al.,, 1998; Titze-de-Almeida et al.,
2004).

Las regiones de DNA repetidas de tipo minisatélites fueron primero descubiertas
en humanos por Wyman y White en 1980 (Wyman y White, 1980), y el primer
ensayo MLVA fue también utilizado para genotipado humano (Balasingham,
2008). En estos casos estudiados, las regiones de DNA repetidas son muy
frecuentes, comprendiendo el 10% o mas del genoma (Benson, 1999). La
caracteristica polimérfica de los VNTRs llevd a su uso en areas como las pruebas

de paternidad y la medicina forense (Mayr, 1995).

Estas regiones estan también presentes en los procariontes, donde se incluyen los
microorganismos de relevancia médica (Van Belkum et al., 1998; Chang et al.,
2007), pudiendo utilizarse para el tipado de alta resolucion de bacterias (O'
Dushlaine et al., 2005), con informacion significativa sobre sus relaciones

genéticas y evolucion.

El MLVA ha sido reconocido como una técnica novedosa, sencilla y flexible,
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desarrollada esencialmente para el tipado de especies bacterianas de relevancia
clinica, y pudiendo ser usada eficientemente para rastrear brotes u otras formas
de diseminaciéon bacteriana (Van Belkum, 2007). De esta forma, el analisis de
variabilidad de las regiones conteniendo VNTRs contribuye a los estudios
epidemioldgicos (Van Belkum et al.,, 1988; Doyle et al., 2006) y filogenéticos de
microorganismos de interés. Segun Vergnaud y Pourcel (2009) la técnica MLVA

podra tornarse en el patron oro para el tipado de muchos patégenos.

El tipado de microorganismos a través del analisis MLVA depende de la correcta
selecciéon de los marcadores (regiones de VNTR), y aunque éstos individualmente
no aporten informacion relevante sobre los grupos de microorganismos, al
presentar mucha variabilidad o un alto nivel de homoplasia, la combinacion de
regiones independientes, debidamente seleccionadas, puede ser altamente
discriminatoria (Le Fléche et al., 2001; Denoeud y Vergnaud, 2004; Cesar, 2008).

La técnica MLVA se ha venido aplicando con éxito creciente en especies
bacterianas, tales como Bacillus anthracis (Keim et al., 2000; Le Fléche et al.,
2001), Brucella sp. (Le Fleche et al., 2006), Francisella tularensis (Farlow et al.,
2001), Legionella pneumophila (Pourcel et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis
(Le Fleche et al., 2002), Neisseria meningitidis (Yazdankhah et al., 2005; Liao et
al., 2006), Pseudomonas aeruginosa (Onteniente et al.,, 2003; Vu-Thien et al.,
2007); Salmonella enterica (Lindstedt et al., 2003; Liu et al., 2003), Staphylococcus
aureus (Sabat et al., 2003; Hardy et al., 2004), Yersinia pestis (Le Fléche et al.,
2001; Pourcel et al., 2004), y Xylella fastidiosa (Coletta-Filho et al., 2001).

El tipado de microorganismos por MLVA ha hecho posible identificar aislados de
forma sensible y especifica, con rapidez, bajo costo, facilidades de

implementacion, uso e interpretacion de los resultados (Cesar, 2008).
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4. Caracteristicas de las DNA polimerasas de translesiéon (TLS): dinB, polB y
umuCD

La supervivencia de los organismos unicelulares depende de su eficiencia para
replicar fielmente su informacion genética. En ocasiones, durante la replicacion del
DNA se producen errores inducidos por modificaciones de base en el DNA molde
o cambios de estructura del DNA que hacen que la replicacion se bloquee.
Durante la evolucion, las células han desarrollado un proceso conocido como
sintesis de translesion (TLS) que permite que la replicacion continue y minimizan
la muerte celular que se produce cuando se bloquea la replicacion. En la sintesis
de translesion hay implicadas DNA polimerasas propensas a errores, como la
DNA polimerasa |l (Familia B), la DNA polimerasa IV (Familia Y) y la DNA
polimerasa V (Familia Y). La fidelidad reducida que presentan estas polimerasas
de translesién se debe a diferencias estructurales con respecto a la DNA
polimerasa replicativa, lo cual les permite adaptarse y replicarse a través de una
lesion en el DNA (Schneider et al., 2009).

Al estudiar estas DNA polimerasas in vitro se observé que tenian una serie de

caracteristicas peculiares:

o cuando copian DNA no dafado producen una tasa mayor de errores que
las DNA polimerasas replicativas

o carecen de actividad exonucleasa 3’-5’ de correccidn de errores

o copian el DNA de forma distributiva en contraposicion a la alta procesividad
observada para las DNA polimerasas de la replicacion

o realizan la sintesis de translesion del DNA dafado

Las DNA polimerasas especializadas tienen un alto potencial mutagénico que la
célula tiene que regular para poder mantener su estabilidad genémica. Se induce
su expresion cuando hay DNA danado (Friedberg et al., 2002).
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DinB o DNA polimerasa IV:

La DNA polimerasa IV o DinB de E. coli esta codificada por el gen dinB y se
identificod inicialmente como un gen inducible por dafo (damage inducible
gene). Las mutaciones predominantes eran del tipo frameshifts y ocurrian
en su mayoria en regiones de bases idénticas (Wood y Hutchinson, 1984).
DinB es una DNA polimerasa con una longitud de 351 aminoacidos y su
expresion se induce unas 10 veces cuando se activa la respuesta SOS de

la bacteria.

La fidelidad de sintesis de DNA de Pol IV es mas baja que la de Pol |l o Pol
[l (Nohmi, 2006). Pol IV interactua con la subunidad  de la holoenzima Pol
lll, con su extremo C-terminal (Bunting et al., 2003), lo que es
funcionalmente importante para sus efectos mutadores, asi como para su
actividad TLS (Lenne-Samuel et al., 2002). Esta polimerasa copia DNA no
danado cuando la horquilla de replicacion se bloquea al encontrar alguna
base dafiada, en cuyo caso, la DNA polimerasa replicativa es reemplazada
por la DNA polimerasa |V, pudiendo extender la extremidad 3’ naciente.
DinB no tiene actividad 3'-5' exonucleasa (de correccion) que previene este
tipo de errores. La sobreexpresion de dinB provoca un aumento del numero
de mutaciones por cambio de marco de lectura. Esta mutagénesis asociada
a DinB, es responsable de la produccion de mutaciones adaptativas en la
fase estacionaria, proporcionando a la bacteria mayor flexibilidad frente al
estrés ambiental, aumento de la supervivencia a largo plazo y adaptacién

evolutiva.

La estructura tridimensional de DinB presenta diferencias significativas con
respecto a polimerasas de alta fidelidad como dominios de pulgar y palma

mas pequefos, un dominio adicional “menique” o ‘little finger” altamente
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flexible y un sitio activo amplio que posibilita que las polimerasas de la
familia Y puedan acomodar aductos voluminosos en el DNA (Yang, 2003).
La posible estructura tridimensional de la DNA polimerasa IV (ID Uniprot

Q47155) la podemos observar en la Figura 4.

Figura 4: Estructura cristalina de DNA Pol IV o dinB (PDB ID: 1UNN)

PolB o DNA polimerasa Il

La DNA polimerasa Il (ID Uniprot P21189) tiene actividad exonucleasa 3’-5,
es codificada por el gen polB y es inducible por SOS. A pesar de esta
actividad correctora, Pol Il participa en la sintesis de translesion siendo una
polimerasa propensa a errores de tipo de frameshifts -2 cuando replica a
través de varios tipos de danos en el molde de DNA (Becherel y Fuchs,
2001). La principal funcion de la DNA polimerasa Il es la reparacion de
DNA. Participa en la formaciéon de mutaciones espontaneas en plasmidos F’
en condiciones de estrés nutricional y colabora en el reinicio de la
replicaciéon en células con dafos producidos por radiaciones ultravioleta
(Nohmi, 2006). La estructura tridimensional de la polimerasa Il la podemos

observar en la Figura 5.

22

Universidad Internacional de Andalucia, 2012


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1UNN

Figura 5: Estructura cristalina de DNA Pol 1l o polB (PDB ID: 3MAQ)

Proteina UmuCD o DNA polimerasa V:

La DNA polimerasa V esta compuesta por dos subunidades umuC (ID
Uniprot POAG11) y umuD (ID Uniprot D616Z4), (Figura 6). La proteina
umuCD esta implicada en la proteccidon de la célula frente a la radiacién

ultravioleta y es inducible por SOS.

