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RESUMEN

La enfermedad de Carrion es una enfermedad poco conocida que afecta
principalmente a comunidades en los Andes. Esta patologia se caracteriza por
presentar una fase aguda, conocida como fiebre de La Oroya, y una fase cronica,
conocida como verruga peruana. Aunque se transmite principalmente a través de la
picadura de artropodos hembras del género Lutzomyia, se sospecha que existen
otros vectores. Esta enfermedad es causada por la bacteria gram negativa Bartonella
bacilliformis. Este patogeno pertenece al género Bartonella, que presenta tres
grupos diferenciados, siendo B. bacilliformis parte del grupo de las Eubartonella,
en el linaje L1, que comparte con B. ancashensis. Este estudio tiene como objetivo
identificar sefiales de adaptacion en la virulencia de B. bacilliformis. Se utilizé un
conjunto de 39 genomas de Bartonella disponibles en el NCBI, asi como 13
genomas adicionales de Bartonella del Linaje 1 secuenciados en el Laboratorio de
Genomica Microbiana UPCH. A partir de estos genomas, se realizaron analisis de
gendmica comparativa y se extrajeron genes de virulencia de interés que
procedieron a ser evaluados mediante andlisis filogenéticos y de evolucion
molecular. Los resultados de genomica comparativa apuntan a variantes dentro de
la especie B. bacilliformis previamente inexploradas, e indican que los factores de
virulencia identificados, que pertenecen al genoma core de la especie, podrian
presentar adaptaciones moleculares de interés. El género Bartonella ha llegado a
ocupar diferentes nichos, indicando que las adaptaciones de B. bacilliformis serian
Unicas para sus requerimientos, ya que es la unica especie dentro del género que
tiene al ser humano como hospedero final. Esto tendria que ser explorado a nivel

molecular. Con estos resultados, se espera poder conocer mejor el proceso de



patogenicidad de B. bacilliformis, asi como elaborar estrategias que tomen en

cuenta sus adaptaciones evolutivas.

PALABRAS CLAVE
Bartonella  bacilliformis, Virulencia, Genomica comparativa, Adaptacion

molecular



ABSTRACT

Carrion's disease is a little-known illness that primarily affects communities in the
Andes. This disease is characterized by an acute phase, known as La Oroya fever,
and a chronic phase, known as Verruga Peruana. Although it is primarily
transmitted through the bite of female arthropods of the genus Lutzomyia, other
vectors are suspected. This disease is caused by the gram-negative bacterium
Bartonella bacilliformis. This pathogen belongs to the genus Bartonella, which has
three distinct groups. B. bacilliformis is part of the Eubartonella group, in the L1
lineage, which it shares with B. ancashensis. This study aims to identify adaptive
signatures in the virulence of B. bacilliformis. A set of 39 Bartonella genomes
available at NCBI was used, as well as 13 additional Bartonella genomes from
Lineage 1 sequenced at the Microbial Genomics Laboratory at UPCH. From these
genomes, comparative genomics analyses were performed, and virulence genes of
interest were extracted and evaluated through phylogenetic and molecular
evolutionary analyses. The comparative genomics results point to previously
unexplored variants within the B. bacilliformis species and indicate that the
identified virulence factors, which belong to the core genome of the species, could
present molecular adaptations of interest. The genus Bartonella has occupied
different niches, indicating that the adaptations of B. bacilliformis would be unique
to its requirements, as it is the only species within the genus that has humans as its
final host. This would need to be explored at the molecular level. With these results,
it is hoped to better understand the pathogenicity process of B. bacilliformis, as well

as develop strategies that take its evolutionary adaptations into account.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Carrion es una enfermedad infecciosa y olvidada que afecta
principalmente a poblaciones en los Andes, siendo endémica en Perti, Ecuador y
Colombia. Esta patologia se caracteriza por una presentacion bifasica, que incluye
una fase aguda, conocida como fiebre de La Oroya, y una fase cronica, denominada
verruga peruana. La etiologia de esta enfermedad est4 asociada a la bacteria gram
negativa Bartonella bacilliformis, un patdégeno intracelular facultativo
perteneciente al género Bartonella, el cual se transmite principalmente mediante la
picadura de artrépodos hembras del género Lutzomyia (1). Aunque la bartonelosis
es una enfermedad historicamente registrada en la region desde la época
prehispanica, la comprension de los mecanismos moleculares y evolutivos que

subyacen a la virulencia de B. bacilliformis aiin es escasa.

La evolucion del género Bartonella se ha caracterizado por multiples eventos de
adquisicion de virulencia. La especie mas cercana al ancestro comun del género es
Bartonella apis, un simbionte de la abeja melifera, que convive en su microbioma
intestinal. El resto de especies son todas patdgenas, exhibiéndose dos tipos de
eventos de introduccion de virulencia en el género: El primero, con la adquisicion
de virulencia por parte de B. tamiae, y el segundo, a partir de la radiacion adaptativa
que dioorigen al grupo Eubartonellae y a la apariciéon de multiples linajes, dentro

de los que estad B. bacilliformis (2).
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https://www.zotero.org/google-docs/?90bwZK
https://www.zotero.org/google-docs/?Ofgj0L

Bartonella bacilliformis, perteneciente al linaje L1 dentro del grupo Eubartonellae,
se caracteriza por su capacidad de infectar y sobrevivir dentro de los eritrocitos, lo
que le confiere un caracter intracelular facultativo. Esta adaptacion a un estilo de
vida intracelular es fundamental para su patogenicidad y le permite evadir la
respuesta inmunoldgica del hospedero. Una vez que las bacterias son inoculadas en
el hospedero a través de la picadura de los artropodos vectores, logran penetrar en
las células endoteliales de los vasos sanguineos (3). Dentro de estas células, B.
bacilliformis se replica, utilizando productos metabolicos conferidos por el

eritrocito infectado (caracteristica comun en las bacterias intracelulares).

B. bacilliformis cuenta con varios tipos de factores de virulencia relacionados a su
adherencia, motilidad y unioén con el grupo heme. Estos factores son de importancia
durante el proceso de infeccion . Estas categorias contienen factores de virulencia
tales como porinas, del aparato flagelar, proteinas de invasion y proteinas de union
al grupo Heme. Estos grupos suelen estar relacionados con la adherencia del
patdgeno al eritrocito. Otro factor, como GroEL, favorece la proliferacion de células
vasculares. Sin embargo, son pocos los factores de virulencia que estén propiamente

caracterizados (1).

En este estudio, se busca identificar los factores de virulencia de B. bacilliformis,
comparandolos con los homologos presentes en otras especies de Bartonella
mediante métodos de gendmica comparativa. Esto permitira describir mejor
aquellos factores de virulencia que son esenciales para su adaptacion a su huésped

humano. Se espera poder establecer una base solida para futuros estudios que
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https://www.zotero.org/google-docs/?ozs47l
https://www.zotero.org/google-docs/?usovcs

podrian explorar en mayor alcance los mecanismos de interaccion entre la bacteria
y el hospedero. Asimismo, estos hallazgos podrian tener implicancias en el

desarrollo de estrategias terapéuticas y de control de brotes de este patdgeno.
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II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Analizar las sefiales de seleccion natural en los factores de virulencia de B.
bacilliformis, con énfasis en los determinantes moleculares que facilitan la invasion
del eritrocito humano, para comprender la evolucion de su arsenal patogénico en

comparacion con otras especies del mismo género.

B. Objetivos especificos
a) Obtener secuencias de alta calidad de Bartonella bacilliformis a partir de
nuevos aislados de este patdgeno para que puedan estar disponibles en
repositorios publicos.
b) Identificar genes de virulencia en Bartonella bacilliformis y contrastar
dichos genes identificados con los reportados por la literatura.
c) Evaluar la presion selectiva en los genes de virulencia relacionados a la

interaccion con el hospedero humano.

16



II. MARCO TEORICO

A. Historia y actualidad de la enfermedad de Carrion en el Peru

La enfermedad de Carridn es una enfermedad infecciosa principalmente restringida
a los Andes. Esta patogenia ha sido registrada desde los inicios de las civilizaciones
asentadas en territorio peruano. Existen registros ceramicos de 2000 afios de
antigliedad que representan la fase verrucosa de la enfermedad de Carridn y se sabe
que poblaciones preincaicas entre los siglos IV y VIII d.C. la padecieron. Se ha
descrito incluso una momia perteneciente a un hombre de la cultura Huari que
presento la fase verrucosa de la enfermedad y que aparentemente fue sacrificado
con fines rituales (4). Durante el inicio del colonialismo espafiol, se reportaron casos
también en 1531 y 1547 que describen verrugas en la piel que duraban de 4 a 5

mescs.

En 1868 se firma el contrato para el inicio de la construccion de seis ferrocarriles
en el Peru, siendo uno de ellos el ferrocarril que cubriria la ruta desde el Callao
hasta La Oroya. La construccion se inici6 en el mismo afio, necesitando alrededor
de 10 000 obreros. En 1870, una misteriosa enfermedad atacaria a los obreros de
esta construccion, matando a cerca de 7000 de ellos. La enfermedad fue bautizada
como fiebre de La Oroya ya que, a pesar de que la ciudad de La Oroya se encontraba
a varios kilémetros de distancia, en un inicio se supuso que la tierra y el gravel

traidos desde dicha ciudad producian la fiebre (5).

Durante estos tiempos, la aparicion de verrugas y la fiebre mostrada en los hechos

anteriormente registrados parecian no guardar relacion alguna. Se asumid que
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ambas patologias eran distintas. La medicina tradicional de la region ya tenia
sospechas de que la fase febril y la fase verrucosa podrian ser la misma enfermedad,
como fuera registrado en 1764. Seria el 27 de Agosto de 1885 que Daniel Alcides
Carrion, un estudiante de medicina peruano, se inocul6 secreciones inmediatamente
extraidas por rasgadura de una verruga peruana de un paciente. Su intencion en un
inicio fue reproducir los sintomas de esta verruga. El principal aporte del
experimento de Carrion fue la evidencia cientifica de la teoria unicista, es decir, que
ambas enfermedades tenian un mismo origen. Por otra parte, también se demostro
que la verruga peruana era una enfermedad inoculable (6). Esto en una época en

pleno auge de la idea de microbios como agentes causales de enfermedades (7).

La identificacion del agente patdgeno de esta enfermedad fue realizada por el
microbidlogo peruano Alberto Barton, quien, en 1905 y luego de observar a
distintos pacientes que llegaban de La Oroya afectados por la enfermedad de
Carrién, describiria unos bacilos diminutos en los globulos rojos de dichos
pacientes. Al observarse la mejoria de estos pacientes, estos bacilos diminutos se
transformaban en cuerpos redondos. Y en la fase verrucosa, se veria que estos
corpusculos globulares desaparecian de la sangre. Alberto Barton describiria estos
como cuerpos endoglobulares y seria en el Instituto de Medicina Tropical de
Londres (del cual habia sido alumno) donde bautizaron a estos como Bartonella

bacilliformis (8).
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B. Epidemiologia de la enfermedad de Carrion en el Peru

La enfermedad de Carrion estéa limitada a areas especificas dentro del Perti, Ecuador
y Colombia. Si consideramos la altura de distintas regiones andinas, podremos
observar que esta enfermedad esta presente en i) la vertiente occidental de los
Andes, entre los 800 y los 3200 m.s.n.m., i1) en los valles interandinos, entre los
800 y los 3200 m.s.n.m. y iii) en la selva alta, entre los 800 y 2400 m.s.n.m. Se
considera como zonas endémicas a localizaciones en los departamentos de Piura,
La Libertad, Ancash, Lima, Cajamarca, Amazonas, Junin y Huancavelica, siendo
la mayor zona endémica el departamento de Ancash, especificamente el callejon de
Huaylas y el de Conchucos. Segin la Oficina General de Epidemiologia del
Ministerio de Salud del Peru, este departamento present6 el 71% de los casos entre
1943 y el 2000, porcentaje muy superior al de otros departamentos como Cajamarca

(10,4%), Amazonas (6,5%), Lima (3,3%) entre otros.

La tltima incidencia de una epidemia de gran envergadura seria en el siglo XIX,
durante la construccion del ferrocarril hacia La Oroya. Después de este evento, la
tasa de incidencia descendi6 entre 1945 y 1969, de 9,60 a 0,25 por 100 000
habitantes. Entre 1969 y 1974, la tasa se estabilizo, sin mayor crecimiento. Es desde
1974 en donde hay un incremento progresivo. Al afo hay alrededor de 500 y 700
casos, y en épocas epidémicas, 1500. El afio 2010, se reportaron tan s6lo 225 casos
y, para el afio 2012, se informaron de 445 casos (9). En el afio 2017, se reportaron
142 casos de enfermedad de Carridn, teniendo asi una incidencia de 0.45 por 100
mil habitantes. Esta cifra fue muy superior a la de afios anteriores (23 y 54 casos en

los afios 2015 y 2016 respectivamente) y a la de afios posteriores (41 y 43 casos en
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los afios 2018 y 2019 respectivamente) (Figura 1). Esto ha representado un pico en

el seguimiento epidemiologico de los tltimos afios (10).
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Figura 1. Casos acumulados de enfermedad de Carrion por distritos en el Pert

desde el 2015 hasta el 2020 (10).

C. Caracteristicas de la enfermedad de Carrion

Las infecciones producidas por el género Bartonella se conocen como bartonelosis.
Varias enfermedades se agrupan bajo este término, entre las que se tienen a la fiebre

de trincheras, siendo su agente etiologico B. quintana (comun en la guerra de
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trincheras durante la Primera Guerra Mundial), la fiebre por arafiazo de gato y la
angiomatosis bacilar, ambas producidas por B. henselae, y la enfermedad de
Carrion, producida por B. bacilliformis. La infeccion se da mediante un vector,
Lutzomyia verrucarum, artropodo que se alimenta de sangre. Solo la hembra es
capaz de transmitir la enfermedad. Una vez infectado, el hospedero puede

permanecer bacterémico por varios meses (11).

