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RESUMEN
La Coriza Infecciosa causada por Avibacterium paragallinarum es una enfermedad costosa

para los sistemas productivos de carne de ave y huevo, debido a la afectacion maltiples etapas
de la crianza y produccion. Para conocer como enfrentar al metabolismo de la bacteria
patogénica A. paragallinarum cepa 2015 se analiz6 la estructura de su cromosoma con un
enfoque transcriptémico in silico. Se disecciond el genoma en el core del DNA bacteriano y
del DNA de profago, ya que este Gltimo tiene menos probabilidad de ejercer un efecto directo
en la patogénesis de la bacteria. La diseccion también seria interesante para visualizar el tipo
de reguladores trans que pudieran reconocer a las secuencias cis-reguladoras o blanco. Se
identificaron los genes putativos codificantes de los factores sigma 70, 24 y 32; rpoD, rpoE
y rpoH respectivamente, los cuales serian los selectores de los promotores respectivos, que
construyen tres tipos de regulones sigma. Se identificaron tambien los genes de 54
reguladores transcripcionales putativos que potencialmente van a modificar la fuerza de
expresion de los tres posibles regulones sigma. De todos los posibles sitios de reconocimiento
de factores sigma y reguladores transcripcionales, el 25.7% corresponden a sigma70, ArgR
y ArcA, siendo aparente el dominio de regulacién por estas tres proteinas, donde el 74.3%
de secuencias blanco corresponden para 51 reguladores potenciales. Dos genes que codifican
la actividad de condroitin-liasa, potencialmente importantes para la virulencia de A.
paragallinarum 2015 se han propuesto previamente, denominados chll y chl2. En su
secuencia lider se encontr6 una posible regulacion por sigma 70 para el gen chll en tanto que
en la region lider proximal de chl2 no se hallé un promotor dependiente de sigma, por lo cual
se infiere que chl2 forma parte de una unidad policistrénica. Los reguladores potenciales que
controlan a chll son crp, argR2, ihf, Irp, fnr y arcA, acomodados en probables 4 promotores.
En tanto que para chl2 se observé menor participacion de reguladores en la region de hasta
3000 bases rio arriba, de gvcA, argR2, ihf y Irp, acomodados en hasta 3 promotores posibles
en una region grande de 3000 bases rio arriba. Ademas, se generaron predicciones de la
estructura tridimensional de ambas proteinas Chll y Chl2 en diferentes programas
bioinformaticos, que nos proporcion6 multiples modelos con diferentes valores estadisticos
QMEAN, C-Score entre otros, que dieron validez a los modelos tridimensionales presentados
y que seran de utilidad para elucidar mas a detalle datos importantes como el sitio activo de

la enzima o elementos acerca de su estructura.
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ABSTRACT
Infectious Coryza caused by Avibacterium paragallinarum is a costly disease for poultry and

egg production systems, due to the affectation in multiple stages of breeding and production.
To find out how to deal with the metabolism of the pathogenic bacterium A. paragallinarum
strain 2015, the structure of its chromosome was analyzed with an in silico transcriptomic
approach. The genome was dissected into the core of bacterial DNA and prophage DNA,
since the latter is less likely to exert a direct effect on bacterial pathogenesis. The dissection
would also be interesting to visualize the type of trans regulators that could recognize cis-
regulatory or target sequences. Putative genes encoding sigma factors 70, 24 and 32 were
identified; rpoD, rpoE and rpoH respectively, which would be the selectors of the respective
promoters, which would build three types of sigma regulons. The genes of 54 putative
transcriptional regulators that are potentially going to modify the strength of expression of
the three possible sigma regulons were also identified. Of all the possible recognition sites of
sigma factors and transcriptional regulators, 25.7% correspond to sigma70, ArgR and ArcA,
the regulation domain being apparent by these three proteins, where 74.3% of white
sequences correspond to 51 potential regulators. Two genes encoding chondroitin-lyase
activity, potentially important for the virulence of A. paragallinarum 2015, have been
previously proposed, named chll and chl2. In its leader sequence, a possible regulation by
sigma 70 was found for the chll gene, while in the proximal leader region of chl2 a sigma-
dependent promoter was not found, for which it is inferred that chl2 is part of a polycistronic
unit. The potential regulators that control chll are crp, argR2, ihf, Irp, far and arcA,
accommodated in 4 probable promoters. While for chl2, lesser participation of regulators was
demonstrated in the region of up to 3000 bases upstream, of gvcA, argR2, ihf and Irp,
accommodated in up to 3 possible promoters in a large region of 3000 bases upstream. In
addition, predictions of the three-dimensional structure of both Chl1 and Chl2 proteins were
generated in different bioinformatics programs, which did not present models with multiple
statistical values QMEAN, C-Score among others, which validated the three-dimensional
models presented and which will be useful for elucidate in more detail important data such

as the active site of the enzyme or elements about its structure.

12



1. INTRODUCCION

Existen varias enfermedades infecciosas en las aves producidas por diferentes agentes
etioldgicos: bacterias, virus y parasitos. Estas patologias representan un riesgo para el sector
avicola por las grandes pérdidas econdémicas por el uso de medicamentos, la muerte de aves
y la reduccion de la produccion de huevo. Entre estas patologias se puede nombrar la
colibacilocis aviar cuyo agente etiologico es Escherichia coli; viruela aviar producida por el
virus Variola avium; tricomoniasis causada por los parasitos Trichomonas gallinae.

La coriza infecciosa producida por Avibacterium paragallinarum se caracteriza por signos
de escurrimiento nasal, edema facial, diarrea y anorexia en aves (13). Cuando A.
paragallinarum no esta asociado con otros patdgenos la enfermedad se considera de duracion
corta y no hay necesidad de dar tratamiento con antibidticos. Sin embargo, es comdn la
infeccion natural simultanea con otras bacterias provocando la “IC complicada”, con una
duracién mayor que requiere tratamiento farmacoldgico en la parvada.

Esta enfermedad es una afeccion del tracto respiratorio superior en pollos, gallinas (Gallus
gallus) y otras aves, la que ocasiona importantes pérdidas econdémicas para los avicultores,
porque retrasa el crecimiento, en consecuencia hay pérdida de peso o el aumento de
sacrificios de aves con coriza infecciosa. Esta enfermedad se reporta en todo el mundo, en
Meéxico se conoce de brotes en Sonora, Jalisco, Puebla, Yucatan, Michoacan y Morelos (2).
Esta investigacion se enfoca en un estudio molecular transcripcional in silico de

Avibacterium paragallinarum agente etiologico de la coriza infecciosa.

2. MARCO TEORICO

2.1 Coriza Infecciosa
La coriza Infecciosa, también llamada moquillo (2) es una enfermedad que afecta las vias

respiratorias superiores de varios tipos de aves. El agente etioldgico de esta enfermedad es
Avibacterium paragallinarum; esta bacteria anteriormente era conocida como Haemophilus
gallinarum, pero fue reclasificada al ampliar su caracterizacion fenotipica y genotipica con
métodos moleculares (4).

Los signos clinicos de la coriza infecciosa son: secrecion nasal, hinchazon facial, lagrimeo,

anorexia y diarrea (22), aunque se ha observado que la coriza infecciosa se complica en
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presencia de otros patdgenos o por estrés del cuidado o manejo, observando mas signos como
artritis y septicemia. En la enfermedad complicada se ha observado la coinfeccion con
bacterias como Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Pasteurella spp., 0
Salmonella spp. (13). La coriza infecciosa (Cl) es de corta duracion y cede sin tratamiento,
en cambio la CI complicada puede prolongarse hasta 6 semanas y puede requerir tratamiento
con antimicrobianos (2).

El diagnostico de la enfermedad estd basado en antecedentes de propagacion de la
enfermedad, sintomas clinicos, cultivo del patégeno Avibacterium paragallinarum (AVPG),
pruebas bioquimicas o pruebas moleculares. Para el cultivo de AVPG se realiza una toma de
muestra del seno infraorbitario mediante hisopado (81). Para el diagnéstico molecular se han
reportado el uso de técnicas como PCR de secuencias repetitivas intergénicas de
enterobacterias (ERIC-PCR) (46) y la secuenciacion del gen que codifica para el RNAr 16S;
logrando con ello la identificacion rapida y precisa de las bacterias que participan en la coriza

infecciosa simple o complicada (1).

2.2 Avibacterium paragallinarum

2.2.1 Epidemiologia
La coriza infecciosa es una enfermedad cosmopolita (61), de la cual se han reportado casos

importantes en EE.UU, Argentina, India, Marruecos, Tailandia y México (2). La infeccion
simple y la recuperacion del patdégeno se ha reportado en Argentina, Australia, Bulgaria,
Canada, Egipto, Gran Bretafia, Guatemala, Holanda, India, Indonesia, Iraq y Suiza, entre
otros paises (62). En México se han reportado casos en Sonora, Jalisco, Michoacéan, Yucatan,
Morelos y Puebla. El Gnico pais considerado libre de CI es Nueva Zelanda (46).

La incidencia de la Cl puede variar de acuerdo al tipo de aves, la edad del huésped, la linea
genética del huésped, la cepa bacteriana y los factores ambientales, como el hacinamiento, el
climay las enfermedades concurrentes (63).

2.2.2 Clasificacion de la bacteria A. paragallinarum
A. paragallinarum pertenece a la familia Pasteurallaceae (2), la cepa tipo ATCC 29545 =

NCTC 11296 es Gram negativa, oxidasa y catalasa negativa, es pleomorfica predominando
la estructura cocobacilar (83). La bacteria tiene un tamafio de 1 a 3 um de longitud por 0.4 a

0.8 um y movilidad nula (27), es clasificada taxonémicamente como se indica en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion Taxonomica de A. paragallinarum

Clasificacion Taxonomica
Superreino Procaryotae
Reino Eubacteria
Division Gracilicutes
Clase Protobacteria
Familia Pasteurellaceae
Género Avibacterium
Especie paragallinarum

2.2.3 Requerimientos de crecimiento
Los medios mas comunes para el cultivo de A. paragallinarum son infusion cerebro-corazén,

agar triptosa o infusion de Carne de Pollo, suplementados con suero de pollo o de caballo (2,
11, 22). A. paragallinarum crece mejor en atmosfera de CO> al 5%, por lo que se considera
microaerofilico, aunque no es un requisito esencial para su cultivo, y la temperatura de
incubacidn puede ser de 34 a 42 grados centigrados (12). A. paragallinarum adicionalmente
necesita como suplementos en el medio de cultivo el factor V (NAD) (64) en su forma

reducida u oxidada (11), asi como, cloruro de sodio (12).

2.2.4 Propiedades bioquimicas
A. paragallinarum muestra propiedades bioquimicas que lo distinguen de otras bacterias del

género Avibacterium, entre las que podemos destacar la utilizacion de maltosa, D-manitol y
D-sorbitol y la incapacidad de fermentacidn de lactosa, arabinosa, galactosa o trehalosa y la
prueba catalasa negativa (12). En la tabla 2 se resumen las propiedades bioquimicas de

especies filogenéticamente relacionadas incluyendo A. paragallinarum.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de A.paragallinarum (Blackall y cols 2017).

Taxon Avibacterium | Avibacterium | Avibacterium | Avibacterium | Avibacterium
gallinarum | paragallinarum | volantium avium endocarditis
Catalase + - + + +
Symbiotic - VvV + + +
growth
Acid form
L-arabinose - - - - +
D-galactose + - + + +
Maltose + + + - \Y
D-mannitol - + + - \Y
D-sorbitol - + \Y - -
Trehalose + - + + +
a-glucosidase + - + + +

2.2.5 Gendmica
Hasta noviembre de 2022, existen 45 genomas secuenciados de la especie A. paragallinarum

y reportados en la base de datos de secuencias genéticas de GenBank de los cuales 15 estan
totalmente circularizados y 30 en forma fragmentada o de draft (45). Las tecnologias de
secuenciacion masiva usadas para conocer la secuencia del genoma de esta bacteria son 454,
Illumina, PacBio y Oxford-Minlon, resultando mas eficientes las dos ultimas, pero tambien
son mas caras Yy escasas hasta el momento. Como ejemplo, la secuencia de la cepa 221 de A.
paragallinarum como genoma circular tiene una longitud de 2,685,568 pb y un contenido
medio de G + C del 41%, ademas, la prediccion del nimero de genes que codifican proteinas
es de 2994 genes con una longitud media de 783 pb. Se detectaron 13 copias de genes ARNr
5S, 16S y 23S (29).