El nidmero de moléculas de DNA polimerasa V por célula es de
aproximadamente 15. Tras la induccion de SOS, se aumenta la sintesis de
la proteina umuCD hasta 200 moléculas por célula y se induce en 50

minutos tras someter a la célula a radiacion ultravioleta (Nohmi, 2006).

En respuesta a danos en el DNA, umuD,C disminuye la tasa de replicaciéon
del DNA, proporcionando a la célula mas tiempo para reparar el dano.
umuD’ podria inducir una transicion de una reparacion fiel a mutagénesis.

Schlacher et al. propone que para la forma nativa de umuC y un patrén de
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DNA lineal, el unico requisito que necesita la DNA polimerasa V para

activarse es RecA. Pol V y RecA interactuan de dos formas diferentes:

— viaumuC sin DNAy ATP
— via umuD’ en presencia de ATP y DNA

UmuCD, en su forma activa umu(D’),C, se une junto a dos subunidades de
la DNA polimerasa lll, a la regién del DNA donde se ha producido la lesién,
formando un mutasoma. Este mutasoma facilita la replicacién tendente a
error, es decir, se introduce una mutaciéon que hace que la replicacion
pueda continuar. La DNA polimerasa V es una de las responsables de la

sintesis de translesion (Tang et al., 1999; Gonzalez y Woodgate, 2002).

Figura 6: Estructura cristalina de umuCD (PDB ID: 1AY9)
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II.  OBJETIVOS

Identificar y analizar las secuencias repetidas en los genomas de cepas de
la bacteria patégena Haemophilus influenzae con fines de genotipado
molecular.

Identificar la presencia de genes codificantes para DNA polimerasas de
translesion en los genomas de las bacterias en estudio.

Estudiar una posible correlacion entre la presencia de estas DNA
polimerasas de translesidon y la riqueza en secuencias repetidas en

genomas de las bacterias analizadas.
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1. METODOLOGIA

1. Andlisis informatico de secuencias repetidas de DNA para su uso como
candidatos VNTR

Se analizaron las secuencias de DNA gendmico de las cepas de referencia de
Haemophilus influenzae PittEE (referencia en la base de datos del NCBI
NC_009566) y Haemophilus influenzae PittGG (con referencia NC_009567 en
NCBI) en busca de secuencias repetidas de DNA. Se elige esta bacteria por ser
de vida libre y no poseer DNA polimerasas de translesion (se puede ver el proceso
de como se ha seleccionado en el apartado 2: Distribuciéon de las DNA polimerasas
de translesion en Enterobacteriaceae y Pasteurellaceae). Para ello se empled el
software de la base de datos de repeticiones en tandem desarrollada por Le
Fléche et al. (2001) y Denoeud y Vergnaud (2004). Esta base de datos esta

disponible gratuitamente en http://minisatellites.u-psud.fr. En la Tabla 7 se

muestran varias bases de datos publicas sobre elementos repetidos en genomas

procariotas.
Database Description URL References
Mobile genetic .
ACLAME clements http://aclame.ulb.ac.be Leplae et al. (2004)
CBS Genome . . . Hallin & Ussery
Atlas Generic repeats http://www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas (2004)

CRISPRdb CRISPR repeats  http://crispr.u-psud.fr/crispr/CRISPRdatabase.php  Grissa et al. (2007)

e Insertion : - Siguier et al.
IS-Finder sequences http://www-is.biotoul.fr (2006)
Prokaryote . . . Sreenu et al.
MiICdb microsatellites http://www.cdfd.org.in/micas (2003)
i’ . . Srividhya et al.
ProphageDB Prophages http://ispc.weizmann.ac.il/prophagedb (2007)
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Tandem
Repeats DB

Tandem repeats

http://minisatellites.u-psud.fr

Le Fléche et al.
(2001)

Tabla 7: Bases de datos de secuencias repetidas en procariotas (Treangen et al. 2009).

PROGRAM Availability/URL References
Email: taneda@si.hirosaki-u.ac.jp
ADPLOT Taneda (2004)
CRISPRFEINDER http://crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php Grissa et al. (2004)
CRT http://www.room220.com/crt Bland et al. (2007)
EULERALIGN http://www.stat.psu.edu/~yuzhang Zhang & Waterman (2003)
MREPATT http://alggen.lsi.upc.es/recerca/search/mrepatt Roset et al. (2003)
MREPS http://bioinfo.lifl.fr/mreps Kolpakov et al. (2003)

PATTERN LOCATOR

http://www.cmbl.uga.edu/software.html

Mrazek & Xie (2006)

http://www.ruhr-uni-

PHOBOS bochum.de/spezzoo/cm/cm_phobos.htm NA
PILER http://www.drive5.com/piler Edgar & Myers (2005)
REAS Email: ReAS@genomics.org.cn Li et al. (2005)
RECON http://selab.janelia.org/recon.html Bao & Eddy (2002)
REPEATFINDER http://www.cbcb.umd.edu/software/RepeatFinder Volfovsky et al. (2001)
REPEATOIRE http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/Repeatoire Treangen et al. (2009)
REPEATSCOUT http://bix.ucsd.edu/repeatscout Price et al.(2005)
REPET http://urgi.versailles.inra.fr/tools/REPET NA
REPSEEK http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/RepSeek Achaz et al. (2007)
REPUTER http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/reputer Kurtz et al. (2001)
SPUTNIK http://espressosoftware.com/sputnik NA
SSRIT http://finder.sourceforge.net Temnykh et al. (2001)
STAR http://atgc-montpellier.fr/star Delgrange & Rivals (2004)
TRED http://tandem.sci.brooklyn.cuny.edu/Tandem Sokol et al. (2007)
TRE http://tandem.bu.edu/trf/trf.html Benson (1999)

Tabla 8: Programas para analizar repeticiones (Treangen et al. 2009).

Existen otros programas (ver Tabla 8) que permiten analizar repeticiones. Uno de
ellos es el programa Tandem Repeat Finder (TRF) que se encuentra en la base de
datos Tandem Repeats Data Base (TRBD) disponible gratuitamente en

https://tandem.bu.edu/. Es un repositorio publico de secuencias repetidas en
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tandem en el DNA genomico. Contiene herramientas para el analisis de
repeticiones, prediccion de polimorfismos, seleccion de cebadores, visualizacion y

descarga de los datos con distintos formatos.

En una primera fase, se han considerado diversos criterios para la seleccion de las
posibles secuencias candidatos a VNTR. Su eleccién en la base de datos de
repeticiones en tandem incluyé repeticiones iguales o superiores a 9 pb (U),
repetidas por lo menos 3 veces (N) y una conservacion interna igual o superior a
80% (Vergnaud y Pourcel, 2009). Se consideré igualmente la ausencia de similitud
de la secuencia candidata y de sus regiones flanqueantes con secuencias
pertenecientes a otros géneros taxondmicos (Monteil et al., 2007), ademas de la
secuencia consenso, realizandose con ese fin un analisis BLASTN

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Las secuencias potenciales para ser VNTR se designaron como Hi (H. influenzae
VNTRSs) seguido por un numero. La localizacion de cada Hi en el genoma de H.
influenzae se designa como “locus”. Un “alelo” corresponde a un niumero dado de

unidades repetidas para un determinado Hi o locus.

2. Disefio de cebadores, amplificacién, andlisis y seleccién de los candidatos
VNTR

El software desarrollado por Le Fléche et al. (2001) y Denoeud y Vergnaud (2004)
permite obtener igualmente las secuencias flanqueantes de los candidatos para
VNTR, 500 pb 5’ y 500 pb 3’ de la secuencia repetida (se puede seleccionar de 50,
100, 200 o 500 pb).

Los cebadores se disefiaron usando el programa informatico, integrado en la base
de datos de Le Fléche et al., FastPCR (Kalendar et al., 2009). La seleccion de
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estos se realizé en las regiones flanqueantes del motivo repetido y alejados de
éste al menos 40 pb, como sugieren Vergnaud y Pourcel (2009), por su especial
importancia en la reaccion de PCR multiplex. Los cebadores fueron analizados

con el software Primer Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) disponible, de

forma gratuita, en el NCBI, para minimizar posibles productos de amplificacion no

deseados.

Los candidatos a VNTR obtenidos de este estudio se podrian ensayar en distintas

cepas, siendo suficiente un numero minimo de diez (Vergnaud y Pourcel, 2006).

La amplificacion de los loci de repeticiones en tdndem se puede llevar a cabo
mediante PCR multiplex. La separacion de los productos de PCR se haria por
electroforesis en gel de agarosa y visualizacion por tincion con bromuro de etidio o
SyberSafe®, incluyéndose muestras procedentes de cepas de referencia, asi
como un marcador de tamafo molecular. Si se requiere una resolucion mas alta
puede recurrirse a un gel de poliacrilamida o separacion por secuenciador capilar
marcando previamente los cebadores con un fluorocromo especifico de cada

fragmento.