La enfermedad de Carrion tiene caracter bifasico. Ambas fases pueden ocurrir
independiente o secuencialmente. Una de las fases, la fiebre de la Oroya, también
conocida como la fase aguda, se da luego de la picadura del vector. La patologia se
caracteriza por una bacteremia aguda de entre 10 a 210 dias. Se manifiestan
sintomas como dolor de cabeza, fiebre, somnolencia, etc. Sin embargo, el sintoma
mas caracteristico es una anemia hemolitica severa. En la actualidad, la tasa de
mortalidad es del 0.7%, observado en un brote contemporaneo en una poblacion
no-endémica. Pero se ha observado también que la fase aguda suele incluir
infecciones secundarias y puede ser fatal para el 88% de pacientes si es que no se

inicia una terapia antibidtica (11).

La fase eruptiva, mas conocida como la verruga peruana o la fase cronica, se
caracteriza por la aparicion de lesiones nodulares pleomorficas, principalmente en
brazos y piernas. Esta aparicion estd acompafiada de sintomas tales como fiebre o
dolor osteoarticular. Las erupciones se caracterizan por ser propensas al sangrado.

Suelen curarse de forma espontanea y las recurrencias son raras (12).
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D. Diagnostico de la enfermedad de Carrion

Debido a que es una enfermedad restringida a un area especifica en Sudamérica, el
desarrollo de técnicas de deteccion de la enfermedad de Carrion ha sido lento.
Dependiendo de la fase en la que se encuentre la enfermedad, se escoge el método
adecuado de diagndstico. Uno comun, de bajo costo pero poco sensible es el frotis
de sangre periférica, que a través de la tincién consigue la visibilizacion de las
formas bacilares, que es la forma toxica de la bacteria. Este método es utilizado en
la fase aguda. Sin embargo, si bien es el mas simple, no es necesariamente el mas
confiable. Otro método implica el aislamiento de la bacteria a partir de muestras de
sangre venosa obtenida mediante una asepsia rigurosa de la zona de puncién. No se
requiere de medios ni equipamiento sofisticado, pero se debe de tomar en cuenta
que el crecimiento de los aislados requiere de medio de cultivo bifasico con sangre
y su crecimiento toma entre 2 a 8 semanas. La identificacion se realiza mediante
PCR, utilizando un fragmento marcador especifico o el fragmento 16S rRNA, muy
usado en identificacion de procariontes (13). La prueba de ELISA también ha sido
utilizada para el diagnéstico de B. bacilliformis, especialmente en estudios
epidemioldgicos. Sin embargo, en un trabajo de estandarizacion, su sensibilidad fue
de 68,6%, existiendo también una reaccion cruzada con otras bacterias. Por ello, no

se recomienda su uso (14).

El primer reporte de un diagnostico por ensayo de inmunoblot fue reportado en

1988 por Knobloch. Sin embargo, debido al alto costo y a las limitaciones propias

de las zonas endémicas de esta enfermedad, se desarrollé un inmunoblot basado en
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sonicacion, ideal para uso en las regiones endémicas. Este ensayo reportd una

sensibilidad del 70% para la fase aguda y 94% para la fase cronica (15).

E. Vector de la enfermedad de Carrion

La transmision de B. bacilliformis se da de tres formas: 1) via la picadura de insectos
hembras del género Lutzomyia, i1) mediante la transfusion de sangre y iii) de madre
a hijo (3). Lutzomyia verrucarum es el principal vector de B. bacilliformis y
Leishmania peruviana. Se la conoce coloquialmente como mosca de la arena. Se
encuentra ampliamente distribuida en el Pert, especificamente en los Andes
peruanos. Se sabe que Unicamente la hembra requiere de sangre para la maduracion
de sus huevos (16). Se han podido identificar diferencias genéticas entre
poblaciones de Ancash, Amazonas, Cajamarca, Piuray Lima, con poco movimiento
migratorio entre departamentos. Es la propia cordillera la que restringe el
movimiento de estas poblaciones, haciendo posible la identificacion de estos grupos

hasta el nivel de subespecies (17).

Lutzomyia peruensis también ha sido descrita como un vector de la enfermedad de
Carrion, ya que tiene presencia en las dreas endémicas. Esta especie ha sido
reportada en las localidades de Piura, La Libertad, Ancash, Lima, entre otros

departamentos. Normalmente se encuentra a alturas entre los 1600 a 3250 m.s.n.m.

(18).

Debido a que se han ubicado casos de la enfermedad de Carrion en regiones donde

no se encuentran ninguna de estas dos especies, se ha considerado también otras
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especies como posibles vectores. Se evalud, por ejemplo, la posibilidad de que
Lutzomyia maranonensis fuera también un vector, ya que circula en zonas que L.
verrucarum y L. peruensis no ocupan y, sin embargo, tienen presencia de la
enfermedad. Se pudo comprobar la presencia de ADN de B. bacilliformis en L.

maranonensis mediante pruebas PCR, utilizando el marcador 16S rRNA (19).

Los mecanismos de interaccion entre B. bacilliformis y sus vectores ain no se
comprenden completamente. Se han realizado experimentos utilizando B.
bacilliformis que expresan proteina verde-fluorescente (GFP) en un vector
competente (L. verrucarum)y no competente (L. longipalpis), y se ha visto que, en
L. verrucarum, luego de 72 horas, B. bacilliformis es capaz de colonizar la

membrana peritrofica en el lumen del intestino medio (20).

Hasta la fecha, no se han identificado reservorios animales confirmados para B.
bacilliformis. A diferencia de otras especies del género Bartonella, que si cuentan
con hospedadores naturales conocidos, se han planteado hipotesis sobre posibles
reservorios animales (como Tapirus terrestris y Pecari tajacu) y vegetales (como
especies de euforbias). Sin embargo, la distribucion de estos organismos no
coincide con las zonas endémicas de la enfermedad y los intentos de deteccion del

patdgeno en estas especies no han sido exitosos (21).

F. Caracteristicas de Bartonella bacilliformis

Bartonella bacilliformis es una bacteria gram negativa y facultativa intracelular.

Pertenece a las alfa-proteobacterias junto a los géneros Rickettsia, Ehrlichia,
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Brucella 'y Agrobacterium. Esta bacteria posee de 2 a 16 flagelos en un polo (Figura
2) y su morfologia es pleomorfica (puede tomar forma de coco, bacilo o cocobacilo)
(22). La cantidad de flagelos es especialmente importante puesto que podria ser un

factor importante al momento de colonizar a su hospedero (11).

Figura 2. Flagelos de B. bacilliformis ATCC35686 en microscopia electronica
realizada por Garcia-Quintanilla et. al. Las flechas sefialan la adhesina BadA que

pareceria tener un rol en el proceso de infeccion. Barra de escala: 100 nm (21).
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El género Bartonella puede dividirse en tres clados: 1) Bartonella apis, ii)
Bartonella tamiae y ii1) Eubartonellae. B. apis es una especie simbionte de la abeja
y la tnica especie no patogénica del género. Es la mas cercana al ancestro comun
del género Bartonella y parte de su genoma accesorio ha sido obtenido por herencia
vertical desde este ancestro. B. tamiae comparte caracteristicas ancestrales pero no
tiene varios de los factores de virulencia expuestos por el grupo Eubartonellae, por
lo que se asume que su adquisicion de patogenicidad es distinta a la vista en dicho
grupo (2). Por ultimo, estd el grupo de Eubartonellae, que puede dividirse de
acuerdo al hospedero de cada una de las especies. Son cuatro los linajes dentro del
clado Eubartonellae: L1-L4. L1 estd conformado por B. bacilliformis y B.
ancashensis, siendo estas las dos unicas especies que infectan exclusivamente a
humanos. El linaje L2 esta restringido a rumiantes, mientras que los linajes L3 y L4
infectan otra variedad de hospederos. B. henselae y B. quintana pertenecen al linaje
L4 (Figura 3). B. bacilliformis y B. ancashensis pertenecen al mismo clado y son

las especies que, seglin la evidencia, infectan humanos exclusivamente (23).
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Figura 3. Filogenia del género Bartonella segin Wagner et. al. Se aprecia la
separacion de B. apis y B. tamiae del resto de la taxa. Se aprecia también los cuatro
linajes descritos en el grupo eubartonellea. B. ancashensis y B. bacilliformis

pertenecen al linaje L1 (23).

1) Proceso de infeccion de Bartonella bacilliformis

Tras su inoculacion en el torrente sanguineo, Bartonella spp. permanece
indetectable por aproximadamente cuatro dias. Al quinto dia, Bartonella causa
aglutinacion, iniciando la formacion de biofilms en la via sanguinea. Se desconocen
los factores responsables de esta replicacion. Durante este periodo, Bartonella spp.
aln no ingresa a los eritrocitos, permaneciendo en el entorno extracelular y, por
ende, siendo susceptible al sistema inmune (24). Se ha comprobado que, como en
otras especies de alfa y gamma proteobacteria, B. bacilliformis posee moléculas de

flagelina que no son reconocidas por TLRS, lo que evita la activacion de NF-kB
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(25). Se ha reportado también la inusual estructura de los lipopolisacaridos en el
género Bartonella spp., lo cual también pertenece a un mecanismo de evasion por
parte de la bacteria, ya que estas estructuras impiden el reconocimiento por parte de

los receptores tipo Toll (TLR) (26).

Para poder iniciar exitosamente la infeccion, es necesaria la adherencia del
patdgeno a células del hospedero, en el caso de Bartonella spp., los eritrocitos. En
Bartonella tribocorum, se ha visto el uso del Sistema de Secrecion Tipo IV (T4SS),
transportadores multicomponentes que codifican para subunidades de pili en la
superficie (27). Sin embargo, T4SS no se encuentra presente en B. bacilliformis. En
estudios filogenéticos, se ha teorizado que la adquisicion de este sistema de
secrecion por parte del Linaje 4 fue por transferencia horizontal de genes, luego de
la divergencia con el ancestro en comun con B. bacilliformis. Cabe resaltar que la
ausencia de T4SS parece estar correlacionada con el comportamiento hematofago

del artrépodo vector (23).

Aunque los mecanismos de entrada de Bartonella spp. a los eritrocitos aun no se
comprenden completamente, se han identificado algunos factores clave. Uno de
ellos es la proteina IalB, que contiene péptidos sefial putativos y muestra alta
homologia con la proteina Ail de Yersinia enterocolitica, implicada en la invasion
celular En experimentos con Escherichia coli transformada con el gen ial/B, esta
adquiri6 la capacidad de invadir eritrocitos. Otro factor seria la deformina, que fue
encontrada en cultivos de B. bacilliformis y B. henselae, sugiriendo que este

mecanismo podria estar presente en el género Bartonella. En infecciones de B.
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bacilliformis, se han observado invaginaciones conicas, vacuolas internas entre
otras alteraciones morfolédgicas. Por tltimo, se ha encontrado que B. bacilliformis
posee una hemolisina dependiente de contacto, que podria ser de utilidad al
momento de escapar de una vacuola durante la invasion del eritrocito. Luego de
entrar al eritrocito, se sabe que Bartonella spp. se replica dentro de una vacuola del
eritrocito, pero no se conoce acerca de los factores que permiten esta supervivencia

en B. bacilliformis (24).

G. Evolucion del género Bartonella

La familia mas cercana a Bartonellaceae es Brucellaceae. Sin embargo, incluso
entre estas familias hay una distancia filogenética considerable (2). El género
Bartonella ha tenido una historia evolutiva caracterizada por deleciones. Entre los
tres grupos existentes en el género (Bartonella apis, Bartonella tamiae y
Eubartonellae, clado al que pertenece B. bacilliformis), se comprob6 que B. apis y
B. tamiae son clados cercanos que divergieron en algiin punto antes de la aparicion

del clado Eubartonellae, que es producto de un evento de radiacion adaptativa.

En el género Bartonella aparecen dos eventos de adquisicion de patogenicidad
independientes. Uno por el lado de B. tamiae y otro por el lado de Eubartonellae.
Realizando una comparacion genomica de las especies pertenecientes al grupo
Eubartonellae, se encontr6 que estas especies son muy distintas entre si, siendo que
la estructura gendmica es menos consistente a lo largo de la historia evolutiva del
grupo, mientras que B. apis y B. tamiae, fuera del grupo Eubartonellae, conservan

dicha estructura (Figura 4) (2).
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Figura 4. Comparacion de genomas de especies del género Bartonella por Segers
et. al. Se aprecia la conservacion de la estructura genémica de B. apis y B. tamiae.
Se observa también coémo las especies pertenecientes al grupo Eubartonellae
presentan una estructura gendmica menos conservada, explicandose con la

adquisicion y delecion observadas en estos genomas (2).

1) Genoémica en el estudio de agentes patégenos

Desde la aparicion de la tecnologia de secuenciacion, la investigacion en
enfermedades infecciosas ha utilizado la gendmica para entender mejor a los
distintos agentes patdgenos. Esta tecnologia puede ofrecer nuevas perspectivas en
lo que se refiere a la ecologia, evolucion y transmision de distintos agentes
patogenos. En Estados Unidos, la genomica de patdgenos es parte importante de
casi todas las investigaciones en enfermedades infecciosas, ya sea en infecciones

por alimentos, enfermedades como tuberculosis o influenza y enfermedades
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parasitarias (28). Este tipo de informacion puede permitir ver una vision detallada

del organismo, su evolucion e inferir la funcion de genes de interés.

La genomica también ha sido vital para el seguimiento temporal y espacial de la
resistencia a antibidticos en bacterias, ofreciendo conocimiento necesario para
poder ejercer politicas publicas de manera oportuna (29). Desde una perspectiva
enfocada en la habilidad de los microorganismos a adaptarse y sobrevivir a
diferentes presiones de seleccion, la genomica ofrece un acercamiento adecuado
para una perspectiva multifacética, ya que permite no solo monitorear la presencia
de genes de interés, sino también la movilidad, persistencia y abundancia de los

mismos (30).

A nivel de identificaciéon de patogenos, la tecnologia gendmica proporciona
también informacidon de relevancia. En el caso de Neisseria meningitidis, por
ejemplo, se reconoce a este patdogeno como una de las bacterias mas variables en la
naturaleza. Esto debido a altas tasas de transferencia horizontal de genes. Sin
embargo, con el surgimiento del secuenciamiento de proxima generacion, se
habilito la posibilidad de tener grandes bases de datos de este microorganismo, asi
como mejores herramientas para identificar la diversidad en esta especie, su

evolucidn y su estructura poblacional (31).