En la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla se han secuenciado tres genomas de la
bacteria Avibacterium pargallinarum (2015, ESV135 y CI, nimeros de acceso CP050316.1,
CP058307.1 y LAEN01000001:LAENO01000154 respectivamente) de los cuales ESV135 y

2015 estan completamente circularizados (Cobos Justo, manuscrito en preparacion). El
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contenido de GC del genoma de las cepas conocidas va de 40.8 a 41.2% y la longitud de

genoma esta en el rango de 2.41 a 2.88 Mb (45).

2.2.6 Serotipificacion
A. paragallinarum se ha estudiado con dos esquemas de serotipificacion diferentes (2), el

esquema de serotipificacion de Page, el cual se desarroll6 mediante el uso de una prueba de
aglutinacion en placa y se han reconocido tres serogrupos, A, B y C (13). Se sabe que los 3
serogrupos presentan distintas serovariedades y que cada una de estas se localiza de diferente
manera por region y pais (12). Otra clasificacion serologica reconocida es la desarrollada por
Kume, la cual originalmente se baso en pruebas de Inhibicion de la hemaglutinacion (25)
utilizando células tratadas y sonicadas con KCN, suero hiperinmune de conejo y eritrocitos
de pollo fijados con glutaraldehido. A esta clasificacion le corresponden los serogrupos |, Il
y Il equivalentes a A, B y C de Page. Mas recientemente se reconocen multiples serovares
por serogrupo, asi se identifican para A (A-1,A-2,A-3y A-4),B (B-1) yC (C-1,C-2,C-3y C-
4), esta clasificacion se ha propuesto debido a que muchos aislados no eran tipificables por
esquemas de Page (12, 13, 27).

2.2.7 Factores de Virulencia
Los factores de virulencia pueden ser definidos como componentes de un microorganismo

que hacen mas agresivo al microorganismo patdégeno en su hospedero, por tanto contribuyen
a provocar enfermedades y son la base de la patogenicidad del organismo, ademas pueden
ser importantes para su viabilidad o dispersion (20). Estos tienen mdltiples funciones que
incluyen la evasion de la respuesta inmune, la colonizacion, adquisicion de nutrientes e
inmunosupresion. A. paragallinarum posee varios factores de virulencia, tales como: la
capsula bacteriana, las metaloproteasas, la toxina citoletal distendente, la toxina RTX, la

hemaglutinina, las fimbrias y las vesiculas de membrana (18, 28, 52, 54, 55, 58, 59).

2.2.7.1 Capsula Bacteriana
La cépsula bacteriana se encuentra presente en la superficie de microorganismos patogenos

(20), juega un rol clave en la patogenicidad mediante la evasion de la respuesta inmune y
colonizaciédn bacteriana. En A. paragallinarum se ha reportado la presencia de dos regiones
que contienen genes necesarios para la biosintesis de la capsula bacteriana y que contienen

genes especificos para la sintesis de condroitina y heparosano resultando estos los principales
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componentes quimicos de la capsula (16). Las mutantes que carecen de capsula son menos

virulentas que las cepas de tipo silvestre (WT) (58).

2.2.7.2 Metaloproteasas
Las metaloproteasas son enzimas que como mecanismo principal catalizan la hidrolisis de

enlaces peptidicos en proteinas cuyo mecanismo catalitico requiere la presencia de un metal,
como Zn o Co; juegan un papel clave en la virulencia incluyendo la colonizacion, evacion de
respuesta inmune o adqusicion de nutrientes (20). Se ha reportado la presencia de estos
factores de virulencia en miembros del género Pasteurellaceae como A. paragallinarum,
entre otros, que son capaces de degradar inmunoglobulinas de tipo 1gG de animales, lo que

genera evasion de la respuesta inmune del huesped (22, 59).

2.2.7.3 Toxina citoletal distindente (CDT)
La toxina citoletal distindente es una citotoxina presente en bacterias Gram negativas

especificamente a la clase gammaproteobacterias (60). Se ha reportado la presencia de estas
toxinas en miembros de la familia Pasterellaceae como Haemophilus ducreiy o Avibacterium
paragallinarum. En AVPG la CDT, se encuentra codificado en el operén cdtABC que
contiene tres genes que codifican tres subunidades de proteinas CdtA, CdtB y CdtC . La
subunidad B posee actividad DNAsa I, la subunidad A y C son necesarias para la adhesion a

superficies celulares e introduccion al interior de la célula (28).

2.2.7.4 Toxinas RTX
Las Toxinas RTX han sido clasificadas como parte de la familia de toxinas formadoras de

poros de bacterias Gramnegativas. Inducen mediadores inflamatorios o realizan efectos
citotoxicos en las células inmunitarias del huésped dando como resultado necropsis e
inflamacion (15). Se ha demostrado que A. paragallinarum es capaz de producir una toxina
RTX que tiene una fuerte actividad citotdxica (12) denominada AvxA el cual se encuentra
codificado en un operén RTX, que esta conformado por un gen activador avxC, el gen avxA
que codifica la toxina RTXy el gen avxBD el cual codifica un sistema de screcion tipo I (55).

2.2.7.5 Hemaglutinina
La hemaglutinina es considerada el antigeno mas importante de A. paragallinarum debido a

que es la distintiva en la serologia de la especie y juega un rol importante en la virulencia de
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AVPG (54). Las cepas de los diferentes serogrupos A, B y C poseen determinantes
antigénicos con capacidad hemoaglutinante de células eritrocitarias de varias especies
animales. Se han reportado dos proteinas como componentes de HA potenciales, la proteina
HagA y la proteina HMTp210, las cepas mutantes que carecen de esta ultima pierden la
capacidad de adherencia y por lo tanto disminuye su virulencia (26). El antigeno de
Hemaglutinina (HA) es especifico en los diferentes serogrupos y es considerado un antigeno
protector debido a que existe una correlacion entre el titulo del anticuerpo de inhibicion de

hemaglutinacion y proteccion (26).

2.2.7.6 Fimbrias
Las fimbrias son apéndices similares a capilares con una longitud de 1-2 um y didmetro de 2

a8 nm que estan presentes en microorganismos Grampositivos y Gramnegativos, con funcién
de adhesion a las células huesped (6). Las fimbrias han sido clasificadas en base al tipo de
proteina Fimbrial: Curly, Chaperonas y Fimbrias Tipo 4.

Las proteinas fimbriales de A. paragallinarum son consideradas un factor de virulencia y
potenciales antigenos para vacunas contra AVPG. Se ha identificado un gen que codifica
para la proteina fimbrial FIfA en A. paragallinarum, este antigeno es capaz de conferir
proteccion con anticuerpos anti FIfA en pollo y las cepas mutantes carentes del antigeno son

menos virulentas (18).

2.2.7.7 Vesiculas de Membrana
Las vesiculas de membrana son producidas principalmente por microorganismos

Gramnegativos y se desarrollan en la superficie de la membrana externa que son liberadas
durante el metabolismo celular, y cuyas funciones incluyen la colonizacion de tejidos,
obtencion de nutrientes o interacciones huesped-microorganismo (17). El contenido de las
vesiculas de membrana puede incluir compuestos variados como lipidos, lipopolisacaridos,
fosfolipidos, proteinas asi como se ha reportado la presencia de ADN o ARN en su superficie
(53). Dentro de la familia de las Pasterellaceas, se ha descrito la presencia de vesiculas de
membrana externa en Avibacterium paragallinarum, cuya su funcion se cree que esta
vinculada a la secrecion de factores de virulencia y por lo tanto, al desencadenamiento de

una respuesta inmune en el huesped (52).
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2.2.8 Genotipificacion
Para la genotipificacion de A. paragallinarum se han desarrollado dos técnicas moleculares,

basadas especificamente en la PCR, una convencional y otra en tiempo real (12).

La PCR convencional, llamada HP-2 PCR, se desarroll6 mediante una técnica de clonacion
al azar, es un método validado en el uso en colonias en agar o0 moco obtenido del seno
infraorbital de aves vivas (13), la PCR de tiempo real posee una mayor sensibilidad analitica
que la PCR convencional. Ha sido recomendado un metodo de PCR que utiliza cebadores
universales que es Para amplificar el gen que codifica para el RNAr 16S seguido de digestion

con enzimas de restriccion (11).

2.3 Condroitin sulfato
O también Ilamado sulfato de condroitina, es un glucosaminoglucano sulfatado (GAG) el

cual esta conformado por cadenas de polisacaridos no ramificados de longitud variable que
contienen dos monosacaridos alternos: &cido D-glucurénico (GIcA) y N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc), y por lo general, se encuentran unidos a proteinas como parte de
proteoglicanos (49).

Cabe destacar, que existen diferentes tipos de condroitin sulfato, y estos se clasifican en su
mayoria conforme a su origen, especificamente hablando de fuentes terrestres y marinas, y
todas con una alta variabilidad en términos de longitud de la cadena y patrdn de sulfatacion.
El sulfato de condroitina de animales terrestres (las cuales cuentan con un peso molecular
aproximado de 45 kDa) esta compuesto casi exclusivamente por unidades no sulfadas (O) y
monosulfadas (A y C), mientras que en las especies marinas (las cuales cuentan con un peso
de 70 kDa, y tienden a ser cadenas mas largas) la proporcién de unidades disulfadas (D, E y
B) es mayor (50)(51).

Tabla 3. Caracteristicas quimicas de los diferentes tipos de condroitin sulfato.

Condroitin sulfato Tipo de Sulfatacién Nombre Sistémico

sulfato de condroitina A Carbono 4 del azlcar N- condroitina-4-sulfato

acetilgalactosamina (GalNAc)

sulfato de condroitina C Carbono 6 del azlicar GaINAc condroitina-6-sulfato

sulfato de condroitinaD | Carbono 2 del acido glucurénico y condroitina-2,6-Sulfato
del 6 del azicar GalNAc
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sulfato de condroitinaE | Carbonos 4 y 6 del aztcar GaINAc condroitina-4,6-Sulfato

Otro punto importante es que el sulfato de condroitina B, el cual actualmente se conoce como

sulfato de dermatan o dermatan sulfato, ya no se clasifica como sulfato de condroitina.

2.4 Condroitin Liasas
Esta enzima, la cual tiene nimero de acceso EC 4.2.2.20 (47), se conoce como condroitina

ABC eliminasa o condroitina ABC liasa, pertenece al grupo de enzimas conocidas como
polisacaridos liasas.

Esta enzima degrada una variedad de glicosaminoglicanos como condroitin sulfato y
dermatan sulfato aunque la enzima también puede actuar sobre el hialuronan en menor
medida (31).

Hasta el momento se encuentran catalogadas cuatro tipos de enzimas condroitin liasas, que
son A, B, C y AC, cada una de las cuales actlan sobre un sustrato diferente, siendo la
condroitina-4-sulfato (sulfato de condroitina A) el sustrato de la Condroitin Liasa A; La
condroitina-6-sulfato (sulfato de condroitina C) es el sustrato sobre el que actla la condroitin
liasa C, el dermatan sulfato es el sustrato de la condroitin liasa B y por ultimo la condroitin
liasa AC actua sobre dos sustratos diferentes, el condroitin sulfato Ay C (48).

El mecanismo de accion de la enzima, consiste en la escision endolitica de enlaces (1->4)-
beta-galactosaminicos entre la N-acetilgalactosamina y el acido D-glucurénico o el acido L-
idurénico para producir una mezcla de oligosacaridos insaturados delta4 de diferentes

tamanos que finalmente se degradan a tetra y disacaridos insaturados delta4 (32).