La imagen del gel tras la electroforesis se puede analizar empleando un software
especifico como BioNumerics (Applied Maths, St. Martens Latem, Bélgica), que
permite determinar el tamafio de las bandas. El numero de repeticiones en los
nuevos alelos se estimaria restando el tamano de la regidn invariable flanqueante
al tamano del amplicén, y dividiendo por la longitud de la unidad de repeticion,

segun lo determinado para la cepa de referencia H. influenzae.

La seleccion final de los candidatos a VNTR incluye diversos criterios descritos en
Monteil et al., 2007. Se excluiran los loci candidatos con menos de dos alelos
diferentes; en caso de que dos VNTRs candidatos sean isomoérficos, uno de ellos

sera excluido.
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3. Validacion del MLVA

Después de la seleccion de los candidatos seria necesario definir una coleccién
apropiada de cepas del microorganismo a tipar. Este grupo de cepas debe haber
sido caracterizado anteriormente y tipado usando los métodos de tipificacion
clasicos (Vergnaud y Pourcel, 2009), para que el MLVA pueda ser comparado en
términos de eficacia. Frecuentemente son suficientes unas docenas de cepas para
la fase de optimizacién del ensayo, la validez de éste se incrementa cuantas mas
cepas son genotipadas y comparando sus coeficientes de similitud (Vergnaud y
Pourcel, 2006). Una vez validadas las parejas de cebadores especificos, esto nos

permitiria su utilizacidén para el tipaje de nuevas cepas.

4. Anadlisis de los datos de MLVA

Para evaluar los sistemas de tipificacion epidemioldgica microbiana, el Grupo de
Estudio en Marcadores Epidemiologicos de la Sociedad Europea de Microbiologia
Clinica y Enfermedades Infecciosas recomienda que los criterios de eficacia
estandar a utilizar en el nuevo esquema de MLVA, sean tipabilidad (T),
reproducibilidad (R), estabilidad (S), concordancia epidemiolégica (E), y poder

discriminatorio (expresado como HGDI) (Struelens, 1996).

El poder discriminatorio es una caracteristica clave de los sistemas de tipificacion
(Struelens, 1998). Para la evaluacion del poder discriminatorio de los VNTRs
seleccionados, se cuenta con el indice de diversidad de Hunter y Gaston (HGDI)
(Hunter y Gaston, 1988). Este indice de discriminacion para métodos de tipado se
basa en la probabilidad de que dos cepas no relacionadas muestreadas de la

poblacién de prueba estén colocadas en diferentes grupos de tipado.
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Se define como:

5

1
DI = ——— 2 nj(nj — 1)

NN - 1),

siendo:
N=numero de aislados o cepas;
S=numero total de alelos;

nj=numero de aislados o cepas con el alelo j.

Segun Hunter y Gaston (1988) en el desarrollo de un nuevo analisis de tipado,
debe procurarse un indice discriminatorio tan elevado como sea posible,
dependiendo del nivel aceptable de un numero de factores, siendo conveniente un
indice de mas de 0,90 si se pretende que los resultados sean interpretados con
confianza. Se considera un indice elevado cuando éste es superior a 0,95
(Struelens, 1996).

El indice de diversidad aplicado a los datos VNTR, es una medida de la variacion
del numero de repeticiones en cada locus, y puede aplicarse a VNTRs individuales
0 combinados. Puede variar desde cero (sin diversidad) a uno (diversidad
extrema). Es decir, loci con un numero similar de repeticiones en cada muestra
presentara un indice de diversidad inferior, mientras que cuando el niumero de
repeticiones es diferente en casi todas las muestras tendra un indice de diversidad
muy alto (V-DIC, 2009). Los valores de indice de diversidad registrados se haran

acompanar de intervalos de confianza.

La utilizacion del software BioNumerics permite catalogar y analizar para cada
aislamiento el numero de repeticiones en cada locus VNTR, y construir un
dendrograma, en el que se pueden visualizar las similitudes de los elementos que

lo integran, asi como, los perfiles que encajan pueden ser identificados
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rapidamente.

5. Gestion de datos

El resultado final del analisis consiste en los datos de tipado, expresados como el
numero de copias repetidas (Vergnaud y Pourcel, 2006). Estos datos se deben
almacenar en bases de datos acompafados por toda la informacion sobre las
cepas (caracteristicas fenotipicas y bioquimicas, origen, informacién clinica o
ambiental, etc.) (Vergnaud y Pourcel, 2009). Segun Vergnaud y Pourcel (2006) en
proyectos de pequefa dimension, con unas pocas docenas de cepas y/o cuando
la caracterizacion biolégica de las cepas esta limitada al tipado por MLVA, hay
poca necesidad de un sistema de gestion de base de datos. Sin embargo, en
proyectos de mayor envergadura se reclama un sistema de gestion. El software

mas usado para este fin es el BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,

Bélgica) descrito anteriormente. Es aconsejable poner los datos a disposicion de
los investigadores, como puede ser la base de datos del MLVAbank
(http://minisatellites.upsud.fr) para el genotipado bacteriano (Vergnaud y Pourcel,
2009).

6. Coleccion de cepas de Haemophilus influenzae

Los aislados de Haemophilus influenzae a utilizar en el presente estudio son las H.
influenzae PittEE y H. influenzae PittGG cuyos genomas completos son accesibles
en la base de datos GenBank cuyos cédigos de acceso son CP000671 vy
CP000672 respectivamente.
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7. ldentificacién de ort6logos de las DNA polimerasas de translesiéon

Para identificar homologos de las DNA polimerasas de translesion nos hemos
basado en la herramienta Blast del NCBI utilizando los parametros establecidos
por defecto para la busqueda. Como query se introduce la secuencia aminoacidica
de la DNA polimerasa TLS y no la secuencia de DNA para evitar que cambios
sindbnimos en su secuencia interfieran en la identificacion de los ortélogos. Se han
seleccionado las DNA polimerasas TLS de Escherichia coli puesto que en este
organismo dichas DNA polimerasas han sido ampliamente estudiadas tanto desde
el punto de vista genético como bioquimico. Se utiliza la secuencia proteica de los
genes dinB, polB y umuCD para hacer la busqueda de DNA polimerasas TLS en
otras especies. Para el estudio que abordamos en este trabajo necesitamos
identificar un microorganismo que no posea dichas DNA polimerasas de

translesion y que ademas, sea de vida libre.

La primera busqueda planteada fue encontrar este organismo dentro de las
enterobacterias. Dado que estamos interesados en genomas completamente
secuenciados, no realizamos una busqueda global con Blast en todas las
enterobacterias. Para identificar qué enterobacterias estan totalmente

secuenciadas, realizamos wuna consulta en la base de datos GOLD

(www.genomesonline.org). Para identificar los ortélogos de polB, dinB y umuCD,
se realizaron tres busquedas. Por un lado, en los genomas seleccionados, se
realizd6 una busqueda directa en el listado de genes para seleccionar aquellos
ortdlogos ya identificados. Por otro lado, hemos consultado las fichas Uniprot

(www.uniprot.org) de dinB, polB y umuCD en E. coli y hemos estudiado su

distribucion en otros genomas. Por ultimo, hemos realizado un analisis Blast con
los parametros previamente indicados para identificar posibles candidatos no
identificados hasta la fecha. Dado que los resultados de Blast obtenidos,
coincidian con los descritos en las bases de datos especificas de cada organismo,
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no realizamos analisis Blast reciproco. Todo este estudio, da como resultado un

listado con las enterobacterias que poseen DNA polimerasas de translesion.
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IV.  RESULTADOS

1. Andlisis informatico de secuencias repetidas de DNA (candidatos VNTR) y
disefio de cebadores

1.1. Analisis de secuencias candidatas a VNTR en las cepas de Haemophilus

influenzae PittEE y Haemophilus influenzae PittGG

Se ha realizado un estudio de las secuencias candidatas a VNTR de las cepas H.
influenzae PittEE (NC_009566.1) y H. influenzae PittGG (NC_009567.1). La
busqueda de VNTRs se realiza con el software Bionumerics a través de la base de
datos de repeticiones en tandem disponible en la web: http://minisatellites.u-

psud.fr/.

Anteriormente, en la Metodologia, hemos explicado la manera de hallar los
VNTRs. En nuestro trabajo hemos utilizado wuna utilidad del servidor
http://minisatellites.u-psud.fr que suministra los cebadores que flanquean a un

VNTR determinado en el genoma de H. influenzae (http:/minisatellites.u-

psud.frrASPSamp/base _ms/marqueurs.php). Si comparamos las cepas H.

influenzae PIittEE y H. influenzae PittGG nos proporciona una serie de VNTRs que

comparten un mismo cebador (Tabla 9).