2) Pangenoma en estudios microbioldgicos

El afio 2005 se introdujo el concepto del pangenoma, el cual se define como todo
el repertorio genético de un grupo de estudio. Este puede dividirse en dos tipos de

genomas: el genoma core, definido como el pool de genes en comun de todos los
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individuos que componen al grupo, y el genoma accesorio, definido como todos los
genes que no estan presentes en el genoma core. Los genes accesorios no tienen que

ser necesariamente unicos de cada individuo.

Algunos autores clasifican a los pangenomas como abiertos o cerrados, de acuerdo
a la capacidad de la especie de adquirir DNA exo6geno, de tener la maquinaria
necesaria para utilizarlo y poseer una cantidad considerable de rRNA. Estas
categorias estarian intimamente relacionadas al estilo de vida de la especie
bacteriana (32). Sin embargo, algunos autores han argumentado en contra de esta
clasificacion debido a que consideran que es una vision binaria de los pangenomas,

y es muy sensible a la cantidad de genomas disponibles al momento (33,34).

A partir del genoma core y accesorio, es posible sacar algunas conclusiones
relacionadas a la evolucion de un grupo taxondémico. Por ejemplo, en el caso del
género Pseudomonas, se busco detectar si el genoma accesorio se estructura y se
mantiene mediante presion selectiva. Se encontré que 86.7% de los genes
accesorios en comun entre diferentes individuos estd involucrado en una relacion
coincidente (coinciden a nivel de presencia). A partir de estas relaciones también se
puede inferir la forma de adquisicion de estos genes (35). Por lo tanto, la
construccion del pangenoma puede ayudar en estudios evolutivos de un

determinado grupo taxondmico.

Siendo que las definiciones taxondmicas son complejas en el dominio Bacteria

debido a la alta variabilidad entre distintos individuos (36), la pangenomica ofrece
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una Optica distinta, pudiendo aglomerar distintos individuos bajo una misma
categoria taxondémica en funcién a los genes que comparten entre los mismos. Por
ejemplo, en E. coli, se descubrio que para el afio 2010, todas las cepas depositadas
compartian el 40% de su composicion gendmica. Acordemente, conforme se unen
mas genomas al andlisis, el genoma core de E. coli sigue siendo el 40% de la
composicion genomica de la especie (37). La pangendmica, entonces, ofrece una
perspectiva compleja de la especie. Sin embargo, esto dependerd también de la
consideracion que se asuma al momento de definir un genoma core, ya que algunos
estudios pueden cambiar el umbral inicialmente definido. En un estudio del 2021,
se utilizaron mas de 100 000 genomas de E. coli y Shigella para poder construir el
pangenoma de la especie. En este caso, se defini6 el genoma core como aquellos
genes homodlogos compartidos por al menos 97% de los genomas analizados. En
esta situacion, solo 1.96% de los clusters fueron incluidos en el genoma core

construido (38).

3) Genomica de Bartonella bacilliformis

El primer genoma de Bartonella bacilliformis fue reportado el afio 2006, siendo una
secuencia de Bartonella bacilliformis KC583, de nimero de acceso en Genbank:
NC 008783.1. El afio 2013, se secuencio el genoma de B. bacilliformis cepa INS,
aislada en Jaén-Cajamarca, Pert. Para este secuenciamiento se utilizo la tecnologia
SOLiD 3 Plus genome analyzer, con un coverage de 700. Se reportd que este
genoma tiene una longitud de 1 444 107 pares de base (bp) con un porcentaje de
contenido de GC de 38.3%. Se detectaron 1244 secuencias codificantes (CDSs), 4
rRNAs y 44 tRNAs. Un siguiente genoma seria reportado el afio 2020, en donde se

secuencid la cepa KC584, utilizando tecnologia Illumina y PacBio para una mejor

33


https://www.zotero.org/google-docs/?315iCm
https://www.zotero.org/google-docs/?Hq2i6e

calidad de contigs. A partir del ensamblaje hibrido usando UniCycler, se obtuvo
una secuencia circular de 1 411 580 bp, con un porcentaje de contenido de GC de

38.2% (39).

Estudios comparativos con otras especies de Bartonella spp. han mostrado que B.
bacilliformis tiene un genoma reducido a comparacion de otras especies. En un
estudio de genes patogénicos, se descubrid que 15 de los genes presentes en otras
especies de Bartonella spp. estaban ausentes en el genoma de B. bacilliformis (40).
Por ejemplo, el genoma de B. bacilliformis es de 1.45 Mb, mientras que el genoma

de B. tribocorum es de 2.64 Mb (21).

Hasta 2011, eran escasos los estudios dedicados a explorar la diversidad genética
de B. bacilliformis. Algunos de estos hicieron uso de técnicas como la comparacion
de variaciones de secuencia nucleotidica en loci tales como la citrato sintasa (gltA)
o la region espaciadora intergénica 16S-23S (ISR) (41). Todos estos métodos
delinearon genotipos en la especie segiin sus capacidades. Mas recientemente, se
discuti6 la incorporacion de la tipificacion multilocus de secuencias. Sin embargo,
se ha reportado una debilidad en este método de identificacién asociada con el

numero disponible de cepas registradas hasta el momento (42).

La gendmica permite identificar nuevas variantes bacterianas y caracterizar factores
relacionados con su patogenicidad. En el 2013, por ejemplo, se reporta la
candidatura de Bartonella ancashensis (43). Su deteccidn requirié secuenciamiento

de un solo locus, en donde se detectd divergencia del gen de citrato sintasa con
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respecto a B. bacilliformis. Multiples andlisis moleculares y microbiologicos
concluyeron en una nueva especie de Bartonella. Anélisis gendmicos posteriores
indicarian que esta especie es parecida a B. bacilliformis y co-circula con esta
bacteria en la region de Ancash. B. ancashensis presenta flagelos como B.
bacilliformis, pero ademas cuenta también con el sistema VirB T4SS, siendo esta

una caracteristica solo compartida con otros dos patdégenos del género Bartonella

spp. (44).

4) Genes de virulencia asociados a Bartonella bacilliformis

La patogenicidad de un microorganismo es el resultado de la presencia de factores
que codifican proteinas asociadas a la enfermedad producida. Es asi como los
factores de virulencia proporcionan al microorganismo la capacidad de evadir una
respuesta inmune, colonizar y/o adherirse a su hospedero. Dentro de B.
bacilliformis, son 3 las categorias de factores de virulencia indicados por los analisis
comparativos realizados (Tabla 1): Factores de adherencia, de motilidad y de union
al grupo Heme. B. bacilliformis vendria a ser la nica especie dentro del grupo
Eubartonellae que no posee un sistema de secrecion tipo VirB/D4 tipo IV o Trw
tipo IV, como si es que lo poseen otras especies de este linaje o, incluso, B.
ancashensis, que comparte el linaje L1 con B. bacilliformis. El proceso de infeccion
en B. bacilliformis depende primariamente de la presencia del aparato flagelar.
Durante diversos experimentos, este aparato ha sido removido, y se comprueba que
el mutante no-motil es incapaz de invadir el eritrocito. Aln es poco entendida la
invasion mediada por el flagelo, aunque se especula que el movimiento giratorio

podria ser clave en el proceso (45).
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El locus asociado a la invasion (Invasion associated locus, 1alB) esta localizado en
la membrana interna. Curiosamente, posee una secuencia secretoria y una secuencia
aminoacidica similar a proteinas de la membrana externa involucradas en la
virulencia, que darian una primera impresion de ser una proteina de la membrana
externa. Los mutantes AialB han mostrado una capacidad disminuida para unirse al

eritrocito, reduciendo su capacidad de union entre 47 a 53% relativo al control (46).

Las proteinas de unién al grupo Heme (Hbp) son una familia de proteinas. Todas
las Bartonella spp. poseen uno o mas genes que codifican proteinas pertenecientes
a esta familia. Su rol es proveer la proteina Heme requerida para el crecimiento de
la bacteria. Diferentes especies de Bartonella expresan distintas combinaciones de
estas proteinas. Estas combinaciones han sido asociadas al estilo de vida de la
especie. HbpA/Pap31 es una proteina de la membrana exterior de B. bacilliformis.
Es la proteina mejor caracterizada en la especie. En andlisis previos de HbpA/Pap31
en B. bacilliformis se ha encontrado la presencia de un nimero variable de 6
repeticiones de aminodcidos en tandems. Previamente se han asociado estas
repeticiones en tandems al desarrollo de anticuerpos poco funcionales en
infecciones de otros microorganismos, por lo que se especula una asociacion de esta

proteina con la evasion inmune de B. bacilliformis (47).

HbpB y HbpC han sido menos descritos en este patogeno. Sin embargo, hay algunas
caracterizaciones realizadas en otras especies. En Bartonella quintana, que posee
las proteinas HbpA, HbpB, HbpC, HbpD y HbpE, se observa que los genes hbpB'y

hbpC son expresados predominantemente en condiciones ambientales con altas
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concentraciones de hemina. En la misma especie se observa también que los
individuos infectados expresan anticuerpos anti-HbpB y anti-HbpC, pero no HbpA,
HbpC o HbpE, especulando que habria un rol de estas proteinas en las evasiones
inmunolégicas. En Bartonella henselae, se ha demostrado que la expresion de
HbpC solo incrementa a temperaturas parecidas a las temperaturas corporales de
artropodos, relacionando a esta proteina con la adaptabilidad del patégeno a su
vector artropodo. Se observd también que los cambios en la expresion de hbpC
afectan los niveles de mRNA de otros genes /bp, especialmente 1bpA (48). Si bien
no son observaciones directamente hechas en B. bacilliformis, se podria especular
que estas funciones de adaptabilidad para la toma de las proteinas Heme tendria un

rol similar en la especie, que tiene un vector artropodo también.

Las adhesinas también juegan un rol como factores de virulencia en el género
Bartonella. Son complejos proteicos con la habilidad de unirse con componentes
especificos moleculares del hospedero. Dentro de estas adhesinas, se encuentra la
familia de autotransportadores triméricos, o TAA, presentes en a, B y -
proteobacteria. Las TAAs tienen una estructura de paleta trimérica, con un ancla a
la membrana, un cuello y una cabeza (Figura 5). Todas las TAAs se caracterizan
por su dominio ancla C-terminal. Dentro del género Bartonella, las TAA mejor
caracterizadas son las BadA en B. quintana, caracterizadas por una considerable

longitud (49).
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Figura 5. Dominios presentes en los genes Brp identificados en distintas especies

de Bartonella spp segin O’Rourke et. al. (49).

Otros factores de virulencia han sido citados a lo largo de la literatura de B.
bacilliformis. La data al respecto es escasa. Un estudio sefala, por ejemplo, la
presencia de una deformina extracelular como factor importante en la invasion del
eritrocito (1,45). Sin embargo, si bien se ha reportado su aislamiento, su
secuenciamiento, intentado en el afio 1994, no pudo ser posible. Los autores lo
atribuyeron a la baja cantidad obtenida, que hizo el secuenciamiento imposible (50).
En el afio 2004 se reportaria que la deformina es una molécula pequena de 1400 Da
(51). Asimismo, se cita la proteina conservada GroEL como un factor que favorece
la proliferacion vascular de la célula (1). En algunas bases de datos, se ha observado
que esta proteina no aparece como factor de virulencia asociado a B. bartonella, si

bien se caracteriza en otras especies bacterianas.

Tabla 1. Factores de virulencia descritos en B. bacilliformis en la literatura. Se citan

los factores, su localizacion y su rol durante el proceso patogénico.
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Factores de virulencia

Localizacion

Funcion en patogénesis

Adhesinas tipo Membrana, con ancla en | Union a componentes

BadA/Vomp la membrana. moleculares especificos
del hospedero.

[alB Membrana interna Capacidad de union al
eritrocito.

Flagelo Membrana Capacidad mecanica en

la invasion del eritrocito

Proteinas de union al

Membrana exterior

Adquisicion de Heme

grupo Heme para el crecimiento de la
bacteria

Deformina Extracelular Invasion del eritrocito

GroEL Factor de secrecion Proliferacion vascular de

la célula

H. Determinacion de la seleccion positiva en estudios evolutivos

Entender los roles de las fuerzas evolutivas en el curso de la evolucion es un

problema fundamental dentro de la biologia. Estas fuerzas se definen como

mecanismos que conducen el cambio en la frecuencia de alelos entre las

poblaciones en el tiempo. La mutacion, la deriva génica, el flujo génico y la

seleccion natural (52). Esta ultima fue la propuesta por Darwin y Wallace en 1858,

y establece que ciertos rasgos en una poblacion se vuelven menos o mas comunes
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de acuerdo a la supervivencia y heredabilidad de los mismos. Varios tipos de
seleccion se agrupan en esta categoria, tales como la seleccion negativa o

purificadora y la seleccion positiva.

La seleccion requiere de dos caracteristicas para ser considerada como tal: El rasgo
debe de ser beneficioso para la supervivencia y reproduccion del organismo, y debe
de ser heredable, de modo tal que el organismo pueda pasar este mismo rasgo a su
descendencia (53). En estudios evolutivos, detectar la seleccion positiva es de gran
importancia. Con este fin, se suele recurrir a tests estadisticos que usan data de
divergencia entre especies, algunos incluso afiadiendo el polimorfismo a la
ecuacion (54). En estos tests estadisticos contra una hipotesis nula son comunes en
este tipo de estudios, en donde se requieren asumir varios factores para simplificar

las matematicas involucradas (55).

Muchos modelos han ido siendo creados a lo largo del tiempo, siendo uno de ellos
el test de rama-sitio (branch-site). Su objetivo es detectar la seleccion en ramas pre
especificadas en un arbol, analizando como esta seleccion afecta algunos codones
de un gen codificante. La seleccion positiva se define de la siguiente manera (Eq.
1):

w= (Eq. 1)
En donde:
o: Fuerza selectiva

dn: Tasa de mutaciones no-sinénimas

ds: Tasa de mutaciones sinOnimas
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Se considera un resultado positivo cuando w > 1, mientras que w < 1 niega la
posibilidad de un evento de seleccidn positiva, pero no la posibilidad de que otro

tipo de seleccidn pueda estar actuando en un determinado gen (56).