3. ANTECEDENTES

En el centro de investigaciones en Ciencias Microbiologicas se esta desarrollando
investigacion de la gendmica de A. paragallinarum y la identificacion estructural de los genes
de virulencia de acuerdo a lo establecido por Horta G., Cobos E. y cols (no publicado). Parte
de esta investigacion esta enfocada en la parte funcional de los genes de las condroitin liasas
como fue establecido por Cobos E., Barcenas G, Ramos F. y cols (no publicado). Se ha
realizado la secuenciacion de catorce genomas de A. paragallinarum a partir de cultivos
puros. De estos, tres genomas estan reportados en el GenBank, nimero de acceso
CP050316.1, CP058307.1 y LAEN01000001:LAEN01000154. Se ha hecho el ensamblado
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de los fragmentos genomicos mediante programas bioinformaticos para la construccion de
un genoma circular, ejemplos CP050316.1, CP058307.1. Ademas, la busqueda de los genes
que codifican factores de virulencia ha dado como resultado, la confirmacion de la mayoria
de los genes que estan implicados en la virulencia, aungue, existen otros genes que no estan
descritos en A. paragallinarum como factores de virulencia. Uno de estos es el gen que
codifica la condroitinasa o condroitin liasa. Se describié en A. paragallinarum 2015 la
presencia de 2 genes que codifican la condroitinasa, uno quizas esta relacionado con una
condroitinasa que actla sobre polisacaridos cortos y otro gen que codifica una enzima que
escinde polisacaridos largos. Dependiendo del polisacarido disponible es probable que la
bacteria active el gen correspondiente. Ademas, se ha realizado una bisqueda y comparacion
de genes de condroitin liasas en otras bacterias patdgenas, y se ha observado que estan
presentes los genes de condroitinasa, sugiriendo que estos genes pueden estar relacionados
con la virulencia. Se han disefiado primers que permiten amplificar por PCR los genes chll
y chl2 de la condroitinasa, asi se comprob6 que ambos genes estan presentes en todas las
cepas en general de A. paragallinarum en el laboratorio MIMOCE-ICUAP. Se prepararon
ademas medios de cultivo que tuvieran condroitina (Agar sangre o BHI) para analizar el
crecimiento de esta bacteria, observando un mayor crecimiento y cambios en la morfologia
de las colonias. Se hicieron curvas de crecimiento de A. paragallinarum en medios liquidos
enriquecidos con sulfato de condroitina, demostrando que este microorganismo crece mejor
cuando esta enriquecido con condroitina; la DO con medios enriquecidos puede llegara 1 6
1.1 a las 9 horas mientras que en BHI s6lo alcanza una DO méxima de 0.8 a las 14 horas de
crecimiento como fue reportado por Cobos E. y cols, 2021 (84). Recientemente Barcenas G.
y cols, 2020 (79) demostraron la existencia de los dos operones de condroitin liasas y se
inicid la clonacidn de los genes con el fin de expresar proteinas etiquetadas para la induccion

de anticuerpos anticondroitin liasa en animales de laboratorio.

4. JUSTIFICACION
A. paragallinarum infecta a las aves y las enferma de coriza infecciosa. Problema que es de

interés cientifico y econémico. Por tanto, es importante conocer los factores de virulencia
bacterianos que se producen in vivo durante la Cl que padecen aves y que puedan ser blanco
de estudio para posibles soluciones que ayuden a controlar esta enfermedad. Actualmente
debido a la pandemia de SARS-COVZ2, nos hemos enfocado al estudio in silico de la
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transcripcion en AVPG para apoyar los resultados que se obtengan a partir de las
investigaciones comparativas de los genomas de AVPG y de los experimentos de gRT-PCR
con cultivos de AVPG y su comparacidn con los estudios previos de expresion heteréloga de

genes de condroitin liasa en E. coli.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Objetivo: Explorar los eventos regulatorios posibles que afectan la expresion de los genes

del genoma de A. paragallinarum 2015 con énfasis en los que regulan las proteinas Chlly
Chl2.

5.2 Objetivos Particulares
» Explorar el genoma de AVPG 2015 para distinguir entre genes cromosomales y de

profagos.

» Identificar todas las proteinas que actian como reguladores transcripcionales en
AVPG2015.

» ldentificar todas las secuencias potencialmente cis-reguladoras de la transcripcion de
los genes anotados en CP058307.

» Determinar la frecuencia de los sitios potenciales de inicio de la transcripcion.

» Identificar las potenciales secuencias reguladoras en cis de los genes en AVPG2015,
mediada por factores sigma.

» Determinar las secuencias consenso Y el logo respectivo de las cis-reguladoras.

» Deducir la organizacion de genes en el genoma de AVPG2015.

» ldentificar las potenciales secuencias reguladoras en cis de los genes chl1y chl2.

» Proponer un modelo de regulacion transcripcional asociado a los genes chll y chl2.

» Proponer un modelo de estructura tridimensional de las proteinas Chll y Chl2.

6. HIPOTESIS
Se sugiere que los dos genes de condroitin liasas (chll y chl2) identificados en el genoma de

Avibacterium paragallinarum, contribuyen a la virulencia de esta bacteria. Como
consecuencia de la expresion de las condroitin liasas in vivo durante la coriza infecciosa es
posible que se establezca una respuesta inmune contra estas enzimas y contra A.

paragallinarum. En tal caso seria posible usar estas condroitin liasas como inmundgenos para
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prevenir la infeccion de A. paragallinarum. Sin embargo estan pendientes los estudios de
expresion heteréloga y homologa de los genes chll y chl2 de AVPG para consolidar la
hipotesis y para elegir el mejor sistema de expresion de estos antigenos.

/7. ESQUEMA DE TRABAJO

Identificacion

de orfsy
promotores
de
AVPG — — — m—t m—r m—  — — m— h M § b f M e b M ¢ e — — — _> genes
2015 T —i—— . Identificacion incorporados
~.  TTTrme—— de orfsy en el
N T T = >
| '~ promotores proyecto de
| Sa de qRT-PCR
i Identificacion de chi1y chi2 |
orfs y promotores N\ I
! de los genes de hE :
v & S I_
Identificacion profaglos aIberga:os N, | /-4.
de orfsy ene i\e/r;c(;ma € Analisis N ! ; |
promotores sustractivo de VAN
de los genes \ genes v, |
del genoma \ importantes PR |
de AVPG ~ T~ —._ _ _ \ para el core P > |
~ "~ —._X . — =" del genoma de P Propuest.a, de |
S AVPG Pie regulacién I
|\ ~a Cuantificar - transcripcional |
i \ "~\a unidades de 7 paracadauno |
i \ transcripcion =  _.— 2 de los genesde |
i < multicistrénica - AVPG |
. e
I Cuantificar > P |
' i s — e |
: tunldad_es -d,e - > > |dentificacién de I
ranscripcion . /
| monocistrénic/-/'/ / Identificacion factores |
i as / de factores & transcrlipuonales i
i / contenidos en contenidos en el . _.I
: / el genomade 8€NOMA de AVPG i
o SNA— _
AVPG I
_________________________ >

24



8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Identificacion de los factores sigma y reguladores transcripcionales codificados
en el genoma de AVPG 2015.

Se trabajé con el genoma de A. paragallinarum cepa 2015 (GenBank acceso CP058307) se
hizo una busqueda bioinformatica de los genes que codifican factores sigma asi como genes

que codifican reguladores de la transcripcion en el genoma de AVPG2015.

Se hicieron analisis de alineamientos de secuencias proteina-proteina tanto en la plataforma
de BLAST (56), como en la plataforma de RAST (57), se usaron secuencias de A.
paragallinarum o de E. coli con anotaciones correctas para factores sigma o de reguladores
transcripcionales. Cuando no hubo anotaciones precisas en los alineamientos se consideraron
como validos los resultados que tenian un porcentaje de identidad mayor al 50-60% y valores

E mayores a 1e-18.

8.2 Prediccion de los sitios potenciales de reconocimiento de proteinas iniciadoras de
la transcripcién en el genoma de AVPG2015.

En E. coli y en otras pocas bacterias se ha investigado como se unen las proteinas iniciadoras
de la transcripcion, tales como factores sigma y proteinas que regulan a la holoenzima de la
RNA polimerasa. La informacion esta registrada para llevar a cabo la busqueda predictiva de
secuencias semejantes en el DNA de otros microorganismos. La prediccién de sitios
potenciales de reconocimiento o union para el control del inicio de la transcripcion en el
genoma de A. paragallinarum 2015, se hizo por medio la plataforma de BPROM (65). Para
esta busqueda predictiva se usaron dos rangos de secuencias, 500 pb y 3000 pb rio arriba del
ORF de los 2490 genes anotados por RAST y GenBank con el fin de analizar el poder
predictivo del programa BPROM para cada gen y saber si la basqueda de 3000 pb contenia
los sitios de la secuencia de 500pb. Era importante conocer el poder predictivo del programa
BPROM para reajustar el tamafio del segmento de DNA que se pretendia analizar y la

confiabilidad del resultado de la prediccion.
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8.3 Andlisis de las secuencias consenso del reconocimiento por los diferentes Factores
Sigma putativos de AVPG2015.

Todas las secuencias predichas para el reconocimiento de los factores sigma contenidos en
el genoma de A. paragllinarum 2015, 670 o Sigma A, 632 o Sigma H y 624 o Sigma E, se
agruparon segun el tipo de factor sigma, se alinearon con Clustal Omega para identificar los
consensos y se procesaron con WebLogo para representar graficamente los consensos.
WebLogo (66).

8.4 Reconocimiento de regiones que contienen genes de profago en el genoma de
AVPG2015.

Segun los registros de RAST y GenBank existen anotaciones de genes de profago
(bacteriofagos residentes) en el genoma de A. paragallinarum 2015. Del registro de Genbank
CP058307 se separaron los genes de profago, se registraron las posiciones en el genoma, el
tamarfio de la region y el nimero de genes por regién. La informacion se procesé por Excel y

se representd en un mapa fisico.

8.5 Identificacion de potenciales secuencias promotoras y secuencias blanco de DNA
que reconocen reguladores transcripcionales en genes chlly chl2.

En el genoma de A. paragallinarum 2015 se han identificado dos probables genes para la
utilizacién o metabolismo de sulfatos de condroitina. Los genes se han nombrado chl1 y chl2
y se deduce que codifican las proteinas Chll (tamafio de 3006 bases) y Chl2 (Tamafio 3099
bases). Se predijo con BPROM los probables sitios de reconocimiento de factores sigma y
reguladores transcripcionales, utilizando dos tamafios de DNA lider de los ORF identificados
(3000 y 500 pb) y elaborar los mapas fisicos de las secuencias predichas en cada gen que

codifica la condroitin liasa.

8.6 Exploracion de sitios de reconocimiento de factores sigma vy factores
transcripcionales, en un grupo pequefio de genes, que codifican proteinas de
conservacion celular y de factores de virulencia.
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Para saber y contrastar el tipo de regulacion probable que se deduce de genes de conservacion
celular “housekepping” y de genes de virulencia, se eligieron los genes de A. paragallinarum
2015 que se indican en la tabla 4, y de ellos se analizaron las regiones 5 de 500 y 3000 pb rio
arriba de los genes para conocer el tipo de proteinas transcripcionales que tienen probables

sitios de reconocimiento en sus respectivos promotores.

Tabla 4. Genes de AVPG 2015 utilizados para deduccion de regulacion transcripcional.

Genes de conservacion celular Genes de virulencia
gyrA, atpD, recN, rpoB chll,chl2, fur, pepN, cdtA, cdtB, cdtC, ompA,
fhaB, avxA, htmpB

8.7 Deduccion de la organizacion transcripcional de genes en el genoma de
AVPG2015.

Se analiz6 el nimero de genes que se encontraban en el mismo sentido, asi como el tamafio
de las regiones intergénicas, para agrupar los genes en las categorias de monocistrénicos o

policistronicos, de acuerdo al nimero de genes contiguos predicho con el mismo sentido

transcripcional.

8.8 Elaboracion de redes de regulacion transcripcional de ciertos genes de AVPG2015.

La base de datos String (https://string-db.org/) y el programa interfase “on-line” permitio

predecir como se relacionan los genes por sus posibles interacciones en el proceso de
regulacion de la expresion genética, ademas se explorararon las potenciales redes de
regulacion que pudieran estar operando en control de los genes chll y chl2. El algoritmo
toma en consideracion para ensamblar la red de regulacién, interacciones conocidas, 0
predichas por medio de: la vecindad de genes, la coocurrencia, la presencia en bases de datos,
mineria de datos, homologia, la coexpresion, la experimentacion (genética, bioquimica,
biofisica, etc) (67).
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8.9 Prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas Chlly Chl2.

La estructura terciaria de las condroitin liasas 1 y 2 se predijo por medio de las interfases
“on-line” de los  programas  computacion  predictiva: Swiss  Model

(https://swissmodel.expasy.org), I-Tasser (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) y PyMol.

Para correr el programa en SwissModel workspace, se usaron las secuencias en formato fasta
(68,69), y se obtuvieron resultados, PDB view (70), QMEANDIsCo (72, 73), QMEAN (74),
QSQE (75) e IDT (76), mapas de identidad, y secuencias relacionadas por identidad de
dominios cristalizados. En I-Tasser se introdujo la secuencia de aminoacidos de ambas
proteinas en formato FASTA y se generaron modelos predictivos en base a modelos de
proteinas cristalizadas contenidos en su base de datos (77).