N\c/):lebF;e Cebador reverse Cebador forward
Hi4-10 GACAGATGAAAAGAAAAGAT TATAATATGTTTTATTACAA
Hi4-11 TAAAAATGAATACAAAAATG AAGTTTTAACAAATCCTACA
Hi4-12 AACGGCAAGTGTTGCTTATG CTAGTTGTTCAGAAGCATTA
Hi4-2 ATTACCTGCAATAATGACAG TATTCAATGAACGGTAGAAT
Hi4-3 CCTCTTATATTATGTAATAT TTTAGTTTCTTTAATGCGTA
Hi4-4 CTAGTTGTTCAGAAACATTA TAAATGCAAGCATAGCCTAT
Hi4-5 CTAGTTGTTCAGAAACATTA GGCAGGTGTTGCTTATGCAG
Hi4-7 CTAATTGTTCAGAAACATTA TAAATGCAAGCACAGTCTAT
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Hi4-9 AAAATGAAAAGGATCTATAC ACTACCGCAACGGTTTTATT
Hi5-2 GTGATTTTTATCGACAATCT TACAGAGGGCATAATTTATG
Hi6-1 TCTACAATTTCTTGTTTTTC ATGGTGTTGGAAGAACCTGC
Hi6-3 TGACATAATCTATCCTCTTG TAGGTATAATACGAAAAGTT

Tabla 9: Cebadores comunes para VNTRs en H. influenzae PittEE y PittGG
Desarrollamos cada VNTR:

Hi4-10

GACAGATGAAAAGAAAAGAT
Cebador forward TATAATATGTTTTATTACAA

] Cepa PittEE Cepa PittGG

TTGC TTGC
Longitud (pb) 4 4
17 13

996670-996737 199854-199905

Hi4-11
Cebador reverse TAAAAATGAATACAAAAATG
Cebador forward AAGTTTTAACAAATCCTACA

] Cepa PittEE Cepa PittGG

AATC TTGA
Longitud (pb) 4 4
29.5 56.5

1057609-1057728 44507-44734

Hi4-12
Cebador reverse AACGGCAAGTGTTGCTTATG

Cebador forward CTAGTTGTTCAGAAGCATTA

] Cepa PittEE Cepa PittGG

CAAC TTGG
Longitud (pb) 4 4

19.8 30

1753955-1754033 1204392-1204511
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Hi4-2

ATTACCTGCAATAATGACAG
Cebador forward TATTCAATGAACGGTAGAAT

|  cepaPitEE |  CepaPittGG |
CAAT TTGA

4 4

12.8 24.8
1532091-1532141 1447451-1447549

Hi4-3

CCTCTTATATTATGTAATAT
Cebador forward ITTAGTTTCTTTAATGCGTA

] Cepa PittEE Cepa PittGG

ATCA TTGA
Longitud (pb) 4 4
23.3 25.3

43964-44056 1097031-1097131

Hi4-4
Cebador reverse CTAGTTGTTCAGAAACATTA

Cebador forward TAAATGCAAGCATAGCCTAT

] Cepa PittEE Cepa PittGG

CAA TTGG
Longitud (pb) 3 4
29 16

1691431-1691526 1259127-1259190

Hi4-5
Cebador reverse CTAGTTGTTCAGAAACATTA

Cebador forward GGCAGGTGTTGCTTATGCAG

| Cepa PittEE Cepa PittGG

CAAC TTGG
Longitud (pb) 4 4
19.8 30

1753955-1754033 1204392-1204511
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Hi4-7

CTAATTGTTCAGAAACATTA
Cebador forward TAAATGCAAGCACAGTCTAT

| cepaPitEE | CepaPittGG |
CAA TTGG

3 4

29 16
1691431-1691526 1259127-1259190

Hi4-9

AAAATGAAAAGGATCTATAC
Cebador forward ACTACCGCAACGGTTTTATT

| Cepa PittEE Cepa PittGG

AACC
Longitud (pb) 4
1.5

940723-940768

Hi5-2

GTGATTTTTATCGACAATCT

Cebador forward TACAGAGGGCATAATTTATG

] Cepa PittEE Cepa PittGG

TCGTC
Longitud (pb) 5
2.6

867539-867551

Hi6-1
Cebador reverse TCTACAATTTCTTGTTTTTC

Cebador forward ATGGTGTTGGAAGAACCTGC

] Cepa PittEE Cepa PittGG
AGAGCC TTCTGGCTCTTTTTGTACATC

Longitud (pb) 6 21
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55 25

340520-340552 751170-751221

Hi6-3
Cebador reverse TGACATAATCTATCCTCTTG
Cebador forward TAGGTATAATACGAAAAGTT
I Cepa PittEE Cepa PittGG
TTTTAA AAATTA
Longitud (pb) 6 6
3.5 3.5

Posici6on en genoma

67739-67759 1073307-1073327

1.2. Analisis de secuencias candidatas a VNTR en las cepas de Escherichia
coli K12 substr. MG1655 y Escherichia coli O157:H7 str. EC4115

Hacemos también este andlisis comparativo (Tabla 10) entre las cepas de
Escherichia coli K12 substr. MG1655 (NC_000913.2) y Escherichia coli O157:H7
str. EC4115 (NC_011353.1).

Nombre
VNTR Cebador reverse Cebador forward
GAGGGATTGTTACCTTGGTC GTTCCAGCCCCTTCAACCTTA
1571 TCAAAACAATGAAAGG GCTTATTCTGGCTC
GACCGGCAATCATCGGG GATGCTGGAAAAACTGATGC
15711 CCAACCA AGACTCGCGT
015713 GCAGCAAACGCCACAGTACC GTAGGTCATCTGCCGTGG
CATGCC TTCGAGCGCT
GCCGAAAAACGATGCAGCTG GACATTTCTGCCCGGGGGTTT
O157-31 ACTTAGGCG GTTTATTTCTGC
o157.33 GTGAAGGATAAGCTGCATT GCCTGACGCTAAAGATAAAG
TGTCAGTGATGTCCGAAG AAGAAAGCGTCGCG
GCCAGATAAACATCCAGCA GACTCTGCGGCAATATGGCG
1574 GGTCGAACGTCC TCTTTAGTATCTCCTG
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GCGGCGCATTAGCGTCGT CAGTTTGGCCATGCGTCTGG
15757 ATCAGGC GGTGAC
GACTGAGGCTGTCATCTCG GCGCTGGGAGGTGTCGCTC
O157-58 AAAGAGGGCATTCT AGATGG
GTCTTCATATTGTTTGCGATG | GTCCAGACGCCAGTGCAGCTTATTCT
1576 TCCCTGATGAACTTATTGA CCACG
GTTTGCTGTAGCCCAGGCC GTTCCGGCGGCGAAAGTTTC
O157-63 GTTGATCTTCTTC CTCGTTAG
GACTTACTCAGCGCCGCCAA GCACCGCACGTTTCTGAAAAA
Of57-64 CGAAGTCC GCGTCTACT
GGGGCGATCCCACCCTCCAT GAGCGGCAATTGTAATCCGGTGG
o157 CCTG cTTCC
GCTGTTCCCGTTCTTTGGC GCGTTACGCCGCAGAACCCA
0157-8 TTTACCGCC CCTGC
TR4/ 015725 | GGTGATGGCTTGATATTGA GCCACACTGCGAGTATAGAG
TR7/0157-19 | CGCAGTGATCATTATTAGC TGCTGAAACTGACGACCAGT
Vhec2/TR6 | AACCGTTATGAAAGAAAGTCCT TCGCCCAGTAAGTATGAAATC

Tabla 10: Cebadores comunes para VNTRS en E. coli K12 y 0157:H7

0157-1

GAGGGATTGTTACCTTGGTCTCAAAACAATGAAAGG
Cebador forward GTTCCAGCCCCTTCAACCTTAGCTTATTCTGGCTC

| cepakiz | CopaOisTH? |
Secuencia
consenso TGCTACCCCGGACGG GGCGTTGACATGAGAGAGGCTTACCTTCCC

Longitud (bp) 15 30

Posicién en
59040-59135 63902-63958

y también
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I Cepa K12 Cepa 0157:H7

ATT ATT

Longitud (bp) 3 3

4.3 4.3

59154-59166 64100-64112
0157-11

GACCGGCAATCATCGGGCCAACCA

Cebador forward GATGCTGGAAAAACTGATGCAGACTCGCGT
|  cepaki2 [ CepaOl57:H7 |
TGCAGG TGCAGG