Que una region de un gen esté bajo seleccion positiva indica la posibilidad de la
seleccion natural de un rasgo fenotipico o funcional siendo beneficiado. Para
ilustrar este caso, se puede citar por ejemplo el trabajo realizado por Nandi et. al.,
en donde se evaluaron todos los genes de Burkholderia pseudomallei distribuidos
en 2 cromosomas. Los autores reportaron la presencia de genes bajo seleccion
positiva en factores relacionados con la virulencia de este patdgeno tales como
algunos genes involucrados en la formacion del pili tipo IV (TFP4). Para poder
comprobar la influencia de esta seleccion funcional, se generaron mutantes sin el
locus de TFP4. Se observo que estos mutantes TFP4 tuvieron una virulencia
reducida a comparacion del wildtype, concluyendo que no es coincidencia que se
exhiba seleccion positiva en factores que contribuyen al proceso patogénico de la

bacteria en cuestion (57).

En el contexto de este trabajo, las sefiales moleculares se definen como patrones
distintivos en la variacion secuencial del ADN que pueden detectarse haciendo uso
de estadistica (58). Estas sefiales reflejan mutaciones fijadas en la poblacion en
genes codificadores de proteinas, y como resultado, establecer cambios funcionales

en las proteinas finales (59).
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IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Bartonella bacilliformis presenta una caracteristica evolutiva notable: comparte un
ancestro comun con Bartonella apis, una bacteria perteneciente a la microbiota de
las abejas. Esta relacion plantea interrogantes respecto a la evolucion de la
patogenicidad en el género Bartonella, particularmente en coOmo ocurrio la
introduccion de la patogenicidad en su historia evolutiva, ademas de como B.
bacilliformis y el Linaje 1 se diferenciaron del resto de especies al tener al humano
como hospedero final. Esto plantea un caso de estudio comun en salud publica, en
donde hay un interés en el proceso que conlleva a bacterias a adquirir patogenicidad
con la finalidad de prevenir eventos similares en el futuro (60). Es en este proceso
de spillover en donde estudiar la evolucion del patdégeno a su hospedero mediante
sus adaptaciones moleculares es de importancia (61).

La gendémica comparativa ofrece herramientas para explorar esta transicion.
Mediante esta metodologia, es posible determinar diferencias entre individuos del
mismo taxon, recopilando diferencias entre estas, ademas de determinar regiones
con mayor dindmica evolutiva, lo que podria contribuir con potenciales

aplicaciones practicas en el manejo clinico de las infecciones.

Sin embargo, la investigacion en Bartonella bacilliformis se ha centrado
principalmente en sus impactos en la salud ptblica y epidemiologia, aspectos que
estan bien documentados en la literatura cientifica local. Exploraciones gendémicas
y evolutivas especificas para B. bacilliformis que planteen como se adaptan a su
hospedero final, particularmente durante la invasion de eritrocitos, no han sido

llevadas a cabo previamente. Esto debido a que por mucho tiempo los estudios
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genomicos de la especie se limitaron por la poca cantidad de genomas disponibles.
Algunos de estos trabajos de analisis bioinformatico fueron realizados de manera
descriptiva, pero no necesariamente desde una perspectiva evolutiva (47,62). El
trabajo realizado por Paul et. al. tomd una perspectiva desde la evolucion, en donde
se enfoco en las mutaciones como principal conductor de la diversificaciéon en la
especie (91). Sin embargo, el estudio realizé una comparacidon Gnicamente a nivel

de la especie y no a nivel del género.

i) Pregunta de investigacion

(Qué cambios moleculares permitieron a Bartonella bacilliformis adaptarse
especificamente a la invasion de eritrocitos humanos, en contraste con otras

especies del género Bartonella que no presentan el mismo hospedero?

ii) Justificacion

Bartonella bacilliformis es el agente causal de la enfermedad de Carrién o
bartonelosis humana, una enfermedad endémica en regiones andinas del Perti. Es
por esto que es clasificada como una enfermedad desatendida y poco explorada con
enfoques bioldgicos méas modernos como el secuenciamiento de préxima
generacion. Este estudio aborda una brecha en el conocimiento de esta bacteria al
investigar los mecanismos moleculares y evolutivos mediante los cuales un
microorganismo no patdégeno puede transformarse en un patdégeno humano. El
enfoque presentado integra analisis gendmico comparativo y evolutivo, y busca
comprender de esta manera el rol de los factores de virulencia en el ciclo de vida de

B. bacilliformis.
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Gracias a la disponibilidad de datos genomicos en repositorios publicos, ademas de
un mejor acceso a tecnologia de secuenciacion genodmica, es posible obtener una
mayor cantidad de genomas del patdogeno en cuestion. Esto permitira llenar un vacio
en el conocimiento de como la presion selectiva influye en la patogenicidad de B.
bacilliformis, contribuyendo asi con el entendimiento de los procesos que conducen
a la emergencia de patdgenos humanos, con potenciales aplicaciones en la

prevencion y control de enfermedades infecciosas.
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V. METODOLOGIA

A. Cultivo, extraccion de ADN y generacion de librerias genémicas

Los aislados de Bartonella se cultivaron en medios bifasicos, cuya preparacion
consta de una fase solida y una liquida. En primer lugar, la fase s6lida se prepard
mezclando 10 gr. de bacto agar, 2,5 gr. de cloruro sodico, 0,5 gr. de dextrosa, 10 gr.
de peptona proteosa con 500 mL de agua destilada. Una vez preparado, los cultivos
fueron incubados a 37°C durante 24 horas. Tras este proceso, se cogid el matraz
con el medio so6lido y se afiadieron 15 mL de la fase liquida (RPMI con 10% de
SFB). A continuacion, se realizd un segundo proceso de esterilidad durante una
semana y se incub6 el medio bifasico a 28°C. Una vez finalizado el proceso, los

matraces se almacenaron en refrigeracion a 4°C.

Se extrajo ADN gendémico de los aislados utilizando el kit de purificacion de ADN
GeneJET (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El gADN extraido se cuantifico con un fluorometro Qubit 4.0, y se
construyeron bibliotecas gendmicas utilizando el kit de bibliotecas genomicas
Nextera XT (Illumina, EE.UU). Las bibliotecas se secuenciaron en la plataforma
MiSeq de Illumina, generando lecturas de 250 pb por pares con una cobertura media

de 80X.

B. Ensamblaje e identificacion de nuevos genomas de Bartonella

Se obtuvieron secuencias para los 13 aislados. Se procedio a realizar un ensamblaje

utilizando SPAdes ver. 3.15.5 (63) y se realiz6 la identificacion de estos genomas
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utilizando el repositorio MLST ver. 2.22.1 (64). Se identificé 1 cepa como B.

ancashensis, mientras que 12 fueron identificadas como B. bacilliformis.

C. Genomas de repositorios publicos

Se descargaron secuencias de todas las especies conocidas de Bartonella
disponibles en la base de datos abiertos Genome del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), con el objetivo de obtener una amplia
representacion del género. Posteriormente, se pasé a la descarga de todas las cepas
disponibles de Bartonella bacilliformis, la especie de interés en este estudio. Se
realiz6 la descarga de genomas ya ensamblados. Este proceso de recopilacion de
secuencias permitid obtener un conjunto de datos completo y diverso para realizar
andlisis genéticos y comparativos en el estudio de la virulencia dentro del género
Bartonella. 17 genomas fueron obtenidos para B. bacilliformis, mientras que 39
genomas fueron obtenidos de todas las especies de Bartonella descritas hasta el

momento.

D. Control de calidad

Una vez completada la descarga de secuencias genodmicas, se procedio a realizar
una evaluacion exhaustiva de todos los genomas obtenidos utilizando la
herramienta QUAST (65). QUAST es una herramienta ampliamente utilizada en
bioinformatica para evaluar la calidad de los genomas ensamblados y realizar
comparaciones entre ellos. Mediante esta evaluacion, se obtuvieron métricas clave
como la longitud total del genoma, el nimero de contigs, la cobertura promedio y
otros indicadores que permitieron una caracterizacion precisa de los genomas

descargados. Debido a que los genomas fueron de especies distintas con longitudes
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de genomas distintas, no se utiliz6 una unica métrica, y se consideraron factores
tales como el grado de ensamblaje y el nimero de contigs (si es que aplicaba). Se
prefirid el mayor grado de ensamblaje posible y el menor nimero de contigs en los

ensamblados escogidos.

E. Anotacion de genomas y construccion del pangenoma

Los genomas descargados fueron anotados utilizando la herramienta BAKTA (66).
Esta herramienta presenta la ventaja de contar con distintas bases de datos
incorporadas. Posteriormente, se llevaron a cabo dos analisis pangenémicos: uno
considerando todos los genomas disponibles de la especie Bartonella bacilliformis

y otro enfocado en el género Bartonella.

En el primer caso, se utilizaron todos los genomas de cepas de Bartonella
bacilliformis disponibles. En este andlisis, se aplicO un criterio mas estricto
utilizando una identidad de BLASTP de 90 debido a que la comparacion es
intraespecie. Este enfoque permitid realizar un analisis pangendmico especifico

para la especie Bartonella bacilliformis.

En el segundo caso, se seleccionaron los genomas mas completos de cada especie
de Bartonella obtenidas, utilizando una identidad de BLASTP del 70 como criterio
de seleccion debido a que se trataban de especies distintas (35). Estos genomas

fueron utilizados en el anélisis pangenémico del género Bartonella.
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Para llevar a cabo la construccion del pangenoma, se empled la herramienta
Panaroo (67), que facilita la construccion de pangenomas a partir de genomas
bacterianos. Como resultado de estos analisis, se obtuvieron tablas de presencia y
ausencia de genes, que indican qué genes estan presentes o ausentes en cada genoma
evaluado. Ademas, se gener6 un alineamiento de los genes core, que son aquellos
genes compartidos por la mayoria de los genomas y que proporcionan informacion

sobre las relaciones evolutivas dentro del grupo a comparar.

Para graficar el pangenoma, se utilizd un grafico de tipo UpSet, que permite una
mejor representacion de conjuntos complejos que interseccionan entre si. Esto se
hizo mediante una libreria pyUpSet v. 0.1 (68) implementada mediante scripts
realizados localmente que permitieron la conversion rapida de tablas para su

posterior graficacion.

Algunas regiones en ciertos genomas fueron clasificadas como profagicas durante
el proceso de anotacion. Para evaluar mejor el origen y clasificacion de estas
regiones, se usé la plataforma web phastest.ca (69), que realiza una identificacion
y anotacion rapida se secuencias profagicas a partir de genomas bacterianos. Los
genomas con regiones profagicas relevantes fueron comparados con el genoma de
la cepa de referencia, KC584. Se utiliz6 la opcion lite, que utiliza de referencia la
base de datos Swissprot (70). El resto de pardmetros fueron estandar. Asimismo, se
compararon qué proteinas son unicas para ciertos grupos de interés. Se extrajeron
del output de Panaroo y fueron caracterizadas manualmente utilizando la base de

datos InterPro (71), que incorpora a varias bases de datos de proteinas. En caso no
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pudiera ser encontrada informacion en base a esta base de datos, se utilizdé UniProt

(72)

Se realizd, asimismo, una comparacion de categorias COG en dos genomas de
interés (KC583 y Ver097), para obtener un panorama general del tipo de genes que
estos aislados poseen. Para ello se utiliz6 el servidor web EggNOG Mapper (73) y,
a partir de los resultados obtenidos, se realizaron graficas de barras circulares

comparando los datos de ambos genomas.

F. Filogenia de género y especie

Se realizaron dos tipos de filogenias: Una del género Bartonella y otra del linaje L1
del género Bartonella (B. bacilliformis y B. ancashensis). Para ambos casos, se
utilizo6 un output producido por Panaroo: un alineamiento de los genes core. Para
obtener el archivo filogenético tipo Newick, se utilizo IQ-TREE (74). Una ventaja
de este software es que evaliia como parte de su flujo de trabajo el modelo mas apto
para la filogenia a realizar. La edicion del arbol se realiz6 en la herramienta web

iTOL (75).

G. GendOmica comparativa

Para comparar y evaluar las similitudes gendmicas entre los aislados del patogeno
y las cepas de referencia se utilizé el indice de Identidad de Alineacion (ANI, por
sus siglas en inglés). El ANI se calcul6 utilizando el paquete pyani (76). Este
compara las secuencias nucleotidicas de los genomas completos para determinar el
porcentaje de identidad promedio entre las secuencias comparadas. Este enfoque

proporciona una medida cuantitativa de la similitud gendmica y permite una
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comparacion precisa entre las distintas cepas. Para los analisis realizados en este

estudio, se utilizo6 la opcion de alineamiento MAFFT.

H. Extraccion de genes de virulencia

La deteccion de genes de virulencia se realizé en la plataforma ofrecida por VFDB
online (77) en su version mas reciente, en donde se pueden subir genomas en
version completa o draft, y se obtiene una lista de los genes de virulencia
encontrados y registrados en VFDB. Estos resultados fueron luego también
comparados con lo obtenido en la anotacion realizada en BAKTA. Se escogieron
solo aquellos genes que figuraron en ambos outputs. Dos genes citados en la
literatura no aparecieron en esta evaluacion. Se decidio utilizar inicamente aquellos

genes que pudieran ser evaluados por las herramientas bioinformaticas utilizadas.

I. Alineamiento de genes de virulencia

Para detectar los cambios en las secuencias de aminoacidos, se llevaron a cabo
alineamientos multiples que permitieron identificar adiciones, deleciones y
diferencias entre las secuencias obtenidas de todas las cepas de Bartonella. Los
alineamientos se llevaron a cabo utilizando el algoritmo MAFFT basado en
aminodacidos, haciendo uso de un script de Perl doméstico: translatorx.pl. A
continuacion, estos fueron visualizados graficamente utilizando el paquete de R
ggmsa (78). Esto con el fin de visualizar las variaciones presentes en las secuencias

proteicas y su implicancia en la diversidad del género Bartonella.
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J. Filogenia de genes de virulencia

Se realizaron alineamientos de las secuencias aminoacidicas correspondientes
utilizando el algoritmo MAFFT. Estos alineamientos se sometieron luego a un
analisis filogenético utilizando IQ TREE (74). Para detectar diferencias entre los
operones bacterianos en diferentes especies, se utilizo TBLASTX (Figura 6), que
permite la comparacion entre los 6 marcos de lecturas posibles de un genoma con
una base de datos compuesta de todos los marcos de lectura posibles. Esto obtuvo
como resultado una sintenia, que fue graficada utilizando el paquete de R

gggenomes (79).