Para el programa PyMOL se introdujeron los modelos obtenidos de I-Tasser para
compararlos y sobreponerlos con modelos de proteinas cristalizadas de condroitin liasa
extraidos de la base de datos de proteinas PDB de dos microorganismos: Bacteroides

thethainomicron y Proteus vulgaris (78).

9. RESULTADOS

9.1 Exploraciéon del genoma de AVPG2015 (acceso CP058307) para
distinguir entre genes cromosomales y de bacteriofagos

Teniendo como antecedente el trabajo de Roodt y col. (2012) y de Horta y col. (2017),
respecto a la presencia de una secuencia con homologia al fago Mu, otra al fago Lambda y
una tercera secuencia similar al fago HP2 en Avibacterium paragallinarum cepa Modesto
(Secuencia de referencia en Genbank: NZ_JPZA00000000.1), se registraron todos los sitios
del genoma de AVPG2015 que contienen genes de profago, muchos sin identificar, y se

registraron 7 segmentos a lo largo del genoma; las cuales se detallan en la tabla 5.
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Tabla 5. Segmentos de Profago anotados en el genoma de AVPG2015.

Segmento Posicion en el genoma Tamafio Namero de Genes
1 80595-88281 7,686 pb 10
2 92386-192753 10,0367 pb 143
3 398452-474897 76,445 pb 85
4 1555658-1591653 35,995 pb 38
5 1598708-1642101 43,393 pb 68
6 2344828-2368759 23,931 pb 24
7 2511453-2532300 20,847 pb 31

En estos segmentos de DNA de profago se encuentran varios genes que codifican para
proteinas con funciones virales especificas, entre las que podemos destacar: proteinas de
capside, proteinas de la cola del fago, integrasas, transposasas y varios genes que codifican
proteinas hipotéticas y proteinas con dominio DUF (Proteinas de dominio desconocido).

Las secuencias de genes de profago mapeadas en siete regiones tienen la probabilidad de que
contribuyan a la regulacion transcripcional local en el cromosoma de Avibacterium
paragallinarum, ya sea por su conformacion estructural o bien por su influencia en cis sobre
los genes vecinos. Basados en el mapa construido (imagen 1) se descarta una funcién mas
general basada en factores sigma, o proteinas reguladoras de la transcripcion codificadas por
los profagos. EI mapa cromosomal con la ubicacion de los loci virales se muestra en la
imagen siguiente con color rojo. En color morado se indican los genes que codifican los
factores sigma. En color amarillo amarillo se representan la posicion de los genes que
codifican proteinas que actlian como reguladores transcripcionales en el genoma AVPG2015

y en color verde se representan proteinas que regulan a los factores sigma.
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Imagen 1. Mapa fisico del genoma de AVPG2015, en el que se resaltan las posiciones de las
secuencias codificantes de elementos regulatorios y de profagos. Los circulos rojos
representan las posiciones de los segmentos del fago en el genoma AVPG2015, los circulos
morados representan la posicion de los factores Sigma que estan codificados en el genoma,
los circulos azules representan la posicién de los genes que codifican las proteinas que
pueden afectar la funcion de los factores sigma descritos y, por Gltimo, los circulos amarillos
representan la posicion de los genes que codifican proteinas que actian como reguladores
transcripcionales en el genoma AVPG2015.

Basandonos en la posicion de los genes que codifican factores sigma, éstos estan en la
porcion cromosomal y no en la fagica. Por tanto, ningun fago codifica para factores sigma
conocidos que contribuya a la regulacion transcripcional en AVPG2015.
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9.2 Proteinas que actlan como reguladores transcripcionales en
AVPG2015

Las principales proteinas que regulan la transcripcion son los factores sigma. Mediante la
exploracién de la anotacion del genoma de AVPG2015 se encontraron 3 genes que codifican
para factores sigma, asi como 4 proteinas que regulan a los factores sigma mencionados y se

enlistan en las tablas 6,7.

Tabla 6. Factores Sigma codificados en el genoma de AVPG2015

Gen Factor 6 Tamafio Posicion en el
genoma
gene="rpoD" 670 o Sigma A 1862 a.a 2480982..2482844
locus_tag="V'Y92_012095"
gene="rpoH" 632 o Sigma H 845 a.a 1916884..1917729
locus_tag="V'Y92_009315"
gene="rpoE" 624 o Sigma E 575 a.a 2394545..2395120
locus_tag="VY92_011725"

Tabla 7. Proteinas reguladoras de los factores Sigma codificadas en el genoma de AVPG2015

Gen Proteina codificada Tamafo Posicion en el
genoma

gene="rseP" Proteasa de Sigma E 1331 a.a 225260..226591

locus_tag="VY92_001350"

gene="rseB" Proteina reguladora de 959 a.a 2392889..2393848

locus_tag="VY92_011715" )
Sigma E

locus_tag="VY92_011720" Proteina de regulacién 575 a.a 2393924..2394499
negativa de Sigma E

locus_tag="VY92_001800" Regulador 938 a.a 330518..331456
transcripcional que

interactla con Sigma
54
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9.3 Sitios y secuencias potencialmente reguladoras de la transcripcion
de los genes anotados en el genoma CP0O58307

Previamente se mostrd la ausencia de expresion funcional de ambos genes de condroitin liasa
de AVPG 2015, clonados en E. coli de manera independiente. Esta falta de expresion podria
ser debida a la necesidad de ambos genes en la misma construccién (79). Como posibilidad
de la falta de expresion se puede considerar la necesidad de la presencia de ambas enzimas
Chl, para observar mayor crecimiento como se observa para A. paragallinarum. En el trabajo
anterior referido, también pudo presentarse una regulacion alterada por fendmenos de
secrecion de las enzimas o bien por ausencia de transcripcién. EIl Gltimo aspecto resulta muy
Ilamativo dado que en el trabajo anterior se usaron incluso clonaciones de segmentos largos
de DNA de AVPG, que contenian los ORF con sus respectivos extremos 5 de hasta 2 kb, por
eso se pretende analizar en este trabajo el tipo de secuencias cis-reguladoras de las regiones
5" lider de los ORF de los genes chll y chl2 de A. paragallinarum por medio de la exploracion
y uso de la base de datos de promotores de E. coli con la herramienta BPROM (65). El trabajo
bioinformatico consistio en hacer el estudio sistemético en todo el genoma y de alli extraer
la informacion para los genes chll y chl2.

La herramienta BPROM (65) sabemos que hace la prediccion de posibles promotores
bacterianos, proporciona las posibles posiciones de interaccion de factores sigma y otros
reguladores transcripcionales. En otras investigaciones con el uso de esta herramienta se ha
reportado que la transcripcion de genes bacterianos regulados por promotores sigma 70, que
es la clase principal de promotores de E. coli, tiene una precision y especificidad del 80%,
valor alto y relativamente confiable para estudios de prediccién en nuestro modelo de trabajo.
Se obtuvo informacion predictiva de promotores con diferentes tamafios de secuencias de
DNA, considerando los 2490 genes del genoma de AVPG2015. Se trabajé primeramente con
segmentos de 120,000 bases y posteriormente con fragmentos de 3000 y 500 bases
respectivamente. Por la anotacion del genoma de A. paragallinarum 2015 sabemos que
existen 65 reguladores transcripcionales, los sitios potenciales totales de reconocimiento en

el DNA se presentan en la tabla 8.
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Tabla 8. Prediccion de los posibles reguladores transcripcionales en AVPG2015.

Sitio de #deSecen | #deSecen Sitio de #deSecen | #deSecen
reconocimiento Profagos Cromosoma | reconocimiento Profagos Cromosoma
ada X 2 28 marR X 3 23
crp 97 860 melR X 1 19
fis 58 623 metJ 21 149
Fnr 60 500 metR 29 369
Fur 29 272 modE X 3 22
Hns 22 218 nagC X 50 403
ihf 147 1223 narL X 9 82
Lrp 127 1088 narP X 5 24
tus X 11 81 ntrC X 2 16
araC 10 91 ompR X 36 308
arcA 91 691 oxyR 14 91
argR 144 1097 pdhR X 8 57
carP X 5 120 phoB X 59 543
cpxR 35 266 purR 60 461
CSpA 2 5 rhaS X 0 2
cynR X 9 67 rpokE 3 15
cysB 7 53 rpoN X 3 36
cytR X 4 32 soxS X 38 321
deoR X 22 208 torR X 2 10
dnaA 9 87 trpR 4 24
fadR 2 16 tyrR 41 382
farR X 2 31 argR2 112 768
fhlA X 11 57 flnCD X 16 44
fruR 0 2 phoB3 X 0 6
galR X 1 15 rpoH2 19 245
gcvA 16 126 rpoH 3 27 154
glpR 19 156 rpoD15 71 606
hipB X 7 68 rpoD16 130 907
ilvy 2 11 rpoD17 201 2033
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lacl X 1 15 rpoD18 84 579
lexA 102 698 rpoD19 30 297
malT 1 5 rpoS17 X 18 135

rpoS18 X 0 18

X. El simbolo indica que los reguladores estan ausentes en AVPG, por lo que no son funcionales de
acuerdo al la red de regulacién conocida para E. coli. La prediccion se hizo por medio de SofBerry y

el programa Bprom.

9.3.2 Proteinas reguladoras de la transcripcion presentes en AVPG 2015

Dado que la base de datos de regulacion transcripcional de BPROM esté basada en E. coli se
pudo predecir el tipo de secuencias que pueden ser reconocidas en el fondo genético de E.
coli. Asi se predijeron 53 posibles blancos de regulacién por proteinas reguladoras de la
transcripcion. Para confirmar la presencia de los reguladores predichos se hizo la busqueda
con BLASTP por secuencia de aminoécidos en las proteinas anotadas en el genoma de AVPG
2015. Se tomo6 como real la presencia de reguladores transcripcionales si se obtenia un
resultado de identidad mayor al 60%, y se concluyd con este corte que sélo encuentran 27
genes gue codifican proteinas de regulacién transcripcional en AVPG; los datos se muestran

en latabla 9, en la que se indica también la posicion del gen en el genoma.

Tabla 9. Reguladores transcripcionales que se encuentran codificados en el genoma de
AVPG2015 (registro CP058307)

Gen Tamafio Posicion
crp 611 pb 1520212..1520823
fis 299 pb 2087183..2087482
fnr 773 pb 993958..994731
fur 446 pb 510208..510654
hns 395 pb 1056835..1057230
ihf 296 pb 770745..771041
Irp 479 pb 842287..842766
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araC 896 pb 258553..259449
arcA 713 pb 304743..305456
argr 467 pb 707455..707922
cpxR 683 pb 2038483..2039166
CSpA 221 pb 718089..718310
cysB 971 pb 997933..998904
dnaA 1364 pb 988..2352
fadR 725 pb 1322926..1323651
fruR 986 pb 960425..961411
gcvA 890 pb 1009634..1010524
glpR 758 pb 53311..54069
ilvy 878 pb 2312120..2312998
lexA 635 pb 267898..268533
malT 641 pb 2122967..2123608
metJ 317 pb 2505416..2505733
metR 929 pb 360391..361320
purk 1010 pb 1061523..1062533
trpR 299 pb 1100113..1100412
tyrR 938 pb 330518..331456
oxyR 902 pb 2063409..2064311

9.4 Abundancia de secuencias reconocidas por reguladores
transcripcionales predichos en el genoma de AVPG2015

En esta parte se explor6 el numero de secuencias blanco que pueden ser reconocidas en el
genoma de A. paragallinarum por las proteinas reguladoras del fondo genético de E. coli. El
resultado del nimero de secuencias reconocidas por los 65 reguladores de E. coli en el
genoma de A. paragallinarum 2015 se muestra en la grafica 1, donde destacan ademas de los
blancos para rpoD17 y rpoD16, los blancos para los reguladores argR, argR2 y arcA, el
parametro de busqueda fueron segmentos de 120 mil bases. Los reguladores mencionados en

este apartado estan codificados en el genoma de A. paragallinarum 2015 por lo que la
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Gréafico 1. Frecuencia de secuencias blanco en el genoma de AVPG2015, que son
reconocidas por reguladores trasncripcionales.