Longitud (bp) 6 6

3.2 6.2
3985945-3985962 4781562-4781597
0157-13

GCAGCAAACGCCACAGTACCCATGCC

Cebador forward GTAGGTCATCTGCCGTGGTTCGAGCGCT
| cepak12 |  CepaOl57:H7 |
CCGCCAGCA CCGCCAGCA
Longitud (bp) 9 9

2 4
3688377-3688394 4432482-4432517
0157-31

GCCGAAAAACGATGCAGCTGACTTAGGCG

Cebador forward GACATTTCTGCCCGGGGGTTTGTTTATTTCTGC
| cepak12 | CepaOl57:H7 |

GGCGGCATG GGCGGCATG
9 9

4 4
4370653-4370688 5227081-5227116
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0157-33

GTGAAGGATAAGCTGCATTTGTCAGTGATGTCCGAAG

Cebador forward GCCTGACGCTAAAGATAAAGAAGAAAGCGTCGCG
| cCepaki2 | CepaOl57:H7 |
AAAGTGCTATGCAGTAA AAAGTGCTATGCAGTAA
Longitud (bp) 17 17
2.2 32
4437819-4437856 5295259-5295313
0157-4
GCCAGATAAACATCCAGCAGGTCGAACGTCC

Cebador forward GACTCTGCGGCAATATGGCGTCTTTAGTATCTCCTG

| CepaKi12 Cepa 0157:H7

GCACCTCATTGTTGTCGGCGCTCTCTGTGTG
Secuencia consenso - GA

Longitud (bp) - 33

2.3

1236376- 1236673 1678733-1678808

0157-57

GCGGCGCATTAGCGTCGTATCAGGC
Cebador forward CAGTTTGGCCATGCGTCTGGGGTGAC

—
GAGCCG

- 6

- 4.3
1039777-1040024 1219809-1219834

0157-58

GACTGAGGCTGTCATCTCGAAAGAGGGCATTCT
Cebador forward GCGCTGGGAGGTGTCGCTCAGATGG
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I Cepa K12 Cepa 0157:H7

GATTGCCG GATTGCCG
Longitud (bp) 8 8

24 24
1058736-1058754 1237866-1237884
0157-6

GTCTTCATATTGTTTGCGATGTCCCTGATGAACTTATTGA
Cebador forward GTCCAGACGCCAGTGCAGCTTATTCTCCACG
_
Longitud (bp) - =

N° copias - -
3623107-3623342 664796-665031
0157-63

GTTTGCTGTAGCCCAGGCCGTTGATCTTCTTC

Cebador forward GTTCCGGCGGCGAAAGTTTCCTCGTTAG
| cepak12 |  CepaOl57:H7 |
AGCGCC AGCGCC

Longitud (bp) 6 6

3.3 33
412078-412097 474838-474857
0157-64

GACTTACTCAGCGCCGCCAACGAAGTCC

Cebador forward GCACCGCACGTTTCTGAAAAAGCGTCTACT
| cepak12 | CepaOl57:H7 |

CGACTT CGACTT

6 6

3.2 32
3449535-3449553 4186525-4186543
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0157-7

GGGGCGATCCCACCCTCCATCCTG
Cebador forward GAGCGGCAATTGTAATCCGGTGGCTTCC

] Cepa K12 Cepa 0157:H7

Secuencia ACTCGCTGGCAAGAACTCTGCCGTCTGGCAG
ACCACGCTGGCTA  cACCAGGAGTGGTGTAATGACCACGCGCCTG
Longitud (bp) 13 62

N° copias 3.2 2.2
2014581-2014619 2640991-2641124

genoma

0157-8
GCTGTTCCCGTTCTTTGGCTTTACCGCC

Cebador forward GCGTTACGCCGCAGAACCCACCTGC
|  cepaki2 [ CepaOl57:H7 |

TGCCGGATGCTGAT GCCGGATGCTGATC
14 14

2.7 26
2579655-2579692 3297758-3297794

TR4 u O157-25

GGTGATGGCTTGATATTGA

GCCACACTGCGAGTATAGAG

- cepakl2 | CepaOl57:H7 |
- TGCAAA

- 6

- 43
1160727-1161059 1520733-1520758

TR7 u 0O157-19

CGCAGTGATCATTATTAGC
Cebador forward TGCTGAAACTGACGACCAGT
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0157-19:

| cepak12 | CepaOlS7:H7 |
CATCATCACGATCACGAA CACGAACATCAT
18 12
3.2 6.8
2184320-2184376 2861992-2862069

y TR7:
| cepak12 | CepaOl57:H7 |

CAT ACCACG

3 6

21.7 1.7
2184305-2184369 2862005-2862074

Vhec2 o TR6 u O157-34

AACCGTTATGAAAGAAAGTCCT

Cebador forward TCGCCCAGTAAGTATGAAATC

] cepaki2 | CepaOl57:H7 |
Secuencia TTAAATAATCTGCAGAAGTTAAATAAT
TTAAATAATCCACAGGAG A\ TACAGAAGTTAAATAATATACAGGAG
Longitud (bp) 18 54

12.4 35

Posicién en
4474015-4474238 5331530-5331718

2. Distribucion de las DNA polimerasas de translesion en Enterobacteriaceae y

Pasteurellaceae

Para identificar la presencia de genes homologos a las DNA polimerasas de
translesion dinB, polB y umuCD en enterobacterias hemos seleccionado, en
primer lugar, los genomas secuenciados completamente a dia de hoy. Esta

informacion la hemos obtenido a partir de la base de datos GOLD (Figura 11).
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La base de datos GOLD (Genomes OnLine Database) es un recurso de Internet

que permite el acceso integral a la informacién sobre los proyectos de genomas
completos y permanentes, asi como metagenomas y metadatos, en todo el

mundo.

Complete Published Genome Projects: 1652

A Archaeal: 101 Bacterial: 1396 | © Eukaryal: 155

12 3 4 5 nedo lasi>> (100 3

GOLD ID ORGANISM DOMAIN INFORMATION SIZE  CHROM #  PLASM#  GC% DATA SEQUENCING CENTER  GENOME DATABASE  PUBLICATION
PROTEOBACTERIA- 4747
Escherichia coli GAMMA Kb
GeDISE9 0g3:H1 NRG 857C Texonomy 4431 * * 50.68% CPODIESS
Entrez orfs
PROTEOBACTERIA-
vvvvvvvv GAMMA 2552 Mi%
GeD1628 enterocolitica Texonomy 1 1 CPO02246 e
Kb Epub
105.5R(r) Entrez
2011-03-10
Wikipedia
PROTEORACTERIA- | 3008 1 Biotechnology.
Ge01686 | Ensifer meliloti SM11 1 2 Biclefeld Uniy Epub
Taxonomy 3785
2011-03-09
Entrez orfs
CHLAMYDIAE
Chlamydophila 1171 Unpublished
[ ST Rl Taxonomy = 1 1 CPD02549 A ns
Entrez
FIRMICUTES 3940
Clostridium BMC Genomics
Ge01606  acetobutylicum EA Texonomy b 1 1 30.9% cP002118 12(1%:93
2018 e 3923 2011-03-08
wikipedia orfs
PROTEOBACTERIA-
eeeeeeeee ’ - PNAS Epub
GeDIBB2 | e e 62136 Taxonomy 2030 1 51.7% CPD02418 Univ of Maryland, 1G5 PO
Entrez orfs
LST
PROTEQBACTERIA- | 349
Neisseria Kb - PNAS Epub
GOOIEBL | e e Had/76 Texonomy 2096 1 51.4% CP002420 Univ of Maryland, 1GS bR

MLST

Figura 11: Base de datos GOLD

En funcién de este analisis, ofrecemos un listado de los genomas de

enterobacterias que estan secuenciados completamente:

e Buchnera aphidicola

« Candidatus Riesia pediculicola

« Citrobacter rodentium, Citrobacter koseri

« Cronobacter turicensis, Cronobacter sakazakii

o Dickeya dadantii, Dickeya zea

o Edwardsiella tarda, Edwardsiella ictaluri

« Enterobacter cloacae, Enterobacter sp.

o« Erwinia billingiae, Erwinia amylovora, Erwinia pyrifoliae, Erwinia

tasmaniensis
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o Escherichia coli, Escherichia fergusonii

o Kilebsiella variicola, Klebsiella pneumoniae

« Pantoea sp., Pantoea vagans, Pantoea ananatis

« Pectobacterium wasabiae, Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium
atrosepticum

o Photorhabdus asymbiotica asymbiotica, Photorhabdus luminescens
laumondii

o Proteus mirabilis

« Providencia alcalifaciens

e Rahnella sp.

o Salmonella enterica

e Serratia proteamaculans

« Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae

e Sodalis glossinidius morsitans

o Wigglesworthia glossinidia

« Xenorhabdus nematophila, Xenorhabdus bovienii

e Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis

Una vez que tenemos todas las entereobacterias con genomas secuenciados
completamente, accedemos a sus secuencias genémicas en la base de datos de

GenBank, accesible desde la web del NCBI (National Center for Biotechnology

Information) a través del enlace www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/. EI NCBI

almacena y actualiza, constantemente, la informacién referente a secuencias
gendmicas en GenBank, gran cantidad de articulos cientificos sobre biomedicina,
biotecnologia, bioquimica, genética y gendmica en PubMed, una recopilacién de
enfermedades genéticas humanas en OMIM, y otros datos biotecnolégicos de

gran relevancia en diferentes bases de datos. También tiene herramientas
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bioinformaticas para el analisis de secuencias de DNA, RNA y proteinas, como por

ejemplo la herramienta BLAST utilizada en este trabajo.