BLASTP Proteina Proteina

»-

Nucleotido Nucleotido

TBLASTX

Figura 6. (Arriba) Alineamiento realizado por el algoritmo de BLASTP, en donde
se alinea una secuencia proteica contra otra secuencia proteica. (Abajo)
Alineamiento realizado por el algoritmo de TBLASTX, en donde se traducen las
secuencias de nucleotidos en los 6 marcos de lectura posibles para ser comparados

contra otra secuencia nucleotidica traducida a los 6 marcos de lectura posibles.
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K. Prueba de seleccion positiva para genes de virulencia

Para detectar la influencia de seleccion positiva en los genes de virulencia
analizados, se utilizo6 el paquete PAML (80). Este paquete emplea métodos
estadisticos y modelos evolutivos para identificar regiones que podrian estar bajo

seleccion positiva en secuencias nucleotidicas de genes.

En el caso de los genes de adherencia y union al grupo Heme, se detectaron
secuencias duplicadas y/o posibles pseudogenes, que fueron agrupados como parte
de estos grupos de virulencia. Para poder determinar cudl secuencia utilizar y cudl
descartar, se realizd un filtro utilizando Orthofinder (81), paquete especializado en
la deteccion de genes ortdlogos. Ello permitid agrupar los genes de todas las
especies de acuerdo a ortogrupos. Se procedié a descartar duplicados que
pertenecieran al mismo ortogrupo, y se tratd en lo posible de someter a la

comparacion a todos los ortogrupos posibles detectados por la herramienta.

El proceso de evaluacion de seleccion positiva comenzo con la alineacion de las
secuencias nucleotidicas de genes de virulencia obtenidas previamente mediante el
algoritmo MAFFT el cual fue ejecutado mediante el script translatorx.pl. Este
permite realizar un alineamiento en base a codones aplicado a la secuencia genética.
Luego, se aplico Gblocks v. 0.91b (82) en un loop de bash. Gblocks se ejecutd con
sus comandos en default, especificando que el alineamiento era de codones. Este
paquete permitio obtener un alineamiento limpio sin gaps que pudieran ser

aplicados en PAML.
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PAML calcula estadisticas de seleccidon positiva, como las razones de tasas de
sustitucion no sinéonimas a sindnimas (dN/dS), y realiza pruebas de hipdtesis para
determinar si estas estadisticas son significativamente diferentes. Usando un codigo
escrito en Bash para este estudio, se utilizé el modelo rama-nodo y se aplicaron 2
hipoétesis en los genes de virulencia, diferenciada por los sitios marcados en el arbol
para cada una. Se aplico también 2 hipdtesis nulas para estas pruebas. Con el
paquete, se obtuvieron distintos outputs, entre ellos los archivos mlc, que contienen
el LnL de la tasa de sustitucion no sinéonima a sinéonima (w). Estos LnL fueron
comparados en una tabla aplicando la prueba de Chi cuadrado (X?), obteniendo asi
la significancia de cada hipotesis para cada gen. Aquellos genes que tuvieran una
significancia de p=0.05 serian luego evaluados usando el output de PAML, para

ubicar la region exacta que estaria siendo sometida a esta presion evolutiva.

Para determinar la influencia de los sitios bajo influencia de seleccion positiva, se
realizo un alineamiento estructural usando ColabFold (83), una implementacion de
AlphaFold 2 junto con MMSeqgs en un Google Colab de libre acceso. Se editaron
las estructuras resultantes utilizando PyMol (84). Por tltimo, para poder determinar
alguna diferencia entre estructuras, se realizo una alineacion estructural con este

mismo paquete.
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VI. RESULTADOS

A. Filogenia, pangenémica y virulencia de B. bacilliformis

Se obtuvieron 12 genomas nuevos de Bartonella bacilliformis (Bb) y 1 genoma

nuevo de Bartonella ancashensis para este estudio (Tabla 2). Asimismo, estos

genomas se complementaron con 17 genomas que se encuentran en repositorios

publicos (Tabla 3). En el caso del genoma de referencia, KC583, este fue

secuenciado a partir de la cepa ATCC 35686. Su version mas actualizada es KC584.

Para el analisis de la especie Bb en este trabajo, se decidi6 utilizar ambos genomas

a modo de poder obtener la mayor cantidad de informacion posible. Sin embargo,

a lo largo del estudio se tom6 a KC584 como el genoma de referencia.

Tabla 2. Estadisticas basicas de los ensamblajes obtenidos en el laboratorio. Se

identifican 12 genomas como B. bacilliformis y 1 genoma como B. ancashensis.

Nombre N° de pares de [ Nivel de N° de contigs
base ensamblaje

B. bacilliformis

1 | UPCH_1473 B12 1367912 Draft 19

2 | UPCH_1460 A18 1367 325 Draft 14

3 | UPCH_1461 A19 1394 834 Draft 17

4 | UPCH_1464 BO1 1367771 Draft 16

5 | UPCH_1456 A02 1367 846 Draft 17
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6 | UPCH_1469 B06 1437717 Draft 18
7 | UPCH_1472 B10 1 430 882 Draft 15
8 [ UPCH_1466 B03 1437 432 Draft 15
9 | UPCH 1474 Bl14 1434 768 Draft 19
10 | UPCH 1477 B17 1400 678 Draft 16
11 | UPCH 1461 A19 1394 834 Draft 17
12 | UPCH 1478 B19 1368 156 Draft 19
B. ancashensis

1 | UPCH_1458 A07 1442 729 Draft 34

Tabla 3. Estadisticas basicas de los genomas de la especie Bartonella bacilliformis

disponibles en GenBank. A partir de aqui se realizo la seleccion de genomas. El afio

representa el afio en que fueron subidas a la base de datos.

N° de acceso Nombre del organismo |Cepa Tamaio kb | Afo
GCA 001559035.1 B. bacilliformis ATCC:35685D-5 | 1443 404 2016
GCA 001624625.1 B. bacilliformis USM-LMMB 07 | 1405613 2016
GCA_001625425.1 B. bacilliformis USM-LMMB 06 | 1401011 2016
GCA_000015445.1 B. bacilliformis K(C583 1 445 021 2007
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GCA_000311905.1 . bacilliformis INS 1444107 |2012
GCA_000607205.1 . bacilliformis San Pedro 600-02 | 1403817 | 2014
GCA_000607225.1 . bacilliformis Heidi Mejia 1406538 | 2014
GCA_000607245.1 . bacilliformis Pert-18 1390379 2014
GCA_000709735.1 . bacilliformis Hosp800-02 1429421 |2014
GCA_000709755.1 . bacilliformis CUSCO5 1401647 | 2014
GCA_000709775.1 . bacilliformis Cond044 1439147 | 2014
GCA_000709795.1 . bacilliformis Ver097 1394706 | 2014
GCA_000709815.1 . bacilliformis Peru3s$ 1421778 | 2014
GCA_000709835.1 . bacilliformis VAB9028 1413459  |2014
GCA_000709855.1 . bacilliformis Ver075 1413194 |2014
GCA_000709875.1 . bacilliformis CARG600-02 1417443 | 2014
GCA_009498695.1 . bacilliformis KC584 1411655 |2019

Los nuevos genomas de Bb presentaron un tamafio aproximado de 1.4 megabases

de acuerdo a lo esperado. De todos los genomas obtenidos entre los nuevos

secuenciados y los provenientes de repositorios publicos, el mas pequefio

corresponde a la cepa Peru-18 (pb = 1390379), mientras que el genoma de mayor

tamafio es el correspondiente a la cepa KC583 (pb = 1445021). Al analizar los
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valores de Average Nucleotide Identity (ANI, por sus siglas en inglés) entre todos
los genomas obtenidos ademas de otras especies del mismo género (B. henselae, B.
schoenbuchensis, B. melophagi y B. quintana), se observo que se formaron 3
clusters distintos (Figura 7): El primero vendria a ser el clado que junta a las
especies que no son Bb, en donde se encuentran B. ancashensis, UPCH_ 1458 A07,
ademads de B. henselae, B. schoenbuchensis, B. melophagi y B. quintana. En la
Figura 6 este clado se distingue por poseer un color distinto. Esto se debe al bajo
valor ANI que obtuvieron las comparaciones de estas especies versus los genomas
de Bb. Es importante resaltar que, entre B. ancashensis y UPCH_ 1458 A07 se
observa un ANI superior a 0.99, confirmando que UPCH_ 1458 AOQ7 pertenece a la

especie B. ancashensis (Tabla S1).

Hay un segundo clado observable en la matriz ANI referente a los genomas
UPCH 1456 _A13, UPCH 1459 A13, UPCH 1473 B12, UPCH 1478 BI19,
UPCH_1464 BO01, UPCH 1460 A18 y Ver097. Entre estas cepas el indice ANI
es de 0.99, pero, comparando cada una de estas cepas versus el resto de genomas
de Bb, se aprecia que el indice ANI es mas bien de 0.94. Esto revela una
diferenciacion relevante a nivel de secuencia entre este cluster y el resto de genomas

de Bb.

Por ultimo, el tercer cluster corresponde al resto de genomas de Bb. Entre estos
genomas, el valor suele oscilar entre 0.98 y 0.99, pero se observa la formacion de
grupos dentro de este cluster también, representados por un color mas intenso en la

matriz de ANL Esto ocurre entre los genomas UPCH_ 1469 B06, Cond044,
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UPCH_1466 B03 y UPCH_1474 B14, por ejemplo, en donde el indice ANI es de
0.99 entre estos aislados. Otro cluster apreciado es el que forman los genomas
CAR600-02, VAB9028, UPCH_1477 B17, Heidi Mejia y Hosp800-02. Estos
figuran con un ANI similar al observado anteriormente, y destacando sobre el

cluster formado por estas Bb.

Los resultados apreciados indican relativamente poca diversidad en cuanto a los
indices ANI. Se comprueba que todos los genomas secuenciados pertenecen al
Linaje 1, siendo 1 identificado como B. ancashensis, mientras que 12 restantes
fueron agrupados junto a los genomas descargados de Bb. Es importante destacar
como 6 genomas fueron agrupados junto a Ver(097, y como estas se distinguieron
del resto de genomas de Bb. De aqui en adelante se conocera como el cluster Ver(097

a este grupo de 6 aislados sumados al genoma publico de Ver(097.
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Figura 7. Matriz ANI entre las cepas de B. bacilliformis y B. ancashensis, siendo
que la escala va desde color verde (valores superiores a 0.90) hacia color morado

(valores inferiores a 0.9).

En el andlisis del pangenoma de Bb, se encontrd que Ver097 tiene menos genes en
comparacion con el resto de las cepas analizadas. Esta diferencia en el nimero de
genes puede indicar una reduccion en el tamafio del genoma de Ver097 en relacion

con otras cepas.

En cuanto a la composicion del pangenoma, se identificé que la mayoria de los
genes pertenecen a la categoria de genes core. Esto significa que estos genes estan
presentes en la mayoria de las cepas analizadas, lo que indica una alta conservacion

en términos de secuencia y funcion.

Encontramos que 1027 genes coinciden entre todos los aislados analizados, segiin
la Figura 8. Asimismo, encontramos que 51 genes estan presentes en todos los
genomas exceptuando los que pertenecen al previamente denominado cluster
Ver(097. De manera interesante, este

cluster contiene 57 genes que pertenecen exclusivamente al mismo, y que no se

hallan en el resto de genomas evaluados (Tabla 4).

Tabla 4. Genes Unicamente presentes en el cluster Ver097 (n=56). Se presentan

unicamente las proteinas unicas dentro de las que pudieron ser identificadas (n=21).

Los genes restantes (n=35) fueron anotados como proteinas hipotéticas. Las
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funciones encontradas fueron halladas en la base de datos InterPro a menos de que

se sefiale lo contrario. En algunos casos, ninguna funcion relevante descrita ha sido

hallada.

Nombre de proteina Funcion InterPro/Ref
Esta proteina participa en la sintesis de
lisilfosfatidilglicerol ~ (Lys-PG), un

Sintasa de Lisilfosfatidilglicerol IPR022791
componente crucial en la membrana

™
bacteriana, y que le da su carga
positiva.

Las helicasas dependientes de ATP | Multiples

desenrollan ADN o ARN de doble

proteinas tales

Familia TerC

y podria estar involucrada en la

expulsion de 1iones de telurio,

Helicasa Dependiente de ATP hebra utilizando energia de la hidrdlisis | como:
de ATP. Son cruciales para la | IPR004589,
replicacion y reparacion. IPRO14152
SecD es parte del sistema Sec
translocasa en bacterias, esencial para
SecD IPR005791
la translocacion de proteinas a través de
membranas.
Las proteinas de la familia TerC estan
Proteina Integral de Membrana | involucradas en la resistencia al telurio
IPR005496
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contribuyendo a la  resistencia

antibiotica.

Proteina con Dominio BTP

El dominio BTP tiene un pliegue
parecido a la histona, y se predice que

se une al ADN.

IPR006565

Deshidrogenasa L-lactato

[Citocromo]

NA

NA

Proteina con Dominio DUF1561

En Leptospira se han relacionado
proteinas que contienen este dominio
con una capacidad de modificacion de

la virulencia.

(85)

Proteina con Dominio

Asparaginasa

Las asparaginasas hidrolizan la
asparagina a aspartato y amoniaco,
desempefiando roles importantes en el
metabolismo del nitrégeno.  Sin
embargo, mayor informacion de esta

proteina no ha sido encontrada.

NA

Proteina con Dominio SH3b

Los dominios SH3b estan asociados a
dominios de uniéon a ligandos.
Aparecen en varias bacterias y fagos.
En particular, estos dominios son
conocidos por unirse a motivos en la

pared celular.

(86)
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L-serina Amonioliasa

Este enzima cataliza la conversion de

L-serina a piruvato y amoniaco.

IPR004642

Proteina con Dominio DsbC

DsbC esta involucrada en el
plegamiento de proteinas y la
formacion de enlaces disulfuro en

bacterias.