9.5 Factores Sigma vy Reguladores Transcripcionales que
probablemente regulan a los genes de AVPG2015

Para predecir si los genes chll y chl2 pueden seguir un comportamiento de expresion
transcripcional similar al de otros factores de virulencia de A. paragallinarum, se exploraron
las regiones lideres de 500 y 3000 bases para los genes que se muestran en las tablas 10y 11.
En la tabla 10 se muestra el resultado comparativo de los genes chl y de cuatro genes
“housekeeping”. Con el tamafio de 3000 bases de la region lider 5” se observa la presencia
de secuencias blanco para RpoD, excepto para chl2 y con 500 bases ademas de faltar en chl2
también falta en atpD. El faltante en atpD significa que no se predice un promotor cercano y
que existe con otro consenso o se usa lo predicho con 3000 bases. Quizéas algo similar ocurra
con chl2, aungue, el promotor puede ser mas distal a las 3000 bases o de momento no es
posible predecirlo con la informacion de la base de datos para E. coli. Respecto a los factores

transcripcionales se observa que son del tipo de los que reestructuran la estructura
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tridimensional del genoforo, que responden a la represion catabolica. También destaca la

posibilidad de que se esté respondiendo a nivel de nutricion de tipo aminoacidico, ya que se

detectan sitios para TyrR y ArgR.

Tabla 10. Informacion condensada de factores sigma y reguladores transcripciones que

potencialmente actlan en las secuencias reguladoras de los genes chll y chl2.

Rango de busqueda: 3000 pb

Rango de busqueda 500 pb

Gen Posibles Factor Reguladores Posibles Factor Reguladores
secuencias Sigma Transcripcionales secuencias Sigma transcripcionales
promotoras promotoras

chll 4 rpoD (3) crp (4), argR2 (3), 2 rpoD (1) tyrR (1), ihf (1),

ihf (1), Irp (1), fnr arcA (1), fnr (2)
(1)
chl2 3 N/A gcvA (1), argR2 (2), 2 N/A Irp (1)
ihf (1)
Genes housekeeping incorporados en el proyecto gRT-PCR
gyrA 8 rpoD (6) | argR (1), hns (1), ihf 2 rpoD (1) argR (1), hns (1), ihf
(4), gcvA (1), Irp (1), (1)
cysB (1), purR (1),
argR2 (1), lexA (1)
atpD 8 rpoD (2) | hns (1), crp (1), ihf 1 N/A N/A
(1)
recN 7 rpoD (8) | fis (2), arcA (2), crp 2 rpoD (2) tyrR (1), ihf (1),
(2), purR (1), glpR arcA (1)
(1), araC (1), ihf (3),
argR (1), fur (1), fis
(2), tyrR (1), lexA (1)
rpoB 7 rpoD (7) | tyrR(2), Irp (2), arcA 1 rpoD (2) tyrR (2), ihf (1)

(1), metR (1), lexA
(2)

*Se muestra la diferencia de resultado predictivo al analizar 500 y 3000 pb de la region UTR. Se

muestra el resultado comparativo de prediccion en 4 genes HouseKepping

En la tabla 11 se presenta la prediccidn de secuencias reguladoras en cis presentes en genes

relacionados con la virulencia de A. paragallinarum. Se propone que los genes de virulencia

pudieran estar regulados por RpoD o por RpoD y RpoH; la activacion por RpoD es mas

probable si se toman en cuenta secuencias cortas de 500 bases, en tanto que si se toman en

cuenta secuencias de 3000 bases se propone la participacion de los dos factores sigma. Es
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interesante ver que RpoD pudiera controlar varios de estos genes de virulencia como el caso

de fur, cdtC, hmtp210. Tienen una dualidad de expresion pepN, cdtA, cdtB, avxA, fhaB,

destacando que en cdtA se puede predecir como blanco para RpoD y RpoH, tomando en

cuenta 500 y 3000 bases respectivamente, lo que significa que pudiera existir una regulacion

compleja de cdtA, en tanto que es menos complicada para los genes vecinos del operén cdtB

y cdtC. En los genes de virulencia también se observa que cada gen pudiera ser influenciado

por otros reguladores transcripcionales, como ocurre para los genes housekeeping y chlly

chl2, aunque cada gen de virulencia tiene su propia complejidad de regulacion.

Tabla 11. Informacién condensada de factores sigma y reguladores transcripciones que

potencialmente actian en las secuencias reguladoras de nueve genes relacionados con la

virulencia bacteriana.

Rango de busqueda: 3000 pb Rango de busqueda: 500 pb
Genes de virulencia incorporados en el proyecto qRT-PCR
Gen Posibles Factores Reguladores Posibles Factores Reguladores
secuencias Sigma transcripcionales secuencias Sigma Transcripcionales
promotoras promotoras
fur 8 rpoD (4) | argR2 (1), ihf (3), metR 1 N/A N/A
(1)
pepN 8 rpoD (3) | fis (1), crp (2), arcA (1), 1 rpoD (2) | tyrR (1), ihf (1),
rpoH (1) | tyrR (1), fnr (2), argR arcA (1), purR (2),
(3), Irp (1) hns (1)
cdtA 7 rpoD (8) | ihf (6), tyrR (2), argR 2 rpoD (1) | arcA (1), argR (2),
rpoH (1) | (2), cpxR (2), fis (1), fur rpoH (2) | cpxR (1), Irp (2)
(1), lexA (3)
cdtB 8 rpoD (5) | arcA (1), argR (2), cpxR 2 rpoD (1) | fur (1)
rpoH (2) | (1), Irp (2), glpR (1), fnr
(1), crp (1), lexA (3)
cdtC 8 rpoD (7) | arcA (3), gcvA (1), argR 1 rpoD (1) | fis (1), cpxR (1)
(1), ihf (6), hns (1), crp
(2), tyrR (1), lexA (1)
ompA 7 rpoD (5) | oxyR (1), metR (1), Irp 1 rpoD (1) | ihf (1), argR2 (1),
(2), argR2 (2), fis (1), ihf fnr(1)
(1), fnr (1)
fhaB 7 rpoD (6) | purR (2), hns (1), cpxR 2 rpoD (2) | arcA (1), fnr (1),
rpoH (1) | (1), arcA (3), fis (1), ihf argR (1), hns (1)
(1), tyrR (1), argR (1),
argR2 (1), crp (5)
avxA 7 rpoD (11) | Irp (6), argR (3), fis (2), 1 rpoD (2) | fis (1)
rpoH (1) | glpR (1), crp (1), argR2
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(3), ihf (1), metR (3),
lexA (1)

hmtp210 7 rpoD (6) | argR2 (3), Irp (4), cpxR 1 rpoD (2) | fnr (1), argR2 (1),
(1), for (3), argR (3), argR (1), inf (1),
arcA (2), purR (1), ihf arcA (1)
(2), tyrR (1), glpR (1)

9.6 Identificacion y representacion de posibles secuencias candnicas
de secuencias blanco de factores sigma codificados en el genoma de
AVPG2015.

Basandose unicamente en los tres factores sigma anotados para AVPG2015 se hizo el conteo
de los genes que son regulados por estos. Se predijeron 1644 genes regulados por el factor
sigma 70, 245 genes regulados por sigma H y 13 genes regulados por sigma E, para un total
de 1901 promotores de un total global de 2490 genes; esto significa que los 591 restantes son
regulados por promotores distantes al ORF o por otro medio no predecible por la herramienta
BPROM, de acuerdo a la estrategia de busqueda con 500 bases del 5°. Los porcentajes
predichos de genes controlados por factores sigma los podemos ver en la grafica 2: sigma 70
reconoce el 66.02% de secuencias, sigma 32 reconoce el 9.83%, sigma E reconoce el 0.522%
y el 23.73% de genes de AVPG2015 tienen otro tipo de regulacidn, o su promotor no se ubica

en las distancias analizadas.

%

23.73%

0.522% '

= Sigma 70 (rpoD) = Sigma 32 (rpoH) Sigma E (rpoE) Otros

Gréafico 2: Porcentaje de genes regulados por los factores Sigma codificados en el genoma
de AVPG2015.
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La herramienta BPROM ademas nos indicd que puede haber isoformas de reconocimiento
del factor sigma 70 o sitios para RpoD. El programa ofrece 5 versiones de secuencias blanco
Ilamadas rpoD15, rpoD16, rpoD17, rpoD18 y rpoD19 las cuales se buscaron en las
secuencias del DNA de AVPG2015. Los resultados se muestran en la tabla 11, observandose
que la secuencia en cis reconocida con mas frecuencia es para rpoD17 (5> MOTIVO 3°)
seguida de rpoD16 (5 MOTIVO 3°) y con menor frecuencia la de rpoD19 (5 MOTIVO 3°).

Tabla 12. Clases de probables secuencias reconocidas por Sigma 70.

Tipo de Secuencias reconocidas Numero de Secuencias
por Sigma 70 o rpoD existentes
rpoD15 376
rpoD16 551
rpoD17 971
rpoD18 357
rpoD19 199

La base de datos de BPROM tiene registro para dos motivos de reconocimiento para rpoH,
en las versiones rpoH2 y rpoH3. La prediccion de estas secuencias en el genoma de A.
paragallinarum 2015 se muestra en la tabla 13, donde de observa que la mas frecuente es

rpoH2 con 156 secuencias blanco y rpoH3 so6lo con 100.

Tabla 13. Clases de probables secuencias reconocidas por Sigma 32.

Tipo de Secuencias reconocidas | NUmero de Secuencias
por Sigma 32 o rpoH existentes
rpoH2 156
rpoH3 100

Las secuencias de reconocimiento predichas para cada uno de los tres factores sigma se
separaron de acuerdo con el factor sigma participante en la transcripcion. Se alinearon las
secuencias con Clustal Omega y se representd la secuencia consenso por medio de la
herramienta WebLogo. Los consensos para sigma 70 y las versiones que tiene BPROM se

muestran en la imagen 2; para el consenso de los promotores del tipo rpoD16 y rpoD17, que
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fueron los mas abundantes en la prediccion con BPROM, se observa que los nucleotidos de

adenina y timina (A y T) son muy frecuentes en una diada con la primera mitad del consenso

ricaen T y la segunda rica en A.
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Imagen 2. Logo de las secuencias candnicas consenso reconocidas por la proteina sigma 70.
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Imagen 3. Logo de las secuencias candnicas consenso reconocidas por la proteina sigma 32.

Las dos versiones de la secuencia de reconocimiento para RpoH, llamadas rpoH2 y rpoH3,

tienen alto contenido de A y T, siendo mas abundante la presencia de A; las cuatro bases

centrales parecen mostrar una diada como la de rpoD, pero mas corta con la presencia de G
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o0 C en la parte mas externa de la secuencia de reconocimiento. El resultado se muestra en la
imagen 3.

La version del consenso de reconocimiento para RpoE se muestra en la imagen 4. Este
consenso se obtuvo s6lo con 13 secuencias y se puede observar en la region central mayor

frecuencia de T y una frecuencia mas variada de otros nucledtidos en otras posiciones (A, G
y C).

2_
rpoE
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Imagen 4. Logo de las secuencias candnicas consenso reconocidas por la proteina sigma 24.

9.7 Unidades Transcripcionales que conforman el genoma de
AVPG2015

Para predecir si hay presencia de unidades transcripcionales monocistronicas Yy
policistronicas se cotejaron las predicciones de BPROM en segmentos de DNA de 500 bases
en comparacion con las de segmentos de 120,000 bases. En la tabla 14 se puede observar la
frecuencia con la que se presentan las secuencias concenso predichas para cada regulador
transcripcional en tramos de 12 kpb y 500 pb de DNA gendmico. Se propone gue en la region
de 500 bases se predicen las unidades monocistronicas por la cercania, en tanto que en la
region larga se predicen las policistronicas u operones de acuerdo con cada regulador
transcripcional. Se puede observar que el numero siempre es menor para tramos de 500 bases,
lo que significa que se pierden sitios predichos al considerar la rigidez de 500 bases rio arriba
de cada ORF y puede haber reguladores en segmentos mas largos por ejemplo considerando

ORFS de longitudes mayores a 500 bases.
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Tabla 14. Prediccion de secuencias de reconocimiento por factores sigma y reguladores

transcripcionales.