En base a los genomas seleccionados en GOLD, obtenemos la informacion

almacenada en GenBank a través del enlace www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome

En la Figura 12 se especifica, como ejemplo, la informacion obtenida para el

genoma de Buchnera aphidicola.

Genome > Bacteria > Buchnera aphidicola str. 5A (Acyrthosiphon pisum), complete genome Links

Lineage: Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Buchnera; Buchnera aphidicola; Buchnera aphidicola (Acyrthosiphon pisum); Buchnera aphidicola
str. APS (Acyrthosiphon pisum); Buchnera aphidicola str. 5A (Acyrthosiphon pisum’

Genome Info: Features: BLAST homologs: Links: Review Info:
Refseq: NC_011833 Genes: 599 COoG Genome Project Publications: [1]
GenBank: CP001161 Protein coding: 555 TaxMap Refseq FTP Refseq Status: PROVISIONAL
Length: 642,122 nt Structural RNAs: 37 TaxPlot GenBank FTP Seq.Status: Completed
GC Content: 26% Pseudo genes: 7 BLAST Sequencing center: Joint Genome Institute
% Coding: 85% Others: 44 aMap Completed: 2009/01/06
Topoelogy: circular Contigs: Nene CDD
Molecule: DNA Other genomes for species: 4
Gene Classification based on COG functional categories Search gene, GenelD or locus_tag: [ Find Gene )
642122 nt
Zoom » il
1 11,322 ni b
2B ateH ateD avB '
gidA pF P
alpA W

Figura 12: Tabla obtenida en la base de datos GenBank a través de Genome de Buchnera
aphidicola

En esta tabla encontramos diversa informacién sobre cada enterobacteria, como
los identificadores, longitud del genoma, contenido en C+G, topologia, genes,... y
también referencias a diferentes bases de datos. Como se indicé en el apartado
de Metodologia, consultamos en el listado de genes la presencia de ortélogos de
los genes polB, dinB y umuCD de E. coli previamente identificados. Ademas,
realizamos consultas BLAST dentro de la misma pagina para encontrar

semejanzas lejanas no descritas entre la secuencia gendmica y las secuencias de
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las proteinas de translesion mencionadas. En conjunto, esta aproximacién nos

permite identificar qué enterobacterias poseen las DNA polimerasas Il, IV y V.

Las DNA polimerasas de translesidon estan conservadas a lo largo de la evolucion,
lo que nos permite, al ser analizadas con esta herramienta, conocer su presencia
en los diversos organismos y como consecuencia, identificar los organismos que

las conservan y las que no.

Se ha elaborado la siguiente tabla en la que se muestra la distribucién de las DNA
polimerasas de translesion y sus identificadores en el genoma de cada

enterobacteria, asi como el identificador de cada especie.

Especie Identificador Identificadores de los TLS
P dinB polB umuCD

Escherichia coli str.

K12 NC 000913 NP_414766 NP_414602 NP_415702
Escherichia fergusonii NC 011740 YP_002383855 YP_002381299 YP_002383050
No encontrada No encontrada No encontrada
Buchnesrt? aé):IdICOIa NC 011833 secuencia con secuencia con secuencia con
' homologia homologia homologia
significativa® significativa® significativa®
No encontrada No encontrada No encontrada
Candld.atu'.s Riesia NC 014109 secuencia con secuencia con secuencia con
pediculicola S ) ) )
homologia homologia homologia
significativa® significativa® significativa*
No encontrada
C'”°ba|c(t:ecrlrgge”““m NC 013716 YP_003363971 YP_003363712 secuencia con
homologia
significativa®
Citrobacter koseri
ATCC BAA-895 NC 009792 YP_001454501 YP_001454841 YP_001453404
Cronobacter NC 013282 YP_003209209 YP_003209054 YP_003210129
turicensis z3032 —— EE—
No encontrada
Cronobacter sakazakii secuencia con
ATCC BAA-894 NC 009778 YP_001439181 YP_001439338 ]
homologia
significativa*
Dickeya dadantii 3937 NC 014500 YP_ 003884298 YP_003884640 No encontrada

secuencia con
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218547508?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJ5KFCX011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218549259?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJ80AVV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_011833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/283784106?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RESD27V1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/283783847?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RESGKFED01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157147182?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RET4M390011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157147522?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RET7VXTM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157146085?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RETBXP44016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/260596638?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REU7F9SH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/260596483?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REU83PDX011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/260597558?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REUAJ0D2011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/156935265?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REUMZ8DX01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/156935422?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REUNZ731014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307132282?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REY4YSMJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307132624?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REY5VKET01S

homologia
significativa®
No encontrada

secuencia con

Dickeya zea Ech1591 NC 012912 YP_ 003003252 YP_003002931
homologia
significativa®
No encontrada
Edwardsiella tarda NC 013508 YP_003294844 YP_003294665 secuencia con
homologia
significativa®
No encontrada
Edwardsiella ictaluri NC 012779 YP_002932356 YP_002932160 EETUSIEE ol
homologia
significativa®
YP_ 003941425
Enterobacter cloacae NC 014618 YP_ 003943011 YP_ 003943190 YP 003941656
— ambas 100%
Enterobacter sp. 638 NC 009436 YP_ 001175499 YP 001175345 YP_ 001176938
Er""'“&gg'l'”g'ae NC 014306 YP_ 003740269 YP_ 003740089
YP_ 003739321
ErW'”'E:gé'O"c’ra NC 013971 YP_003537982 YP_ 003537763 YP 003539119
E”’"'”I'E% g}ggo"""e NC 012214 YP_ 002649707 YP_002647748 YP_ 002648537
ErW'”'aé‘;‘f/’gg‘“'e“S's NC 010694 YP_ 001908522 YP_ 001906675 YP_001907390
K'ebs'e”a;’;r“co'a At- NC 013850 YP_003441049 YP_003441233 YP_003438756
Klebsiella pneumoniae
NTUH K044 NC 012731 YP_ 002917958 YP_ 002917769 YP_ 002918971
Pantoea sp. At-9b. NC 014837 YP_ 004114698 YP_ 004114521 YP_004115462
Pantoea vagans C9-1 NC 014562 YP_003929936 YP_ 003929767 YP_003930853
Pantoea snanatis LMG NC_013956 YP_003519175 YP_003518985 YP_003520059
No encontrada
Pectobacterium secuencia con
R s lr U NC 013421 YP_ 003260782 YP_ 003261160 ’
homologia
significativa®
No encontrada
Pectobacterium secuencia con
carotoverm POL NC 012917 YP_ 003018843 YP_ 003019179 ’
homologia
significativa®
No encontrada
Pectobacterium secuencia con
atrosepticum NC 004547 YP_ 051558 YP_ 051940
SCRI1043 homologia
significativa*
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/251788531?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REYSB3JZ011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/251788210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REZ5PMA1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/269138144?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REZU2ZW701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/269137965?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=REZUYN1C011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238918842?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF1322S201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238918646?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF14NCR301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/311280780?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF1TJ531014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/311280959?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF1UGAPD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/311279194?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF1YWWRY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/311279425?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=RF1YWWRY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/146310425?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF2EVN3A01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/146310271?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF2HX1PB011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/146311864?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RF2JM2Y901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300715466?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFBWCZ0J011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300715286?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFC140N0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300717170?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFC2SKDN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300713282?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=RFC2SKDN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/292898613?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFCET456014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/292898394?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFD2UXTC011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/292899750?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFDARYTG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/259909351?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFDYB449016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/259907392?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFDZ0WBY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/259908181?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RFE52UMP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/188534725?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHFCW40T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/188532878?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHFEVYMF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/188533593?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHFGBTUH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/288936990?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJHHURM011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/288937174?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJN6XF301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/288934697?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJNSCUX01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238893224?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJWX16201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238893035?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHJZGXR401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238894237?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHK17F7N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317047050?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHKEM40801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317046873?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHKFR19G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317047814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHKHVD6E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308185805?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHKWDJB601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308185636?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHKVFVGC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308186722?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHKYYN3301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/291616433?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHM9DCFY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/291616243?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHMA261P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/291617317?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHMAZ5BT011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261822676?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHNE6D1K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261823054?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHNESATS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253689653?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHNU2P9S011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253689989?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHNUTS01011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50122391?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHP7K660016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50122773?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHPB5SC601S