IPR0O18950

Proteina de Recombinacion de

ADN RmuC

Aun no se conoce especificamente el
rol de RmuC pero parece estar
involucrada en la proteccion del ADN
contra nucleasas o parece estar
involucrada en la escision de

estructuras secundarias del ADN.

IPR003798

Proteina con

Autotransportador

Dominio

Los autotransportadores facilitan el
transporte de proteinas a través de
membranas bacterianas. Respecto a
esta proteina en particular, no hay

suficiente caracterizacion.

NA

Otro de los cluster previamente identificados en la evaluacion ANI presenta

también genes unicos a comparacion del resto de genomas: UPCH 1469 BO06,

Cond044, UPCH 1466 B03 y UPCH_1474 B14. De manera interesante, el aislado

UPCH_1472 B10, el cudl no figura en el cluster mostrado por ANI, comparte

varios genes con este grupo (Tabla 5). Por ultimo, un genoma tnico a comparacion

del resto de genomas evaluados fue el genoma 1416, el cudl presenta 11 genes
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unicos a comparacion del repositorio genético de la especie (Tabla 6). Otros
genomas han presentado 1 o 2 genes tnicos a comparacion del resto, pero no han

sido incluidos en el grafico por ser un nimero bajo de incidencias.

Tabla 5. (Arriba) Genes unicamente presentes en el grupo conformado por
UPCH 1469 B06, Cond044, UPCH 1466 B03, UPCH 1474 B14 vy
UPCH 1472 B10 (n=42). (Abajo) Genes Unicamente presentes en el grupo
conformado por UPCH 1469 B06, Cond044, UPCH 1466 B03 vy
UPCH 1474 B14 que no se hallaron en UPCH 1472 B10. Se presentan
unicamente los que pudieron ser identificados (n=35). Los genes restantes (n=16)
fueron anotados como proteinas hipotéticas. Las funciones encontradas fueron
halladas en la base de datos InterPro a menos de que se sefiale lo contrario. En

algunos casos, ninguna funcion relevante descrita ha sido hallada.

Proteina Funcion InterPro/Ref.

UPCH_1469 B06, Cond044, UPCH 1466 B03, UPCH 1474 B14 y UPCH 1472 B10

Es una proteina de cola de fago.

de union al peptidoglicano.

Proteina de cola X Aparentemente tiene una funcion | IPRO08861

Este dominio es comun en

muchas proteinas,
Proteina que contiene dominio helix-

turn-helix
involucradas en la transcripcion

y union al ADN.

particularmente aquellas | IPRO18060

63



Proteina que contiene dominio

DUF2730

En algunas bacterias esta

relacionada al bacteriofago Mu.

AO0AO009ZCT8A
0A022PD31

(UniProt)

Proteina que contiene dominio

DUF2190

En algunas bacterias, esta

relacionada con un bacteriofago.

AOAON7ACRS

(UniProt)

Proteina relacionada con fagos

Las proteinas relacionadas con
fagos a menudo incluyen varios
componentes estructurales y

enzimaticos cruciales para el

ciclo de vida del fago.

NA

Proteina de ensamblaje de la

baseplate

Esta proteina est4 involucrada en
el ensamblaje de la estructura de
la baseplate de los bacteriofagos,
lo que es crucial para su
capacidad de inyectar material

genético en las células huésped.

IPR013046

Proteina de morfogénesis del virion

del fago

Estas proteinas son esenciales
para el ensamblaje de nuevos
viriones durante el ciclo de vida
del fago, contribuyendo a la
integridad

estructural y

funcionalidad del fago.

[PR006522
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Proteina de cola del fago

Las proteinas de la cola son
criticas para la uniéon de los
bacteriofagos a las células
huésped e inyectando su material

genético en dichas células.

NA

Proteina que contiene dominio

DUF3486

NA

NA

Proteina que se une al peptidoglicano

Estas proteinas interactian con el
peptidoglicano, un componente
principal de las paredes celulares

bacterianas.

IPR002477

Proteina de ensamblaje de la

baseplate del fago V

Esta proteina es parte del
complejo de ensamblaje de la
baseplate en los bacteriofagos,
crucial para su capacidad de

unirse y penetrar las células

bacterianas.

IPR013046

Proteina reguladora GemA

GemA esta involucrada en la
regulacion de varios procesos
dentro de los bacteriéfagos,
incluyendo la expresion génica

durante la infeccion.

AOA1C6ZDIJO0

(UniProt)
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Proteina que contiene dominio

NA NA
DUF3164
Proteina de la familia Baseplate | Caracterizada en el bacteriofago

IPR006949

J/gp47 P2.

Se encuentran en proteinas
Proteina de particion de la familia

relacionadas a la particion de | IPR004437
ParB/RepB/Spo0J

plasmidos y cromosomas.

Las proteinas de la capside

forman la envoltura protectora
Proteina de la capside NA

alrededor del material genético

viral en fagos.
Proteina prophage I tipo Mu Asociadas con bacteri6fagos. NA

Forman parte de los sistemas de
Proteina del sistema de inyeccion | inyeccion contractiles usados por

IPR045362

contractil VgrG/Pvc8 algunos bacteriofagos para la

infeccion de sus huéspedes.

Se encuentran en todos los

organismos y su funcién es

variada, pero estan mas que todo
ATPasa de la familia AAA IPR003959

relacionadas a la regulacion
celular, procesos de proteo6lisis y

transporte intracelular.
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Proteina menor de la cabeza del fago

Las proteinas menores de la

cabeza contribuyen al

P19727

ensamblaje para formar wuna | (UniProt)

capside icosaédrica.
Proteina que contiene dominio | Una proteina de la cola de un

IPR035089
Subtilisina en la cola del fago fago.
Proteina que contiene dominio | Hipotética proteina de | B3G130
DUF935 bacteriofago. (UniProt)
Proteina que contiene dominio C- | Este dominio estd asociado con
IPR009004

terminal de la transposasa Mu la actividad de la transposasa.

Esta proteina regula la longitud
Proteina reguladora de la longitud de

de la cola durante el ensamblaje [ [PR010090
la cola del fago

del fago.

De funcion desconocida pero ha
Proteina que contiene dominio

sido encontrada en bacterias y | [PR032096
DUF4815

virus.
UPCH_1469 B06, Cond044, UPCH 1466 B03 y UPCH 1474 B14

Esta proteina es parte del sistema

de translocasa Tat, que es
Subunidad de la familia Translocasa

responsable de la translocacion | IPR006312

Twin-Arginina TatA/TatE

de proteinas plegadas a través de

la membrana interna en las
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bacterias. Las subunidades TatA
y TatE desempefian papeles
cruciales en la formacion del

complejo translocon.

Antitoxina de Muerte Celular

Programada Peml

Peml es una antitoxina que
contrarresta los efectos de las
toxinas producidas durante la
muerte celular programada en las
bacterias. Esta involucrada en
sistemas de mantenimiento de

plasmidos.

IPR0O07159

Proteina de Union de Sustrato del

Transportador ABC

Las proteinas de wunion de
sustrato (SBP) son componentes
criticos de los transportadores
ABGC, facilitando la captacion de
alta afinidad de varios sustratos,
incluyendo  aminoéacidos y
azucares. Determinan la

especificidad del sustrato.

IPR023920

Interferasa de mRNA

Las interferasas de mRNA son
enzimas que degradan moléculas

de mRNA, desempefiando un

IPR0O31451

IPR012933
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papel en la regulacion de la

expresion génica.

Proteina similar a Trbl de

conjugacion bacteriana

la

Las proteinas similares a Trbl
estdn  involucradas en la
conjugacion bacteriana,
facilitando la transferencia de
material genético entre bacterias
mediante  contacto  directo.
Pertenecientes a los sistemas tipo

IV.

IPR005498

Por otro lado, se observd que los genomas UPCH 1469 B06, Cond(044,

UPCH_1466 _B03 y UPCH 1474 B14 presentaron un numero mayor de regiones

codificantes en comparacion con el resto de genomas. Segun la matriz de presencia

y ausencia obtenida de la reconstruccion pangenémica, UPCH 1474 B14 es el

genoma de Bb con mayor niimero de regiones codificantes, con 1240 regiones de

este tipo (Figura 8). Los 3 genomas que le siguen pertenecen todos al grupo

previamente mencionado.

Tabla 6. Genes unicamente presentes en el genoma 1416 (n=11). Se presentan

unicamente los que pudieron ser identificados (n=9). Los genes restantes (n=2)

fueron anotados como proteinas hipotéticas.
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En Leptospira se han relacionado

Citocromo C

en la guia de los apocitocromos hacia su

Proteina con Dominio | proteinas que contienen este dominio
(85)
DUF1561 con una capacidad de modificacién de
la virulencia.
Proteina ~ Ribosomal  50S
A0A482PEM3
L7/L12-Serina NA
UniProt
Acetiltransferasa
RecG es una helicasa dependiente de
ATP que juega un papel critico en la
Helicasa de ADN Dependiente | reparaciéon y replicacion del ADN.
IPR004609
de ATP RecG Ayuda a procesar uniones Holliday y es
un intermedio hacia productos mas
maduros.
Glutamina--Fructosa-6-Fosfato | Esta enzima cataliza la formacién de
IPR0O05855
Transaminasa (Isomerizante) glucosamin-6-fosfato.
Enzima Bifuncional UDP-N-
GlmU es wuna enzima trimérica
Acetilglucosamina
bifuncional que cataliza las 2 ultimas
Difosforilasa/Glucosamina-1- IPR0O05882
reacciones en secuencia de la via de
Fosfato N-Acetiltransferasa
UDP-GIcNAc.
GlmU
Proteina de Biogénesis de | Esta proteina podria estar involucrada
IPR003567
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union covalente realizada por la liaza

citocromo-c-haem.

Proteina Accesoria para el
Ensamblaje  de  Clusteres

Hierro-Azufre

Los clusters de Hierro-Azufre son
cofactores importantes para varias
proteinas  involucradas en la
transferencia de electrones, y catalisis

de tipo redox y no-redox.

IPR0O11339

Trifosfohidrolasa de

Deoxiguanosina Trifosfato

Algunos miembros de esta familia
actiian como factores de restriccion del
hospedero, defendiendo al organismo
contra infecciones virales. Otras estan

involucradas en la reparacion del ADN.

IPRO50135

Biotina Carboxilasa

La biotina carboxilasa cataliza la
carboxilacion de enzimas dependientes
de biotina, desempefiando un papel en
la sintesis de 4&cidos grasos y la

gluconeogénesis.

IPRO11764
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Figura 8. Representacion grafica que muestra conjuntos de genes y su interseccion

entre los genomas. Consiste en una matriz binaria donde cada conjunto se
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representa como una columna y las intersecciones entre conjuntos se muestran
como puntos de conexion. La altura de los puntos indica el nimero de elementos
compartidos. Se observa que la mayoria de intersecciones son elementos (genes)

compartidos por todas las cepas.

Por otra parte, el programa identificé en total 1412 genes totales, clasificando estos
en las 4 categorias que utiliza este paquete en funcidon de la presencia en un
porcentaje de las cepas. De acuerdo a estas estadisticas, Bb tiene un pangenoma
core grande, que ocupa el 72.73% del pangenoma. La segunda categoria mas
abundante es la de los genes shell, pertenecientes al 22.17% del pangenoma.
Curiosamente, la categoria menos abundante es la categoria soft core, en donde solo

12 genes pertenecen al 95% o mas de las cepas evaluadas (Tabla 7).

Tabla 7. Estadisticas del pangenoma de Bartonella bacilliformis en donde Ver097
se incluye. 1027 genes son compartidos por el 100% de cepas evaluadas, siendo el

mayor porcentaje de genes en el pangenoma.

Categoria Presente en... Cantidad de genes
Genes core (99% <= cepas <= 100%) 1027

Genes soft core (95% <= cepas < 99%) 12

Genes shell (15% <= cepas < 95%) 313

Genes cloud (0% <= cepas < 15%) 60
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Genes totales

(0% <= cepas <=100%)

1412

Resalta el hecho de que la mayoria de estos genes que comparte este grupo a

diferencia del resto pertenecen todos a proteinas asociadas a fagos. Para comprender

mejor la naturaleza de estos genes adicionales en este grupo, se procedié a

identificar estas regiones profagicas (Tabla 8).

Tabla 8. Regiones profagicas encontradas por el servidor web Phastest. Para poder

calificar una region como “intacta”, el programa utiliza un puntaje basandose en las

secuencias codificantes que se encuentran en la region, comparandolas con una base

de datos. A una mayor cantidad de proteinas fagicas de un solo taxén, mayor

puntaje. Hay 3 categorias: Incompleto, cuestionable e intacto, siendo esta tltima la

categoria mas alta.

Genoma | Nivel [Kb |#ORFs | Posicion Cont. | Fago mas comun | GC%
Cond044 | Intacto | 28.2 [ 40 787425 - 815698 |2 Vibrio 12B12 41.9
1469 Intacto | 28.2 | 37 44425 - 72698 3 Vibrio 12B12 41.9
1466 Intacto | 28.2 | 37 39807 - 68080 3 Vibrio 12B12 42
1474 Intacto | 28.2 | 37 39807 - 68080 3 Vibrio 12B12 42

Todas las regiones identificadas como profagicas en estos genomas fueron descritas

como intactas por el servidor web. Asimismo, todas presentaron la misma longitud
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de 28.2 Kb. Resalta también que el taxon mas prevalente fue el fago Vibrio 12B12,
al cudl estaban asociados la mayoria de ORFs identificados en cada uno de estos

genomas.

Para poder realizar una mejor comparacion con el cluster Ver097, se realizdé una
anotacion a base de la asignacion de categorias COG (Clusters of Orthologous
Genes) presentes en los genomas. En KC583, se identificaron 198 genes con
funcién desconocida, 149 genes relacionados con la categoria de traduccion, 59
genes no asignados a ninguna categoria especifica y 34 genes asociados con la
categoria de motilidad celular. En el caso del genoma Ver097, varias categorias
tuvieron un nimero reducido de genes. Se observa, por ejemplo, que Ver097 tiene
menos genes en las categorias transcripcion (n=38), replicacion (n=71) y pared
celular (n=77). Curiosamente, Ver097 presenta también 1 gen mas en la categoria
de secrecion (n=36), asi como 1 gen mas también en la categoria de traduccion de

sefales (n=32) (Figura 9).