Genes # de Sec # de Sec Genes # de Sec # de Sec
reguladores | (120,000 pb) | (500 pb) | reguladores (120,000 pb) | (500 pb)
ada 28 17 marR 23 14
crp 860 468 melR 19 14
fis 623 416 metJ 149 78
fnr 500 316 metR 369 245
fur 272 160 modE 22 15
hns 218 138 nagC 403 268
ihf 1223 895 narL 82 50
Irp 1068 802 narP 24 15
tus 81 59 ntrC 16 6
araC 91 76 ompR 308 182
arcA 691 502 oxyR 91 59
argR 1097 810 pdhR 57 37
carP 120 80 phoB 543 343
cpxR 266 167 purR 461 283
CSpA 5 4 rhaS 2 0
cynR 67 25 rpokE 15 13
cysB 53 29 rpoN 36 26
cytR 32 20 SOXS 321 199
deoR 208 132 torR 10 7
dnaA 87 46 trpR 24 20
fadR 16 12 tyrR 382 265
farR 31 16 argR2 768 549
fhlA 57 36 flhCD 44 30
fruR 2 0 phoB3 6 4
galR 15 6 rpoH2 245 156
gcvA 126 72 rpoH3 154 100
glpR 156 86 rpoD15 606 376
hipB 68 46 rpoD16 907 551
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ilvy 11 9 rpoD17 2033 971
lacl 15 12 rpoD18 579 357
lexA 698 466 rpoD19 297 199
malT 5 3 rpoS17 135 103
rpoS18 18 6

Las probables unidades mono o poilicistronicas deducidas con BPROM se comprobaron con
la organizacion de los genes de todo el registro CP058307, y el dltimo método fue utilizando
la plataforma FGENESB de Softberry (80).

Como resultado de la prediccion basandose en la orientacion de los genes, se dedujo que, el
registro CP058307 esta4 conformado en su mayor parte por unidades monocistrénicas (318
de 823 = 38.63%), bicistronicas (170 de 823 = 20.65%), tricistronicas (109 de 823 = 13.24%)
y tetracistronicas (86 de 823 = 10.44%), los genes restantes se encuentran organizados en

unidades policistronicas.

Como resultado de la basqueda basada en la informacion predictiva de 500 pb, se dedujo
que, el registro CP058307 del mismo modo, esta conformado en su mayor parte por unidades
monocistronicas (720 de 874 = 82.37%), bicistrénicas (301 de 874 = 34.43%), tricistronicas
(155 de 874 = 17.73%) y tetracistronicas (98 de 874 = 11.21%), los genes restantes se

encuentran organizados en unidades policistronicas en cantidades menores.

Para finalizar, los resultados pertenecientes a la prediccion basada en el programa
FGENESB, se dedujo que, el registro CP058307, esta conformado por unidades
monocistrénicas (394 de 977 = 40%), bicistronicas (218 de 977 = 22%), tricistronicas (109
de 977 = 15%) vy tetracistronicas (86 de 977 = 11%), el resto de los genes se encuentran
organizados en unidades policistrénicas, los resultados obtenidos de todos los métodos

utilizados se pueden analizar en la tabla 15 y grafico 3.
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Tabla 15. Organizacion transcripcional de los genes de AVPG2015

Arreglos

Transcripcionales

Cantidad de unidades

transcripcionales por

Cantidad de unidades

transcripcionales de

Cantidad de unidades

transcripcionales de

mapa fisico acuerdo a las secuencias | acuerdo a la prediccion
reguladoras deducidas con FGENESB

Monocistronicos 318 720 394

Bicistronicos 170 301 218

Tricistronicos 109 155 146

Tetracistronicos 86 98 101
Pentacistronicos 47 52 65
Hexacistronicos 17 1 8
Heptacistronicos 15 0 13
Octacistronicos 12 2 17
Nonacistronicos 8 0 3
Decacistronicos 11 1 3
Undecacistronicos 7 0 2
Dodecacistronicos 6 0 2
Policistrénicos 17 0 5
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Gréfico 3. Frecuencia de unidades transcripcionales en el genoma de AVPG2015. Cada
informacion representada en el grafico de pastel fue obtenida por diferentes métodos: a)
Arreglo cromosomal, b) Tipo de promotor, ¢) FGENESB.

Todo este andlisis que representa un panorama general se realizd para todo el genoma de

AVPG2015, aplicado para los 2490 genes que contiene el registro CP058407, pero del mismo

modo se puede aplicar un analisis especifico para cada uno de los genes antes mencionados,
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y, partiendo del uso del andlisis de los genes de condroitin liasas ademas del uso de los genes

del proyecto qRT-PCR, podemos concluir lo siguiente:

Tabla 16. Organizacion de las probables unidades transcripcionales de 13 genes de
AVPG2015.

Gen Longitud de la | Posicion del Regulador
organizacion- gen principal
genes con probable
igual sentido
chll 2 2 RpoD
chl2 6 3 Lrp
rpoB 2 2 RpoD
gyrA 2 1 RpoD
recN 2 2 RpoD
atpD 19-(9) 10-(7) RpoD
fur 4 4 Fur
fhaB 2 2 RpoD
pepN 6 1 RpoD
OmpA 3) 1 RpoD
CdtA 3 3 RpoD
cdtB 3 2 RpoD
cdtC 3 1 RpoD

Se puede deducir si un determinado gen puede formar parte de una probable unidad
monocistronica o policistronica, asi como predecir la posicion de dicho gen en esa unidad, y

el regulador causante de la expresion de los genes de dicha unidad.

Para el caso de los genes de Condroitin Liasa, primero hablando del gen chll, este forma
parte de una probable unidad bicistronica, en la cual, ocupa la segunda posicién de dicha
unidad y Sigma 70 es el probable regulador responsable de su expresién. El gen chl2, forma
parte de una probable unidad hexacistronica, en la cual, ocupa la tercera posicion de la unidad
transcripcional y la proteina Lrp es el posible regulador responsable de su expresion.
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9.8 Potenciales secuencias reguladoras en cis de los genes chl1 y chl?

9.8.1 Analisis de las secuencias cis en la region lider de ch/1

Al haber predicho con el 80% de confianza los sitios de reconocimiento de factores sigmay
de proteinas reguladoras de la transcripcion que pudieran controlar la expresion de 2490
genes en A. paragallinarum de forma homologa y en E. coli de forma heter6loga, sabemos
que existen diferencias por el fondo genético usado en la investigacion. También es conocido
que la prediccion de potenciales promotores pudiera variar dependiendo de la secuencia
usada para llevar a cabo la busqueda de secuencias cis controladoras de la expresion a nivel
transcripcional. Para los genes chll y chl2 se tomaron dos tamafios de secuencia 5 lider de
los ORF para la busqueda: 500 bases cercanas al ORF de cada gen y 3000 bases rio arriba
incluyendo al ORF de los genes chl (6000 en total).

En la secuencia de 500 bases de chll, se predijeron 2 posibles secuencias promotoras, en el
promotor nimero uno, existe un blanco de reconocimiento por Sigma 70 y 2 blancos de
reconocimiento para el regulador FNR. En el segundo promotor, se observan 3 potenciales

sitios de reconocimiento, para 3 reguladores transcripcionales TyrR, Ihf y ArcA (imagen 5).

ORF
-35(469)  -10 (451) -35 (162) -10 (143)
e |
[ locus_tag="VY92_002865", gene= chl1
tyrR (32) rpoD17 (376)
— —
inf (33) fnr (377)
[ ]
arcA (34) =
fir (384)

Imagen 5. Regidn 5” rio arriba del marco de lectura abierto del gen chll. Secuencia de 500
pb en la que se muestran los posibles sitios de union de proteinas reguladoras de la
transcripcion.
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Promoter Pos: 1776 LDF- 8.69
-10 box at pos. 1761 TTTTATTAA Score 34
-35 box atpos. 1740 TTGTTT Score 40
For promoter at 1776:
crp: TGTGATCT at position 1727 Score - 13
rpoD19: GTGATCTA at position 1728 Score - 11
rpoD17: TTTTGTAT at position 1744 Score - 9
ompR: TTCTTTTT at position 1757 Score- 8
argR2: TTTTTATT at position 1760 Score - 13
phoB: TTTATTAA at position 1762 Score - 8
phoB: TTTTCATA at position 1777 Score - 13
rpoD19: TTTCATAT at position 1778 Score - 11
crp: TCATATCA at position 1780 Score - 9

N

-10 (515)

-35 ‘537)

EEE—

Tag VY92_002865

e

ompR

e

—1
ompR

N crp
argR2
fnr

Promoter Pos: 2171 LDF- 1.96
-10 box at pos. 2156 GAGAATAAT Score 41
-35box atpos. 2135 TTGGAA Score 32

Promoter Pos: 1417 LDF- 5.99
-10 box at pos. 1402 TGTTAATAT Score 72
-35 box at pos. 1385 AAGCAG Score -18
For promoter at 1417:
ihf: ATCATACA at position 1368 Score - 13
soxS: AATTTCTT at position 1392 Score - 7
Irp: TTTCTTTT at position 1394 Score - 9
ompR: TTCTTTTT at position 1395 Score - 8
crp: TTTTGTTA at position 1399 Score- 9
argR2: ATATAAAT at position 1407 Score - 13

Promoter Pos: 3323 LDF- 4.30
-10 box at pos. 3308 tCTTTACAAT Score 66
-35 box at pos. 3287 ATGATA Score 28
For promoter at 3323:
tyrR: TTTACAAT a position 3281 Score- 8
tyrR: TTTACAAT at position 3309 Score- 8

Promoter Pos: 2500 LDF- 4.59
-10 box at pos. 2485 CTTTATTTT Score 48
-35box at pos. 2463 TTGCAA Score 55
For promoter at  2500:
argR2: TTTATTTT at position 2486 Score - 7
fnr: TTATACAA at position 2492 Score - 14
crp: AATAAATT at position 2499 Score - 9

Promoter Pos: 3007 LDF- 6.09
-10 box at pos. 2992 GGGTAAAAT Score 84
-35box at pos. 2969 TTTCCG Score 36

For promoter at  3007:

far: TGTAAATC at position 2948 Score- 9
narL: GTAAGGGT at position 2988 Score - 12

Imagen 6: Region 57 rio arriba del ORF del gen chll. Secuencia de 3000 pb en la que se muestran los
posibles sitios de union de proteinas reguladoras de la transcripcion. Los numeros en las cajas
representan las coordenadas desde el inicio de la secuencia en el lado 57, en tanto que las coordenadas
para las secuencias marcadas como -515 y -537 representan las coordenadas rio arriba del ORF. Los
genes resaltados en color amarillo corresponden a las secuencias blanco que pueden ser reconocidas

en E. coli.

La busqueda sobre la secuencia de 3000 bases de la regién lider 5"mostré que hay un probable

promotor cercano al ORF mas alla de las 500 bases, en 515 y 537 bases. Se observaron 6

probables secuencias promotoras, 2 de las cuales son descartables poque se encuentran dentro

del ORF del gen chl1 (imagen 6). Se muestra el promotor mas cercano al ORF entre las bases

515y 537 y los 7 sitios de union de los reguladores transcripcionales; y para cada secuencia

promotora, se muestran sus respectivos sitios probables de reconocimiento para reguladores

transcripcionales, entre los que destacan reguladores como OmpR, PhoB, Crp, ArgR2, SoxS,

Ihf, Lrp y Fnr. Los genes resaltados en color amarillo corresponden a las secuencias blanco

gue pueden ser reconocidas en E. coli pero no en A. paragallinarum.
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9.8.2 Analisis de las secuencias cis en la region lider de ch/2

Los promotores predichos en la region de 500 bases del gen chl2 potencialmente son dos,

uno entre las bases -48 y -66 y otro entre las bases -355 y -378 y un sitio blanco para Lrp en

-91 bases (imagen 7)

-35(378)  -10(355)

-35 (66)

Irp (91)

-10 (48)

ORF

locus_tag="VY92_011985", gene= ch/2

Imagen 7: Regidn 5” rio arriba del ORF del gen chl2. Secuencia de 500 pb en la que se muestran los
posibles sitios de union de proteinas reguladoras de la transcripcion.

La prediccion de promotores y secuencias reguladoras en cis usando el segmento de 300

bases cercanos al ORF mostro cinco promotores, dos de ellos descartables por estar dentro

del ORF (Imagen 8). Se muestra el promotor mas proximo a las 500 bases del ORF,

localizado entre las posiciones -613 a -631 y los sitios blanco de reconocimiento por los

reguladores transcripcionales Ihf, ArgR2 asi como GcvA. En color amarillo se resaltan las

secuencias blanco para ser reconocidas en E. coli pero no en A. paragallinarum.