Photorhabdus
asymbiotica

No encontrada

secuencia con

No encontrada

secuencia con

asymbiotica ATCC NC 012962 YP_003042052 ' ’
43949 homologia homologia
significativa® significativa®
No encontrada No encontrada
POiDEE L secuencia con secuencia con
Iumines__cens NC 005126 NP_928550
laumondii TTO1 homologia homologia
significativa® significativa®
Proteus mrabilis NC 010554 YP_ 002150135 YP_ 002152045 YP_ 002152203
Providencia NZ_ABXW010000
alcalifaciens o0 ZP 03317509 ZP 03319332 ZP 03319361
Rahnella sp. Y9602 NC 015061 YP_ 004211708 YP_004214474 YP_ 004215593
Salmonella enterica
subsp. enterica NC 012125 YP_002635952 YP_002635738 YP_002637304
Serratia
proteamaculans 568 NC 009832 YP_001477196 YP_001476965 YP_001478835
Sh'ge”agjc’)‘;‘e” SR NC 008258 YP 687878 YP 687644 YP 688703
No encontrada
Sh'ge'g%g’g}gj“ coe NC_010658 YP_001879027 YP_001878871 secuencia con
homologia
significativa®
No encontrada
Shigella sonnei Ss046 NC 007384 YP_309293 YP_309096 secuencia con
homologia
significativa®
No encontrada
Shlgellasgilgsnterlae NC 007606 YP 402179 secuencia con YP 402864
homologia
significativa®
No encontrada No encontrada No encontrada
Sodalis glossinidius NC 007712 secuencia con secuencia con secuencia con
morsitans e . . .
homologia homologia homologia
significativa® significativa® significativa®
No encontrada No encontrada No encontrada
Wigglesworthia NC 004344 secuencia con secuencia con secuencia con
glossinidia — . . .
homologia homologia homologia
significativa® significativa® significativa®
No encontrada
Pl TR secuencia con
nematophila NC 014228 YP_003711526 YP_003714169
ATCC19061 homologia
significativa*
Xenorhabdus bovienii
SS-2004 NC 013892 YP_003469184 YP_003467701 No encontrada
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253990696?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHPV8RSG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_005126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37525206?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHRAM7KH01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/197284263?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHVXJ41G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/197286173?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHVY7A65014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/197286331?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHW9BGM601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_ABXW00000000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_ABXW00000000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212709381?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHWMZUFX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212711204?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHWYDXXF011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212711233?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHX18TF1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_015061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322831681?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHXAZSBZ011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322834447?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHXCW3BX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322835567?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHXESFX3011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224582154?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHYNTZDX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224581940?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHYPT76T011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224583506?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHYUMUTJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157369207?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHZFUBBH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157368976?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHZGE24901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157370846?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RHZHNMS7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_008258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110804358?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RJ0FJJ1C01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110804124?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RJ0GND2U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110805183?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RJ0NEVHD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/187733383?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RJ1AAZZS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/187730247?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RJ1CWYZZ011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_007384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/74310874?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM2SDEKY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/74310677?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM2VVUA001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_007606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82775832?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM334TVF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82776515?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM35JGU301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_007712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004344
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300722242?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM53BSZ901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300724844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM54M00S01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290476280?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM5DC8W901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290474821?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM5Y57FX014

Yersinia enterocolitica
subsp. enterocolitica

Yersinia pestis Angola

Yersinia
pseudotuberculosis
YPIII

NC 008800

NC_010159

NC_010465

YP_001007383

YP_001004989

YP_001607653

YP_001607324

YP_001722018

YP_001722266

secuencia con
homologia
significativa®
YP_001006016

No encontrada
secuencia con
homologia
significativa®
No encontrada
secuencia con
homologia

significativa*

* Se descartan candidatos por no tener un minimo de homologia significativa al hacer Blast.

En los genomas de Buchnera aphidicola, Candidatus Riesia pediculicola, Sodalis
glossinidius morsitans y Wigglesworthia glossinidia no existen ninguna de las tres
polimerasas mutadoras, pero no podemos incluirlas en nuestro estudio dado que
ninguna de ellas es de vida libre. Por lo tanto, continuamos la busqueda en las

Pasteurellaceae de un candidato que posea los criterios que buscamos, es decir,

que no tengan DNA polimerasas de translesion y que sean de vida libre.

Hacemos lo mismo para Pasteurellaceae y vemos la distribucion de las TLS:

Aggregatibacter

Identificadores de los TLS

Din B

Pol B

No encontrada

secuencia con

UmuCD

No encontrada

secuencia con

actinomycetemcomi- NC 013416 YP_003255548
tans D11S-1 homologia homologia
significativa® significativa®
No encontrada No encontrada
Aggregatibacter secuencia con secuencia con
aphrophilus NJ8700 NC 012913 YP_003007457 ) )
homologia homologia
significativa* significativa®
No encontrada No encontrada
ActlnobaC|IIu§ NC 010939 YP 001968890 secuencia con secuencia con
pleuropneumoniae e I — , .
homologia homologia
significativa* significativa*
Actinobacillus NC_009655 YP_001344746

No encontrada

No encontrada
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_008800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/123443410?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM7C17TK016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/123441000?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM7CPHN0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/123442033?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM7DMJYR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162421814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM85FFGP011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162420641?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM872S2H01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/170025513?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM8W9RTA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/170025761?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RM8WZZ5W016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_013416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261867626?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMMC3R6R01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/251792731?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMMZJPXR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190150365?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMPTZWWZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/152979117?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMRKK5B001N

succinogenes 130Z

Haemophilus

secuencia con
homologia
significativa®
No encontrada

secuencia con

secuencia con
homologia
significativa®
No encontrada

secuencia con

somnus 2336 NC 010519 YP_001784729 ' '
homologia homologia
significativa® significativa®
No encontrada No encontrada
M NETE) secuencia con secuencia con
succiniciproducens NC 006300 YP_088327
MBELS5E homologia homologia
significativa* significativa®
No encontrada No encontrada
Pasteurella secuencia con secuencia con
multocida Pm70 NC 002663 NP_245404 ' '
homologia homologia
significativa® significativa®
No encontrada No encontrada
H - No encontrado gen ) )
aemophilus ) secuencia con secuencia con
influenzae F3031 sl con homologia , ,
homologia homologia
significativa*
significativa® significativa®
No encontrada No encontrada
Haemophilus secuencia con secuencia con
parasuis SHO165 NC 011852 YP_002475392 ' '
homologia homologia
significativa® significativa®
No encontrada No encontrada
Haemophilus NOCIEEIELD G secuencia con secuencia con
NC 002940 con homologia

ducreyi 35000HP

significativa®

homologia

significativa®

homologia

significativa®

* Se descartan candidatos por no tener un minimo de homologia significativa al hacer Blast

Encontramos que Haempophilus influenzae carece de DNA polimerasas de

translesion y es un organismo de vida libre.