75



Assigned COG categories

Not assigned

C: Energy production and conversion

D: Cell cycle control and mitosis

E: Amino Acid metabolism and transport
F: Nucleotide metabolism and transport

G:C and

Y
H: Coenzyme metabolism
I: Lipid metabolism

J: Tranlsation

B. bacilliformis
KC583

K: Transcription

L: Replication and repair

M: Cell wall/ {op bi

N: Cell motility

O: Post-translational modification, protein turnover, chaperone funi

P: ic ion port and
Q: Secondary Structure
S: Function unknown

T: Signal Transduction

u: traff and
V: Defense mechanisms

W: Extracellular structures
Z: Cytoskeleton

Assigned COG categories

Mot assigned

C: Energy production and conversion

D: Cell cycle control and mitosis

E: Amino Acid metabolism and transport
F: Muclectide metabolism and transport
G: Carbohydrate metabolism and transport
H: Coenzyme metabolism

I: Lipid metabaolism

J: Tranlsation

K: Transcription

B. bacilliformis L: Replication and repair

VerQ97

M: Cell wall/membrane/envelop biogenesis

M: Cell motility

O: Post-translational modification, protein turnover, chaperone func
P:Inorganic ion transport and metabolism

Q: Secondary Structure

5: Function unknown

T: Signal Transduction

U Intracellular trafficing and secretion
V: Defense mechanisms

W: Extracellular structures

Z: Cytoskeleton

Figura 9. Categorias COG asignadas en el servidor web eggNOG Mapper. (Arriba)
Categorias COG asignadas al genoma KC583. (Abajo) Categorias COG asignadas

al genoma Ver097.
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Se construyo un arbol filogenético basado en genes core para el linaje L1 (Figura

10). El clado Ver097 formé su propio grupo con una longitud de rama considerable

respecto al resto de Bb. Se demuestra que estas cepas no pertenecen al clado de B.

ancashensis. Las distancias entre los 4 clados formados en el grupo de Bb es

reducida, y con menor longitud de la escala mostrada por el arbol. Esto demuestra

la poca diferencia que hay internamente entre los diferentes clados de Bb. Por otra

parte, B. ancashensis se muestra como un clado marcadamente diferenciado y

apropiadamente separado de Bb.

Tree scale: 0.1 ————
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Figura 10. Arbol filogenético del Linaje 1 del género Bartonella con una escala de
0.1. Se distingue la separacion entre Bb y B. ancashensis aunque dentro del propio
clado que ocupan todos los genomas pertenecientes a Bb, se distingue también una
marcada diferencia entre el clado Ver097 y el resto de genomas correspondientes a

Bb.

Los resultados obtenidos a partir de los andlisis de gendmica comparativa
determinan una marcada diferencia del clado Ver097 al respecto del resto de
genomas de Bb. La definicion y filogenética de este grupo es un estudio en curso.
Es por ello que, a partir de los resultados obtenidos, y con el objetivo de poder
obtener una mejor resolucion de la historia evolutiva de Bb, se considera a Ver097

como una especie distinta a Bb.

B. Filogenia y pangenomica en el género Bartonella

Se obtuvieron 39 genomas de repositorios publicos (Tabla 9). Se seleccionaron
aquellos genomas que tuvieran condiciones Optimas de ensamblaje, tales como
haber llegado al nivel de cromosoma o, de lo contrario, que tuvieran la menor
cantidad de contigs o scaffolds posibles. Debido a que durante la seleccion de
genomas, se hallaron nuevas especies recién incorporadas al género. Entre estas
nuevas especies incluidas en este arbol se encuentra a B. rattaustraliani, descrita el
afo 2009 (87), B. florencae, descrita el afio 2014 , B. senegalensis, descrita el afio
2013 (88), B. kosoyi y B. krasnovii, descritas el afio 2020 (89) o B. fuyuanensis,

descrita el ano 2015 (90).
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Tabla 9. Estadisticas basicas de los genomas del género Bartonella disponibles en

GenBank. A partir de aqui se realizo la seleccion de genomas. El afio representa el

afno en que fueron subidas a la base de datos.

N° de acceso Nombre del organismo Cepa Tamaifio kb |Afo

GCF _002007565.1 |Bartonella apis BBC0122 2907 212 2017
GCA _000341355.1 |Bartonella australis Aust/NH1 1 596 490 2014
GCF_000384965.1 |Bartonella bovis 91-4 1 624 667 2016
GCA _000612965.1 |Bartonella henselae BM1374163 1 905 383 2014
GCA _000022725.1 |Bartonella grahamii as4aup 2369 520 2014
GCA _000706625.1 |Bartonella koehlerae C-29 1 740 241 2014
GCA _000278255.1 |Bartonella melophagi K-2C 1518 819 2014
GCA _000312565.2 |Bartonella rattaustraliani  |AUST/NH4 2158 445 2014
GCA _000278215.1 |Bartonella rattimassiliensis [15908 2076 034 2014
GCA _000706645.1 |Bartonella rochalimae ATCC BAA-1498 1506 733 2014
GCF_002022685.1 |Bartonella schoenbuchensis |R1 1 728 487 2017
GCA_000278275.1 |Bartonella tamiae Th239 2252122 2014
GCA_000196435.1 |Bartonella tribocorum CIP 105476 2 642 404 2014
GCA 000312525.1 |Bartonella florencae R4 2053511 2012
GCA 000312545.1 |Bartonella senegalensis 0S02 2002 317 2012
GCA_000400165.1 |Bartonella birtlesii El1l 1 840919 2013
GCA_001281405.1 |Bartonella ancashensis 20.00 1467 695 2015
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GCA_002022445.1 |Bartonella sp. AR 15-3 1 630 082 2017
GCA_002022605.1 |Bartonella sp. JBI15 1494018 2017
GCA _002810325.1 |Bartonella sp. 1-1c 1 600 621 2017
GCA 003606325.3 |Bartonella kosoyi Tel Aviv 2276 164 2019
GCA 003606345.3 |Bartonella krasnovii OE 1-1 2 186 621 2019
GCA 009936175.1 |Bartonella quintana MF1-1 1 588 683 2019
GCA 013388295.1 |Bartonella alsatica CIP 105477 1659117 2020
GCA 014197255.1 |Bartonella fuyuanensis DSM 100694 1 944 744 2020
GCA 900185775.1 |Bartonella mastomydis 8 2045026 2019
GCA _900445535.1 |Bartonella doshiae NCTC12862 1 844 489 2018
GCA _900638615.1 |Bartonella elizabethae NCTC12898 2018538 2018
GCA _900638635.1 |Bartonella vinsonii NCTC12905 1 995 085 2018
GCA 902150025.1 |Bartonella massiliensis 0S09 2277 694 2019
GCA 902162175.1 |Bartonella saheliensis 77 2258762 2019
GCA 902825145.1 |Bartonella phoceensis CIP107707 1 828 078 2021
GCA 903679515.1 |Bartonella gabonensis 669 1971 183 2020
GCF _000253015.1 |Bartonella clarridgeiae 73 1 522 743 2011
GCF _000278135.1 |Bartonella washoensis Sb944nv 1 970 822 2012
GCF_009498695.1 |Bartonella bacilliformis KC584 1411 655 2019
GCF _023920085.1 |Bartonella taylorii IBS296 1 948 309 2022
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GCF _024297065.1 |Bartonella harrusi 117A 2235184 2022

Estas especies no han sido incluidas en algunas filogenias realizadas previamente.
Se optd por realizar una filogenia nueva del género, en donde se obtuvieron los
linajes anteriormente descritos en la bibliografia. Se hall6 que todas las especies
afiadidas a esta filogenia pertenecen al Linaje 4 (Figura 11).
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Figura 11. Arbol del clado Eubartonellae basado en el alineamientos de genes core
del género Bartonella (identidad = 0.70). A la derecha figuran las categorias de
virulencia proveidas por VFDB. Se presenta un esquema de presencia/ausencia para

cada una de las categorias de genes de interés.



Se procedié con una alineacién gendmica, que reveld que la cepa Ver097 de B.
bacilliformis posee un genoma mas pequeno que la cepa KC584, con una diferencia
de aproximadamente 0.016 Mb. Esta reduccion de tamafio se atribuye a varias
eliminaciones puntuales observadas entre la cepa estandar y el aislado Ver097. La
organizacion del genoma de la cepa Ver097 diverge de B. ancashensis de la misma
linea, lo que sugiere una estructura gendmica mas Unica y posiblemente un camino
evolutivo distinto. Ver097 no es similar a otras especies del género, como B.

ancashensis, B. schoenbuchensis y B. henselae (Figura 12).

Bartonella apis
2.6 Mb

B. bacilliformis KC584

1411 Mb ' |
{

B. bacilliformis Ver097
1.395 Mb /

B. ancashensis
1.468 Mb

500 Kb

Figura 12. Alineacidon gendmica entre especies del género Bartonella. Los colores
de las lineas dibujadas entre genomas se refieren a la orientaciéon que toman estas
secciones en los genomas evaluados. El rojo indica inversion, mientras que el gris
indica la misma orientacion que la seccidon comparada. Se aprecia que, entre B.
bacilliformis KC584 y B. bacilliformis Ver097 los bloques de identidad no son

continuos.
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Para asegurar que Ver097 no era un aislado mal identificado como B. bacilliformis,

se realizd un arbol filogenético de todo el género y con Ver097 incorporado en el

analisis. Se comprueba que Ver(097 sigue ubicandose en el clado L1 y préximo a B.

bacilliformis KC584 (Figura 13).
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Figura 13. Filogenia del género Bartonella en donde Ver097 (en negrita) se sigue

acoplando al linaje L1 y junto a B. bacilliformis KC584, comprobando que B.

bacilliformis Ver097 no ha sido incorrectamente identificada como de otra especie.

Por ultimo se realiz6 un andlisis pangendmico de todo el género Bartonella

incluyendo a Ver097 dentro del andlisis pangendémico (Figura 14). 294 genes

pertenecen al genoma core del género, de un universo de 11476 genes (Tabla 10).
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La mayor cantidad de genes en el género Bartonella caen en la categoria de genes
cloud (n = 9524), indicando como la mayoria de genes en el pool genético del

género Bartonella pertenecen a menos del 15% de cepas evaluadas en el analisis.

I II\HI\I\IHI e A \|”\"|”||” 'u'u‘ﬂuW\'ﬁ 10 S R A A
I| ! \I : II| I 1l ‘
'\

Hl ‘ Iulﬂ | \h I I ' II I | ‘ I‘ | | ‘\ | |

|“J I‘ ‘ | I I | [ | |
]

\III\I‘I h‘ll\\\\ll\' I\I\HHIH b ‘ | | |

‘H"Wu“ ”InHH' T A T R TI

I I I 'HH Ill\ I‘ [ Ih I\I | | II‘ L | | | [

Figura 14. Pangenoma del género Bartonella en donde Ver097 se incluye. A nivel
de género, se observa el limitado genoma core, mientras que los genes accesorios

son los que ocupan la mayor parte de la grafica.

A partir de la tabla de presencia y ausencia de genes, se determinaron 98 genes
unicos para B. bacilliformis y B. bacilliformis Ver097, 18 genes que Uinicamente
pertenecen a B. bacilliformis y 11 genes que uUnicamente pertenecen a B.
bacilliformis Ver097. Ademas, 121 proteinas hipotéticas también fueron detectadas

como Unicas para estos genomas a comparacion del género Bartonella.

Dentro del grupo de genes Unicos para Bb y Bb Ver097, los genes fliE, fliY, fliO,

motB y motC, ademas de un gen putativo relacionado al motor flagelar fueron

reconocidos como Unicos para ambas cepas. Esto se debe a que el punto de corte
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para ser agrupados con otros genes fue 70 de identidad en BLASTP. Si bien otras
especies de Bartonella cuentan con estos genes, Bb y Bb Ver097 exhibieron una

identidad menor de 70 al compararlos con estos.

Otros genes de interés en este grupo unico fueron genes relacionados a la
conformaciéon de la membrana, tales como la proteina CvpA, involucrada en la
homeostasis de la membrana, proteinas conteniendo el dominio SH3b, que puede
estar involucrada en la invasion de células por parte del patégeno, y proteinas
relacionadas con la toma de heme o hierro dependientes de TonB. En el grupo de
genes exclusivo de Ver097, algunas proteinas pudieron ser identificadas, como la

proteina GpU, relacionada al ensamble de la cola del fago P2 (Tabla S2).

Tabla 10. Estadisticas del pangenoma del género Bartonella en donde Ver097 se

incluye. 294 genes son compartidos por el 100% de cepas evaluadas.

Categoria Presente en... Cantidad de genes
Genes core (99% <= cepas <= 100%) 294

Genes soft core (95% <= cepas < 99%) 99

Genes shell (15% <= cepas < 95%) 1559

Genes cloud (0% <= cepas < 15%) 9524

Genes totales (0% <= cepas <=100%) 11476
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C. Relaciones filogenéticas entre genes de virulencia en el Linaje 1

de Eubartonella

A partir de las evaluaciones realizadas a cada genoma utilizando la base de datos
VFDB, se obtuvieron los siguientes genes de virulencia en Bartonella bacilliformis
(Tabla 11). Estos fueron los genes seleccionados para construir filogenias genéticas
y también para pasar por pruebas de seleccion positiva, dependiendo si las otras

especies poseian o no estos genes.

Tabla 11. Genes de virulencia hallados en los genomas de Bb KC584 y Bb Ver(097.
3 son las categorias de virulencia identificadas en las bases de datos: Adherencia,

Motilidad y otras, en donde figuran las proteinas de union al grupo heme.