Promoter Pos: 1958 LDF- 3.13

-10 box at pos. 1943 GGTTATATT Score 70

-35 box at pos. 1921 TTCTGA Score 10

For promoter at 1958:
gcevA: TTATATTT at position 1945 Score - 11
nagC: ATATTTTA at position 1947 Score - 7

N

>

Tag VY92_011985

==l

ada

/

35(631)  -10(613) orf
]
rpoS17 argR2
—/
ompR ompR

Promoter Pos: 2402 LDF- 6.25
-10 box at pos. 2387 TGGAAAGAT Score 35
-35 box at pos. 2369 TTTATG Score 33
For promoter at 2402:
ada: ATAAGAAT at position 2346 Score - 11
rpoS17: TTATATTA at position 2359 Score - 14
ompR: ATATTACA at position 2361 Score - 9
argR2: TTTTTATT at position 2398 Score - 13
ihf: TTTTATTT at position 2399 Score - 13
argR2: TTTATTTT at position 2400 Score- 7

Promoter Pos: 2786 LDF- 2.95
-10 box at pos. 2771 GGTCATTAT Score 50
-35 box at pos. 2751 TTGGTT Score 25
For promoter at 2786:
ompR: ATATTACA at position 2737 Score- 9

T

Promoter Pos: 3740 LDF- 5.77
-10 box at pos. 3725 AGGTAAAAT Score 82
-35 box at pos. 3701 TTAAAA Score 37
For promoter at 3740:
argR2: ATATAAAT at position 3732 Score - 13
far: ATAAATAT at position 3734 Score - 9

Promoter Pos: 3349 LDF- 5.56

-10 box at pos. 3334 ATTTATAAT Score 81

-35 box at pos. 3310 GCGACG
For promoter at  3349:

Score -10

argR: TTTTTTAT at position 3328 Score - 13
argR2: TTTTTATT at position 3329 Score - 13

ihf: TTTTATTT at position 3330 Score - 13
rpoD17: TTTATAAT at position 3335 Score - 9
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Imagen 8: Region 57 rio arriba del ORF del gen chl2. Secuencia de 3000 pb en la que se muestran los
posibles sitios de union de proteinas reguladoras de la transcripcion. Los numeros en las cajas
representan las coordenadas desde el inicio de la secuencia en el lado 57, en tanto que las coordenadas
para las secuencias marcadas como -515 y -537 representan las coordenadas rio arriba del ORF. En

color amarillo se resaltan las secuencias blanco que pueden ser reconocidas en E. coli.

9.9 Redes de regulacidn transcripcionales predichas para los genes de
Condroitin Liasas

Analizando toda la informacion redactada hasta el momento, los genes que codifican para las
enzimas Chl estan regulados por sigma 70 en regiones proximales (500 pb) y distales (3000
pb), entonces, para poder representar esto en un diagrama, se realizé la prediccion de una red
de regulacion transcripcional del gen rpoD (el cual codifica para Sigma 70) basandose en la
informacion predictiva obtenida de las bases de datos computacionales del programa String.

Imagen 9: Red de regulacién transcripcional predicha de la proteina Sigma 70 por el
programa bioinformatico String
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En la red de regulacion de Sigma 70, esta interacciona con proteinas que van desde las
subunidades del core de la ARN polimerasa hasta proteinas que puedan ser receptoras de
AMP ciclico, u otras proteinas como la subunidad B de la DNA girasa; Muchas de estas
interacciones se predicen con base a extraccion de informacion experimental o extraccion de
bases de datos, o en algunos casos, algunos genes se co-expresan como el caso de RpoD y

DnaG como se observa en la imagen 9.

Afadiendo la informacidn de la proteina Chl1 a la red de regulacion transcripcional de Sigma
70, como se observa en la imagen 10, se observa que Sigma 70 tiene un efecto directo en
chll ya que se favorece la expresion del gen, y a su vez interactlian directamente sobre chl1,
ihf, arcA, fnr y tyrR actuando ya sea como inhibidores o activadores de la transcripcion.

Imagen 10: Modelo propuesto de la red de regulacion transcripcional que controla la expresion de la
proteina Chl1. EI modelo fue realizado superponiendo la informacion obtenida de la red de regulacion

de 670 con la informacion predictiva obtenida de Chll.

Para el caso de la proteina Chl2, no es regulada por Sigma 70 para el rango de 500 pb, con
base en la prediccidn, ésta interacciona unicamente con la proteina Lrp, posiblemente como

un inhibidor transcripcional. Esta informacion debera ser confirmada experimentalmente,
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siendo importante aclarar que esto es una prediccion bioinformatica, no una caracterizacion
funcional experimental; en la imagen 11 se puede observar la red de regulacion
transcripcional correspondiente a la proteina Chl2.

@
(i)

Imagen 11: Modelo propuesto de la red de regulacidn transcripcional que controla la expresion de la

proteina Chl2. EI modelo fue realizado superponiendo la informacion obtenida de la red de regulacion

de 670 con la informacién predictiva obtenida de Chll.

9.10 Prediccion de estructura tridimensional de las proteinas Chlly
Chl2

Como parte final de esta investigacion, mediante el uso de tres programas bioinformaticos:
Swiss Model, ITasser y PyMol, se predijeron estructuras tridimensionales probables para
ambas proteinas Condroitin Liasas, obteniendo diversos resultados predictivos que le dan
validez al modelo presentado comparado con modelos de proteinas cristalizados de
Condroitin Liasas de otros microorganismos como Proteus Vulgaris y Bacteroides

thetaiotaomicron.

Diferentes modelos generados con valores estadisticos se obtuvieron para cada proteina Chl,
mediante el uso del programa Swiss model, el cual requiere un formato fasta para su
utilizacion. En el caso de la proteina Chll, dos posibles modelos tridimensionales se

predijeron (imagen 12).
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Imagen 12: Estructuras tridimensionales de la proteina Chll. Modelos generados con el
programa SwissModel. A) Chl1.M1, B) Chl1.M2.

Como se puede apreciar, el modelo 1 (Chl1.M1) es mas exacto y con mayor calidad que el
modelo 2 (Chl1.M2) debido a que la composicion de aminoacidos del modelo 1 es més
semejante a la de modelos cristalizados de proteinas Chl reportados en otras bases de datos.
En caso del modelo 2, su estructura tridimensional no comparte semejanza con otras
proteinas Chl reportadas. Esto es corroborado por los diferentes valores estadisticos

obtenidos para los diferentes modelos, los cuales se muestran en la tabla 17.

De acuerdo a los diferentes valores de QMEAN y GMQE, podemos analizar que el modelo
1 predicho de la proteina Chl1l es mas exacto y con una calidad mayor comparado con el
modelo 2 de la misma proteina. No obstante, debido al valor negativo alejado de cero en
ambos valores de QMEAN, podemos inferir que ambas estructuras difieren mucho en su
estructura tridimensional con las estructuras cristalizadas almacenadas en la base de datos de

SwissModel.
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Tabla 17. Resultados estadisticos predictivos para los diferentes modelos propuestos de la

proteina Chl1.

Valores estadisticos Chl1.M1 Chl1.M2
QMEAN -4.27 -7.59
GMQE 0.69 0.19
QMEAND:IsCo 0.69+0.5 0.40 £ 0.05
Seq. Identidy 30.73 29.14

En el caso de la proteina Chl2, inicamente un posible modelo de estructura tridimensional
se predijo. Sin embargo, basandonos en los resultados estadisticos de SwissModel y en
comparacion con los modelos tridimensionales predichos para la proteina Chll, el modelo de
la proteina Chl2 de AVPG 2015 sugiere que su estructura tridimensional es muy semejante
a la de modelos cristalizados de proteinas Chl reportados en otras bases de datos. Lo cual es
corroborado por los diferentes valores estadisticos obtenidos para los diferentes modelos
(Tabla 18).

El modelo tridimensional posee resultados mas confiables y de mayor calidad en el
modelado, debido a que los resultados de QMEAN y GMQE abarcan valores aproximados o
mayores de 1, lo que genera una mayor certeza que posee homologia a otras proteinas
Condroitin Liasas que se encuentran almacenadas en la base de datos de SwissModel. Los

resultados se pueden observar en la tabla 18.
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Imagen 13. Estructura tridimensional de la proteina Chl2. Modelo generado con el programa

SwissModel.

Tabla 18. Resultado estadistico predictivo para el modelo propuesto de la proteina Chl2.

Valores estadisticos Chl1.M1
QMEAN -4.27
GMQE 0.69

QMEANDIsCo 0.69£05
Seq. ldentidy 30.73

Con el uso de las secuencias de aminoacidos de ambas proteinas Chl del registro de Genbank
CP058307, y de un segundo programa denominado I-Tasser, se obtuvieron multiples
modelos tridimensionales predichos con diferentes valores de C-Score, siendo el modelo
resultante con un valor C-score mas alto el mas acertado a homologia con otras proteinas

cristalizadas reportadas previamente.
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Para la proteina Chll, se predijeron tres modelos tridimensionales los cuales varian en valor

C-Score como se pueden ver a continuacién en la imagen 14.

C-Score=0.70 C-Score=0.29 C-Score= -2.22

Imagen 14. Estructura de la enzima Chll de AVPG 2015. Modelos tridimensionales
generados mediante el programa I-Tasser.

La estructura tridimensional, en este caso, mas confiable basandonos en el valor C-Score, es
el modelo cuyo valor es de 0.70 mientras que los demas, debido a su cercania con el valor 0,
resultan poco confiables de compartir homologia con proteinas condroitin liasas cristalizadas

y reportadas en otras bases de datos.
Para la proteina Chl2 se predijeron utilizando el mismo procedimiento, cuatro probables

estructuras tridimensionales, con valores muy diferentes de c-score entre ellos. Se observan

los diferentes modelos a continuacion en la imagen 15.
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C-Score = 0.71

C-Score =0.43

Imagen 15. Estructura de la enzima Chl2 de AVPG. Modelos tridimensionales generados
mediante el programa I-Tasser.

Basandonos en el valor C-Score, el modelo tridimensional mas confiable tiene un C-score
de 0.71 y 0.43, los demas resultan poco confiables de compartir homologia con proteinas
condroitin liasas cristalizadas y reportadas en otras bases de datos debido a su aproximidad

al valor 0.
Finalmente, utilizando un tercer programa bioinforméatico, PyMOL, se superpusieron los

modelos cristalizados de proteinas condroitin liasas de Proteus vulgaris (Modelo 1HNO),
Bacteroides thetaiotaomicron (Modelo 2Q1F) en la imagen 16.
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Imagen 16. Superposicion de dos estructuras tridimensionales, obtenidas de dos cristales de
condroitin liasas, la estructura verde corresponde a la proteina Chl de Proteus vulgaris y la estructura

azul corresponde a la proteina Chl de Bacteroides.sp con programa PyMol.

Con base en esta suposicion, notamos que ambas proteinas Chl comparten muchas
similitudes entre si mismas en multiples dominios, aunque con algunas diferencias en la
estructura secundaria de la proteina variando entre hélices alfa y laminas beta. Utilizando la
estructura de la misma proteina de Proteus vulgaris pero superponiendo la del modelo
tridimensional de Chll predicho con I-Tasser se aprecia una mayor similitud entre ambas

estructuras terciarias con respecto a las de la imagen 17.
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Imagen 17. Superposicion de dos estructuras tridimensionales utilizando el programa PyMol, la
estructura verde corresponde a la proteina Chl de Proteus vulgaris y la estructura azul corresponde a
la proteina Chll de AVPG 2015 predicha por medio de I-Tasser.

10. DISCUSION

Avibacterium paragallinarum es un microorganismo patégeno que contiene factores de
virulencia codificados en su genoma y que es de relevancia para la industria avicola debido
a las grandes pérdidas economicas que ocasiona, debido a la disminucion en la produccion
de huevo, y al alto consumo de medicamentos, entre otros. Los andlisis bioinformaticos nos
han permitido predecir nuevos elementos de regulacién genética acerca de cOmo se expresan
diferentes genes y que elementos interactlan y afectan la expresion de un gen. Avibacterium
paragallinarum 2015 contiene codificados en su genoma genes que contribuyen a la
regulacion transcripcional global de todos sus genes, en una exploracion fisica del registro
de Genbank CP058307 fueron encontrados siete segmentos de DNA que contienen genes de
profago que codifican proteinas propias de fago y que no contribuyen a la regulacion
transcripcional global de AVPG 2015. Esto es apoyado igualmente por lo analizado por
Horta-Valerdi et al. (82), los cuales a través de una secuenciacion del genoma completo de
la cepa CL de AVPG determinaron la presencia de varias regiones ricas en secuencias de
insercion, de las cuales, 142 proteinas putativas fueron determinadas como transposasas e
integrasas y 117 relacionadas con fagos, probablemente siendo parte del fago Mu con
funciones vestigiales.