3. Distribucion de secuencias repetidas en E. coli y H. influenzae

Para la comparacion de la distribucion de repeticiones entre E. coli y H. influenzae
hemos accedido al estudio realizado por Treangen y colaboradores (Treangel et
al., 2009) sobre repeticiones presentes en 659 genomas procariotas, accesible en

la direccién http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/Repeatoire.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/170717651?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMSWX9X7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/52425190?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMUE5XDF01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15602332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMW3CEC001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_014920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_011852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/219871017?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=RMWUCR2K01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002940
http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/Repeatoire

Este estudio fue efectuado con el programa procrastAligner disponible en la web

http://alggen.Isi.upc.es/recerca/align/procrastination/. Este programa genera por

defecto una salida en formato XFMA. Dado que nuestro interés era obtener un
listado de distribucion de repeticiones en formato XML, volvimos a ejecutar el
programa generando una salida en formato XML con la siguiente linea de

comandos:

./procrastAligner-linux —--sequence=prueba.fasta --xml=salida

El fichero obtenido de esta forma es del tipo:

<procrastAlignment sequence="HInfluenzaPittEE.fasta">

<localAlignment id = "1" length = "23" multiplicity = "35" spscore="716336">
<component id="1" seqid="1" leftend="90190" length="23"
orientation="0">GCGGTAAATTTTTAATGTGTTTT </component>

<component id="2" seqgqid="1" leftend="156124" length="23"
orientation="0">GCGGTTATTTTTTAGTGTGTTTT </component>

<component id="3" segid="1" leftend="185230" length="23"
orientation="0">GCGGTCAATTTTTACGGTCTTTT </component>

</localAlignment>

<localAlignment id = "2" length = "23" multiplicity = "21" spscore="244201">
<component id="1" segid="1" leftend="13413" length="23"
orientation="0">GCGGTAAATTTTAATCTAGTTTT </component>

<component id="2" segid="1" leftend="65151" length="23"
orientation="0">GCGGTCAAATTTAAATTAGTTTT </component>

<component id="3" segid="1" leftend="114888" length="23"

orientation="0">GCGGTAAATTTTTAGTTTGTTTT

donde:

</component>
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http://alggen.lsi.upc.es/recerca/align/procrastination/

— id es el identificador de la repeticion (las repeticiones estan ordenadas de la

mas a la menos frecuente)
— length es la longitud
— multiplicity es la frecuencia

A continuacion se sefalan una serie de lineas encabezadas por "component”, que
indica todos los sitios donde aparece esa repeticion, asi como la secuencia de

nucleotidos de la repeticion.

En este estudio hemos seleccionado las repeticiones entre 1 y 100 nucleétidos,
repetidos con una frecuencia entre 5 y 100 veces. Para realizar este filtrado hemos

utilizado la instruccion:

./procrastAligner-linux --sequence genome.fasta --1 1 --rmin
5 --rmax 100 --xml repeticiones.xml

A partir del archivo xml generado, extraemos las cabeceras, con el comando linux
“grep”:
>grep '<localAlignment' repeticiones.xml > cabeceras.txt

Dado que el programa no permite fijar un valor maximo de longitud de repeticion,
seleccionamos, en la tabla ordenada por longitud en Excel, aquellos que tengan

valores igual o inferior a 100 nucleétidos.

Los resultados obtenidos se presentan en las Figura 13 a Figura 17.

La distribucidén de repeticiones en Escherichia coli K12 la podemos observar en la

Figura 13.
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Figura 13: Distribucién de repeticiones en E. coli K12

La distribucion de las repeticiones en Escherichia coli O157:H7 la tenemos en la

Figura 14.
E. coli 0157
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a10000
2
= 1000
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S 100
10
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1 5 9 13 17 21 26 32 37 44 51 57 73 82 93 100
Longitud (nts)
Figura 14: Distribucion de repeticiones en E. coli 0157
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La distribucion de repeticiones en Haemophilus influenzae PittEE es la que

observamos en la Figura 15.

H. influenzae PittEE

« 10000
=
=
[F)
ot

o 1000
<5
(=]
i
[=1)

S 100

10

1

123456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23 38 46 55 96
Longitud (nts)

Figura 15: Distribucién de repeticiones en H. influenzae PittEE

La distribucién de repeticiones en Haemophilus influenzae PittGG es la que

encontramos en la Figura 16.
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H. influenzae PittGG

o
o
o
o

1000

Log10 Frecuencia_..

100 F— — — —— —

0 F————————— = — = — —

1234567 8 91011121314151617181920212223404650555782
Longitud (nts)

Figura 16: Distribucién de repeticiones en H. influenzae PittGG

Si representamos los datos de la distribucidn de repeticiones (Figura 17) de las
cuatro especies vemos que en Escherichia coli existe un mayor numero de
repeticiones de un nucleétido que con respecto a Haemophilus influenzae. Por
otro lado, detectamos un aumento en el numero de repeticiones cuya longitud es
de 23 nucledtidos en los cuatro genomas, aunque E. coli tiene mayor cantidad de
repeticiones que H. influenzae. Desconocemos las causas 0 consecuencias
bioldgicas de este aumento. A partir de esta longitud se detecta una disminucion
en el numero de repeticiones en los cuatro genomas seleccionados, siendo en

general la frecuencia inferior a 10 (Figura 17).
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Figura 17: Distribucién de repeticiones en E. coli K12, E. coli 0157, H. influenzae PittEE y
H. influenzae PittGG
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V. DISCUSION

Las DNA polimerasas de translesion actuan en la célula cuando hay un dafo en el
DNA que escapa al sistema de reparacion (BER o MMR) y que causan el bloqueo
de la DNA polimerasa replicativa. En estos casos, se produce un reemplazamiento
de estas DNA polimerasas, por lo que una pequeia region del DNA sera replicado
por estas DNA polimerasas. La longitud de la regiéon replicada por dichas DNA
polimerasas de translesion viene determinada por la baja procesividad de dichas
DNA polimerasas. Dado que estas DNA polimerasas causan pequefas
expansiones o deleciones de repeticiones en el DNA, cabe pensar que su

actuacion podria dejar una “huella” en el DNA en los organismos que las posean.

En este sentido, la finalidad de este estudio es identificar si hay una posible
correlacion entre la presencia de las DNA polimerasas de translesion y la riqueza
en secuencias repetidas en los genomas de las bacterias que posean o carezcan
de dichas DNA polimerasas en su genoma. Para ello hemos realizado un estudio
encaminado a la identificacion de genes ortélogos de las tres DNA polimerasas de
translesion identificadas en E. coli, a saber, polB, dinB y umuCD. De esta forma,
identificamos que H. influenzae carece de dichas DNA polimerasas y, por lo tanto,

podria ser un buen ejemplo para realizar el analisis.

El primer bloque de este estudio estd orientado al disefio de combinaciones de

cebadores especificos de cara al tipado de cepas de Haemophilus influenzae.

En el segundo bloque, hemos estudiado la presencia o no de las DNA polimerasas

de translesion en los genomas de Enterobacteriaceae y de Pasteurellaceae.

En el tercer bloque, hemos hecho un estudio de la distribucion de las repeticiones
de DNA en el genoma de Haemophilus influenzae. En varias cepas de H.

influenzae se han identificado microsatelites asociados al promotor o a la regién
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codificante 5' de varios loci de contingencia que estan relacionados con la
virulencia. La repeticion del dinucleotido TA, esta en la regidn promotora del locus
pilin (Van Ham et al., 1993). Las repeticiones de heptanucledtidos se asocian con
genes de la adhesina HMW (Dawid et al., 1999). Las repeticiones de
tetranucledtidos se encuentran en los loci cuyas funciones son la adquisicion de
hierro, la biosintesis de liposacaridos y un gen de restriccion-modificacion (Hood et
al., 1996).

Los factores que afectan a la inestabilidad de microsatélites en H. inluenzae
pueden ser el numero de repeticiones y los mecanismos de reparacion de errores
(De Bolle et al., 2000; Bayliss et al., 2002, 2004, 2005). Por otra parte, en E. coli,
es conocido que la induccion de la respuesta SOS afecta a la inestabilidad de
secuencias repetidas (Morel et al, 1998). En E. coli, la activacién de SOS aumenta
la frecuencia de mutacion ya que inducen las polimerasas de translesion: Pol I,
Pol IV y Pol V, codificadas por los genes polB, dinB y umuCD respectivamente
(Napolitano et al., 2000; Wagner et al., 2002). Sin embargo, al contrario de lo que
sucede en E. coli, en el estudio de Notani y Setlow de 1980, vieron que en H.
influenzae la induccion de SOS por exposicion a la luz ultravioleta no aumentaba
la frecuencia de mutacién. En el estudio realizado en este trabajo hemos
confirmado que el genoma de H. influenzae (Apartado 2, Distribuciéon de las DNA
polimerasas de translesion en Enterobacteriaceae y Pasteurellaceae) carece de las

DNA polimerasas de translesion.

La ausencia de estas DNA polimerasas de translesion en el genoma de H.
influenzae puede estar relacionada con una mayor estabilidad de las repeticiones
durante la respuesta SOS (Sweetman, W. A., Moxon, E. R. y Bayliss, C. D., 2005).

El objetivo final que nos propusimos era estudiar una posible correlacion entre la
presencia de estas DNA polimerasas de translesion y la rigueza en secuencias

repetidas en los genomas de las bacterias analizadas. En la consecucién de este
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proyecto hemos podido observar que efectivamente hay una mayor cantidad de
repeticiones en el genoma de Escherichia coli, que posee DNA polimerasas de
translesion, que en el de Haemophilus influenzae, que carece de estas DNA

polimerasas de translesion.

Sin embargo, factores como el tipo de repeticidn, longitud o regidon en la que se
localiza dicha repeticién puede afectar a dicha inestabilidad, por lo que los datos

obtenidos en este trabajo deberian ser contrastados empiricamente.
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