Ademas, fueron anotados todas las secuencias de AVPG2015 que actiian como reguladores
transcripcionales, de los cuales se encuentran codificados tres factores Sigma (670, 632 y
024) asi como cuatro proteinas que regulan los factores o antes mencionados. De acuerdo
con Paget et., al (33) la funciéon de 670 es regular la transcripcion general de la mayoria de
los genes mientras que los factores ¢ accesorios tienen la funcion de activar genes temporales
0 especificos en presencia de una sefial caracteristica, entre las cuales destacan 3 categorias:
respuesta al estrés, desarrollo y metabolismo auxiliar; por ejemplo, se cree que 632 (cH)
regula la expresion de genes en respuesta a choque térmico mientras que 624 (6E) modula la
expresion de genes de desarrollo bacteriano.

A su vez, con base en lo establecido por Boyce et al., (2002), los cuales confirman la

presencia de los factores ¢ antes mencionados (670, 632 y 624) en Pasteurella multocida, se
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predijo que las funciones en que participan los factores 632 y 624 estaban relacionadas en
las respuestas de calor y choque extracitoplasmatico respectivamente, podria dar sustento a
los resultados obtenidos aqui, debido a que tanto Pasterella multocida como Avibacterium
paragallinarum, pertenecen a la familia Pasteurellaceae.

Este resultado es apoyado por Craig et al., (2002), quienes establecen que en el genoma de
Haemophilus influenzae NTHi se encuentra un operon bacteriano que codifica para un factor
oE, el cual controla la respuesta al estrés extracitoplasmatico. Como se describio
anteriormente, en diferentes miembros de la familia Pasteurellaceae, probablemente se
encuentren codificados diversos factores o, los cuales pudieran realizar la misma funcion en
cada microorganismo, incluido Avibacterium paragallinarum. Esta suposicion necesita ser
confirmada ya que no se han realizado mas estudios comparativos y que incluyan ademas a
otras cepas de Avibacterium paragallinarum.

Taverner et al., (2004) describié que para que un gen pueda expresarse adecuadamente,
ademas de la correcta unién a la RNA polimerasa, se necesita de un control en el cual se
puede llevar a cabo una activacion o represion génica bajo diferentes condiciones, tarea que
es llevada a cabo por proteinas que actdan como reguladores transcripcionales, las cuales se
unen al ADN cumpliendo la funcion de activadores o inhibidores de genes, en este contexto,
es posible identificar tanto in-vitro como in-silico. La determinacion de los sitios de union
al DNA de dichos reguladores transcripcionales, in-vitro, incluyen metodologias como
inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP) o identificacion de DAM metilasa (DamlID), lo
que permite identificar donde se une el regulador en el genoma. De manera in-silico, existen
programas cuyos algoritmos de prediccion han sido mejorados y, por lo tanto, son una buena
herramienta que cumple su objetivo principal, aunque cabe destacar que siempre existiran
los falsos positivos 0 negativos en este tipo de programas, debido a que los reguladores
transcripcionales no siempre se vinculan a su sitio de enlace consenso, por lo que estas
predicciones se deben corroborar de una manera experimental.

Thieffry et al., (1998), realizaron un analisis para predecir sitios reguladores cis
transcripcionales en el genoma de E.coli (cepa K-12), utilizando como fuente la informacion
recopilada en RegulonDB. Ellos confirmaron la presencia de 56 reguladores
transcripcionales codificados en el genoma de E. coli; el 75% de los sitios blanco de dichos

reguladores fue confirmado siguiendo la informacion recopilada en la base de datos. Siendo
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E. coli la bacteria méas estudiada actualmente, y ademas un microorganismo Gram negativo
como lo es Avibacterium paragallinarum, es probable que compartan en su genoma genes
que codifiquen para los mismos reguladores transcripcionales. En el genoma de AVPG2015
se determin6 la presencia de 27 reguladores transcripcionales, aunque al momento se
desconoce si los sitios blanco de dichos reguladores son semejantes a lo establecido en E.
coli K-12.

Para poder identificar los sitios y secuencias potencialmente reguladoras de la transcripcion
de los genes anotados en AVPG2015 se hizo uso del programa bioinformatico BPROM. Esta
metodologia predictiva ha sido también empleada por Chantes-Guerra et al., (2022) quienes
identificaron un putativo receptor de sideréforos que se encuentra regulado por Fur, en
presencia de un agente quelante de hierro en Gallibacterium anatis; lo que podria respaldar
la utilidad/fortaleza de este tipo de herramientas bioinformaticas. BPROM fue también
utilizada como herramienta predictiva para determinar las secuencias regulatorias de las
secuencias de DNA del receptor de captacion de hierro, ademas de los genes fur. En base a
esos resultados, en AVPG, con el uso de esta herramienta, fueron predichos todos los sitios
de reconocimiento de DNA que reconocen cada regulador transcripcional mencionado
anteriormente.

En segmentos previos, se ha descrito acerca de los potenciales factores o, asi como
reguladores transcripcionales que regulan no solo a los genes chll y chl2, aplicando la
predicciéon a dos regiones tanto proximal (500 pb) como distal (6000 pb). Con el fin de
corroborar y validar las predicciones realizadas en BPROM, se realizaron las mismas
predicciones en genes especificos de AVPG2015, especificamente en los genes de interés del
proyecto de Ramos (Ramos Salas, manuscrito en preparacion), quien realizdé experimentos
de expresion diferencial (QRT-PCR), de genes de relevancia para Avibacterium
paragallinarum. Estos genes incluyeron 4 genes housekeeping (gyrA, atpD, rpoB y recN) y
9 genes que codifican factores de virulencia (fur, pepN, cdtA, cdtB, cdtC, ompA, fhaB, avxA
y hmtp210). Para todos estos genes se realizo la misma prediccion en BPROM utilizando los
mismos rangos de blsqueda; es importante mencionar que, debido al gran volumen de
informacién predicho por cada gen, se generd una tabla comparativa (tablas 10, 11) en la que
se ve resumida toda la informacién mencionada hasta el momento y en donde ademas se

incluye lainformacidn resumida de los genes chl1 y chl2 en latabla 9. Para poder ejemplificar
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lo descrito anteriormente, se tomo el gen pepN como referencia; los factores ¢ predichos para
este gen, fueron rpoD, y rpoH. Para esta proteina, otros posibles reguladores identificados
son fis, crp, arcA, en los cuales existen dos sistemas de regulacion, uno donde se va a acelerar
la velocidad de transcripcion (Crp) y otro que puede inhibir la transcripcion (ArcA).

Un trabajo similar al descrito aqui fue realizado por Perez-Rueda, (2000) quien realiz6 una
basqueda detallada en la literatura y usando analisis predictivos en diferentes medios
informaticos, definid la presencia de un total de 314 proteinas reguladoras de la transcripcion
en Escherichia coli (cepa K-12), pero sin haberlo confirmado experimentalmente. EI también
determino la posible funcion de un regulador (activador o inhibidor) mediante el criterio de
posicion del dominio HTH en la secuencia de la proteina. La prediccion de la probable
funcion de reguladores predichos para un gen genera un mayor panorama del entorno
regulatorio de genes especificos con funciones variables y podria facilitar el

estudio/caracterizacion de esos genes.

Ademaés de haber podido predecir los posibles elementos reguladores de control genético con
las que cuenta AVPG vy los sitios de DNA predichos reconocidos por dichos elementos
regulatorios, también se dedujeron las secuencias consenso y se obtuvo el logo canénico de
las mismas, siendo en la mayoria de los casos, secuencias con un contenido rico en A-T. Los
resultados del logo candnico de AVPG concuerdan con lo reportado por Weindl et al., (2007)
quienes realizaron un modelo computacional de E. coli evaluando la energia de unién entre
070y la region promotora. Ellos determinaron que las secuencias del DNA reconocidas por
670 estan conformados regiones ricas en A-T. También, utilizando un algoritmo de la matriz
derivada de los promotores de 670, determinaron una cantidad limitada de secuencias blanco
en el DNA que son reconocidas por factores ¢ accesorios: para 619 fueron reconocidas 2
secuencias, para 624 fueron reconocidas 61 secuencias, para 628 fueron reconocidas 20
secuencias blanco y 632 se identificaron 33 secuencias, y, se espera que compartan una
semejanza con respecto a las secuencias blanco que son reconocidas por 670. Es probable
que AVPG2015 comparta semejanzas con las secuencias blanco-reconocidas por los factores
o de E. coli.

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir que el genoma
de AVPG2015 se encuentra organizado transcripcionalmente en su mayoria por unidades de

transcripcion monocistronicas, bicistronicas y tricistronicas. Esto es semejante a lo
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establecido por Cho et al., (2009) quienes determinaron la arquitectura del genoma de
Escherichia coli (cepa K-12 MG1655) identificando regiones de unién a ARN polimerasa,
nivel de expresion de transcripciones de ARNm, sitios de inicio de transcripcion, asi como
cuantos ORF codificantes de proteinas potenciales () ORF) hay dentro de cada segmento de
transcripcion guiado por RNAP y finalmente determinaron la arquitectura de unidades de
transcripcion de todo el genoma. Ellos determinaron que el genoma de E. coli K-12 MG1655
esta constituido de 4,661 unidades de transcripcion, siendo 3,010 unidades catalogadas como
monocistronicas y 1,652 unidades catalogadas como policistronicas.

En base en lo anterior, y debido a la carencia de informacion detallada de otros
microorganismos, se puede establecer la hipdtesis de que, en microorganismos Gram
negativos, gamma proteobacterias, como es el caso de E. coli y Avibacterium
paragallinarum, su genoma esta organizado en su mayoria por unidades monocistronicas,
representado esto el 40% o mas de todo el genoma, mientras que las unidades policistrénicas

representan una menor proporcion en el genoma de los microorganismos.

11. CONCLUSION

El genoma de A. paragallinarum 2015 tiene una estructura con distribucién polar, en la que
se observa en un lado del genoma la presencia de profagos y codificacion de factores . El
DNA viral corresponde al 12.19% y esta informacion no contribuye con los genes que

codifican los factores o y factores transcripcionales convencionales.

En el genoma de AVPG2015 existen secuencias que codifican tres factores Sigma (670, 632
y 624) siendo 670 el que regula gran parte de los genes que constituyen el genoma.
Adicionalmente, cuatro proteinas regulan a los factores o (tres proteinas de regulacion de 624
y un regulador transcripcional de ¢54). Hay vestigios de que 54 se perdi0 en este
microorganismo.

En el genoma de AVPG existen 90.1% de secuencias blanco para RpoD (5'°), 9.4% para
RpoH (c°?) y 0.5% para ¢2*. La principal variacion de estas secuencias depende del contenido

de Ty A (%), la amplitud de la secuencia ricaen Ay T consiste de 4 a 8 bases.
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En el genoma de A. paragallinarum 2015 se identificaron 27 reguladores transcripcionales,
mientras que en el sistema heter6logo de E. coli pueden reconocerse hasta 54 reguladores.
Las secuencias més frecuentes, en el reconocimiento transcripcional, corresponden a las de

c’%, ArgR y ArcA con el 25.7% del total de secuencias identificadas.

El gen chll en regiones cortas (500 pb) y largas (3000 pb) es regulado por 670 (rpoD17). Por
la cercania de las secuencias regulatorias del gen chll, al inicio del orf, parece estar este méas
estrechamente controlado que chl2, de este Gltimo no se pudo predecir consistentemente

alguna regulacion transcripcional.

Basandose en el andlisis de unidades transcripcionales de AVPG2015, su genoma esta
organizado en su mayoria por unidades monocistrénicas, bicistronicas y tricistronicas,
pudiendo formar parte de probables operones o genes con regulacion génica individual.

El gen chll probablemente forme parte de una unidad bicistronica, probablemente regulada
por 670, mientras que el gen chl2 pudiese formar parte de una unidad hexacistronica, siendo

probablemente regulada por la proteina Lrp.

12. PERSPECTIVAS
» Prediccion de probables interacciones de las proteinas reguladoras de AVPG.

» Prediccidn de las proteinas reguladoras mas importantes para otros genes diana de
AVPG2015.

» Explorar modelos tridimensionales de las proteinas reguladoras presentes en el
genoma de AVPG2015.

» Realizar la amplificacion de redes de regulacion con el programa String

» ldentificar de manerae experimental las proteinas reguladoras de la transcripcién de

los genes chily chl2.
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