Genes de Genes de JSon
virulencia |virulencia |Clase VFDB |Factor VFDB genes
(VFDB) (BAKTA) core?
group 268,
badA
ba fvomp/ group 764, |Adherencia |Bartonella adhesin A | Si/No/Si
P group 751

Motilidad y
mejora  de

flaA flaA s Flagella Si
union al
eritrocito
Motilidad y
i d
flaF flaF me.J,o r © Flagella Si
union al
eritrocito
Motilidad y
fbT fbT mejora - def e vella Si
union al
eritrocito
Motilidad
flgA flgA owidat y Flagella Si

mejora  de
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union al
eritrocito

Motilidad y
mejora  de

flgB flgB union al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgC flgC anion al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgD figD anion al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgE fige anion al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de .
flgF flgF union al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgG flgG union al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgH flgH union al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgl flgl union al Flagella Si

eritrocito

Motilidad y

mejora  de ,
flgk flgk union Al Flagella Si

eritrocito
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Motilidad y
mejora  de

flgL flgL union al Flagella Si
eritrocito
Motilidad y

flnA flnA mejora - de | oella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

flnB flnB mejora - del g oella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

fliE fliE mejora - del g oella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

fliF fliF mejora - del g oella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

fliG fiG mejora - del g oella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

flil flil mejora - del g oella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

fliL flil mejora - de| o ella Si
union al
eritrocito
Motilidad y

fliM flim mejora - de| o ella Si
union al
eritrocito

flip fliP Motilidad ¥ ) oella i

mejora  de
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union al
eritrocito
Motilidad y
j d
fliQ fliQ mejora € gy gella Si
union al
eritrocito
Motilidad y
j d
fliR fliR mejora € gy gella Si
union al
eritrocito
Motilidad y
j d
fliy fliy mejerd e plagella Si
union al
eritrocito
H bindi
hbpA/pap31 [group 815 [Otros eme‘: meme Si
protein
- .
hbpB group 816  [Otros eme.: binding Si
protein
q .
hbpC group 812  |Otros eme. binding Si
- protein
I ion- iat
ialB ialB Adherencia | Yasion-associated | o
locus B
Motilidad y
j d
motA motA me.J,O r © Flagella Si
union al
eritrocito
Motilidad 'y
motB motB me‘J’o e deFlagella Si
union al
eritrocito
omp43 group 500  [Adherencia [Omp43 Si
omp8&9 bamA Adherencia  [Omp89 Si

1. Hbp (Heme binding protein)

En el anélisis filogenético realizado a los genes concatenados relacionados a la

familia Hbp, se puede observar que el linaje L1 conserva su conformacion. Lo
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mismo sucede con el resto de clados en este arbol. Sin embargo, el orden no es el
mismo, y el linaje L2 aparece mas cercano al linaje L4 en el caso de los genes Hbp
(Figura 15). A nivel de organizacion genética, se observa que no hay diferencia
entre la distribucion y tamaio de los genes Hbp para el caso de Bb KC584 y Bb
Ver097. En general, se observa que la distribucion y tamafo de estos genes es
variada en el género, y que no necesariamente presentan una estructura conservada.
Resulta interesante observar que el gen #bpB se encuentra presente en Bb y en la
mayoria de especies pertenecientes al linaje L4, aunque muestran una diferencia de
tamafio considerable, siendo que el gen 4bpB en el linaje L4 es mas largo. Por
ultimo, respecto al alineamiento realizado entre estas secuencias, se observa que los
genes hbp en Bb KC584 y Bb Ver097 comparten estructura, orientacion e identidad.
Mientras tanto, al comparar el gen hbpA/pap3 1 con el mismo gen en B. ancashensis,
se observa que la identidad s6lo es compartida con algunas regiones en esta especie.

B. baciliformis KC584
B bacilliformis Verd37
8. ancashensis

I
Bartonefla sp. 1-1c | m—
B. rochalimae —
Bartonelia sp. AR 15-3 I
B clarridgeias I
Bartoneila sp. JB15S | ———
B. australis S O E—

B E 1 - > & >
—| E 8. melophagi e
8. bovis I S

B, kosoyi : T SE—
B. tribocorum : I
B E >
B. krasnovi [Sesssss—— S I S
B. < 1 4 e —
B E  —
B. rattimassiliensis I
B. fuyvanensis I [ [
B. grahamit I —
B
— B. massiliensis AN SN 1
B. koehierae S | I
B. hensslae [: T  SE—
1 1
B hopaipap3t & B. doshiae - S S SE—
g:’ﬁ Ij B. quintana E I  SE—
i 8 i
B hbpD B. vinsonii [E—— .
W bpE B tayloni L B I
L B alsatica s I S
8 E
B. florencae TN T G 1
B. birtiesii [; IS
8 [+ I

B. harrusi :

Figura 15. Arbol de genes concatenados pertenecientes a la familia Hbp
identificados por VFDB en el género Bartonella. El alineamiento, realizado

mediante TBLASTX, tuvo un valor minimo de le™.
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2. Adherencia

En el caso de los genes de adherencia, a primera vista se destaca la organizacion
poco conservada de estos genes en las distintas especies evaluadas. Todos los genes
anotados como badA/vomp/brp son muy disimiles en tamafio y se pueden presentar
en diferentes numeros en los genomas evaluados. Por otra parte, ialB, omp43 'y
omp89 se presentan de una manera mas conservada, siempre con un tamafio y
distribucion similar en todos los genomas. Estas secuencias en particular parecen
alinearse en bloque y exhiben una conservacion a nivel de identidad también. Esto

probablemente pueda estar relacionado a una funcion conservada para estos genes.

Dentro del linaje L1, la estructura no cambia, y la Gnica diferencia notable reside
en B. ancashensis, que tiene un gen badA/vomp/brp mas que las otras dos cepas.
Resulta interesante que un gen badA/vomp/brp no tenga mucha relacion a nivel de
identidad ni con Bb KC584 ni con B. ancashensis, siendo un gen particularmente
unico en este aspecto y con solo unas pocas regiones similares a las de las otras 2

especies (Figura 16).
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Bas BB e
— fame OIS e .
8 acomiskCss D D AN [
B bacittornis ves7 QIS GEEN B SN S
s o . @ oEEEEEEE—— eS—— e

8. schoenbuchensis I B S > o eam
B. melophagi B TN T

8. rochalimae T . S T AN e
Bartonalla sp. 1-1c I > T
Bartonella sp. AR 15-3 I e O -
& 4N T G TS S S———
Bartonella sp. JB1S 4l ] G T S——
B. austraiis B -
8. doshiae » T -

8 quintana D B B B D D -
B. mastomydis - O
B. tribacarum L oo

o
B. saheliensis P E
B. krasnovit EE B T -
B. elizabsthae I B SO -
B kosoyl B TS -
8. massiliensis 4 4 4N O - N
B. gabanensis 4 -l T
B. grahamil B ET -
— B. fuyuanensis IS 4 I 4N s
B. rattimassiliensis 4 4 eEm
L B. ratiaustratiani D B 4 o s
B. birtlesi D P T T D
B. florencae 4 4 TN eEm 0o
B. phoceensis B B TN o
B. taylorit O -
B. harrusi I B D -
::g""“’"""""’ E B. vinsonii B I -
B ompdd 8. alsatica 0 D . D
B omps9 B. henselas I . B O -
E B koehlerae S B B

B. sanegalensis I 4 TN
B. washoensis N S P o -

Figura 16. Arbol de genes concatenados pertenecientes a los genes de adherencia
identificados por VFDB en el género Bartonella. El alineamiento, realizado

mediante TBLASTX, tuvo un valor minimo de le™.

3. Motilidad

Se evalud la motilidad en 3 linajes del género Bartonella: L1, L2 y L3. Se observo
que la motilidad no se presenta en el linaje L4. En este sentido, los linajes evaluados
se conservan a este nivel, y no se presenta un cambio en la topologia del arbol de
genes concatenados. No se observa una variacion notable en la organizacion y
conservacion de los genes involucrados. A nivel de identidad, los genes de
motilidad muestran un considerable grado de conservacion, alineandose en bloques
entre los distintos genomas pertenecientes al grupo Eubartonella. Una diferencia

significativa se encuentra cuando se evaltan los genes motiles de la especie B. apis
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con los de Bb KC584, en donde se observa una inversion de los elementos
genéticos. Curiosamente se observa que no seria el unico evento de inversion en
estas especies, puesto que nuevamente se presenta este reordenamiento de genes en
Bartonella sp. JB-15, Bartonella sp. AR 15-3, B. rochalimae y Bartonella sp. AR
1-1c. Asimismo, la identidad entre los genes de B. apis y Bb KC584 no presenta
una diferenciacion importante a este nivel, con una identidad minima de 1e™ para

todos los genes asociados con la motilidad (Figura 17).
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Figura 17. Arbol de genes concatenados pertenecientes a los genes de motilidad identificados por VFDB en el género Bartonella. El

alineamiento, realizado mediante TBLASTX, tuvo un valor minimo de le™.
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D. Seleccion positiva en genes de virulencia de B. bacilliformis

Se sometio al género Bartonella a 2 hipotesis de seleccion positiva usando el
modelo rama-nodo: La primera buscdé comprobar la presencia de esta fuerza
evolutiva en la divergencia entre B. bacilliformis KC584 y Ver097 del resto de
especies de Bartonella (H1). Y la segunda busco comprobar esto mismo pero en la

divergencia del linaje L1 (H2). Los resultados son indicados en la Tabla 12:
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Tabla 12: Valores de la prueba de seleccion positiva, en donde se pusieron a prueba 2 hipdtesis. H1: Clado de B. bacilliformis KC584
y B. bacilliformis Ver097 versus las especies del género Bartonella. H2: Linaje 1 compuesto por B. ancashensis, B. bacilliformis
KC584 y B. bacilliformis Ver097 versus las especies del género Bartonella. (*): En estos genes, a H1 consistio en Ver097 versus el
resto de especies del género Bartonella, mientras que H2 se refiere a KC584 y Ver097 versus el resto de especies del género Bartonella.

Esto debido a que B. ancashensis no tenia el gen ortdlogo en estos casos.

Hipotesis 1 Hipotesis 2

LRT valor p LRT valor p
Gen HO H1 LRT absoluto valor p | corregido HO H2 LRT | absoluto | valor p | corregido
flaA -6210,965| -6210,965 0,000 0,000 1,000 1,000f -6208,151| -6206,205| 3,892 3,892 0,049 0,424
flaF -1488,896| -1488,896 0,000 0,000 1,000 1,000] -1488,810( -1488,782| 0,056 0,056 0,813 1,000
fIbT -1970,630| -1973,342| -5,424 5,424 1,000 1,000] -1969,965( -1969,951| 0,028 0,028 0,868 1,000
flgA -2387,831| -2387,734 0,193 0,193 0,661 1,000f -2386,820| -2386,507| 0,627 0,627 0,428 0,882
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flgB -1946,803| -1948,794| -3,982 3,982 0,046 0,207) -1941,840| -1940,457| 2,766 2,766 0,096 0,562
flgC -1821,902] -1821,902 0,000 0,000 0,995 1,000f -1819,340| -1818,649| 1,382 1,382 0,240 0,696
flgD -1596,557| -1596,758| -0,402 0,402 0,526 1,000f -1592,929| -1586,509| 12,841 12,841 0,000 0,008
flgE -5948,986| -5948,875 0,221 0,221 0,638 1,000 -5946,776| -5946,649| 0,255 0,255 0,614 0,976
flgF -3575,836| -3575,152 1,369 1,369 0,242 0,770f -3578,071| -3578,071| 0,000 0,000 1,000 1,000
flegG -3312,716| -3312,275 0,882 0,882 0,348 0,909] -3312,758| -3312,758| 0,000 0,000 1,000 1,000
flgH -3259,436| -3259,573 -0,273 0,273 0,601 1,000 -3258,892| -3258,365| 1,053 1,053 0,305 0,762
flgl -5458,503| -5453,917 9,171 9,171 0,002 0,030f -5460,435| -5460,435| 0,000 0,000 1,000 1,000
flgk -7123,494| -7119,221 8,547 8,547 0,003 0,030y -7123,858| -7123,577| 0,560 0,560 0,454 0,883
flgl -4733,055| -4730,721 4,669 4,669 0,031 0,179y -4733,176| -4733,048| 0,257 0,257 0,612 0,976
flhA -9086,374| -9084,433 3,882 3,882 0,049 0,207f -9087,389| -9087,389| 0,000 0,000 1,000 1,000
flhB -4868,329| -4868,329 0,000 0,000 1,000 1,000] -4865,222| -4863,589( 3,267 3,267 0,071 0,495
fliE -1912,614| -1912,244 0,741 0,741 0,389 0,909y -1914,451| -1913,382| 2,137 2,137 0,144 0,696
fliF -7841,625| -7841,426 0,398 0,398 0,528 1,000 -7839,874| -7838,913| 1,921 1,921 0,166 0,696
fliG -5598,402| -5593,499 9,806 9,806 0,002 0,030 -5602,561| -5599,563| 5,995 5,995 0,014 0,167
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flil -5605,611| -5605,611| 0,000 0,000/ 1,000 1,000] -5605,611| -5605,611| 0,000 0,000/ 0,998 1,000
fliL -2105,003| -2102,515| 4,975 4975 0,026 0,179] -2103,792| -2102,889| 1,805 1,805 0,179 0,696
fliM -5022,483| -5022,107| 0,752 0,752| 0,386 0,909] -5024,317| -5024,307| 0,020 0,020/ 0,888 1,000
fliP -3553,745| -3553,745| 0,000 0,000/ 1,000 1,000 -3555,568| -3555,568| 0,000 0,000/ 1,000 1,000
fliQ -1050,357| -1050,357| 0,000 0,000 1,000 1,000] -1050,357| -1051,104| -1,494 1494 0,222 0,696
fliR -4036,555| -4036,353| 0,405 0,405 0,525 1,000 -4036,645| -4036,172| 0,947 0,947 0,330 0,771
fliy 2255225| -2256261| -2,072 2,072 0,150 0,525] -2256,180| -2256,261| -0,161 0,161 0,689 1,000
motA -4043,156| -4043,166| -0,018 0,018 0,892 1,000] -4042,563| -4042,489| 0,149 0,149| 0,699 1,000
motB -5281,812| -5277,528| 8,567 8,567| 0,003 0,030] -5281,812| -5281,468| 0,687 0,687 0,407 0,882
badA/vomp/brp (*) -1044,596| -1042,726| 3,739 3,739| 0,053 0,207] -1047,290| -1047,290| 0,000 0,000/ 1,000 1,000
ialB -6218,356| -6218,356| 0,000 0,000 1,000 1,000] -6220,218| -6220,400| -0,364 0,364 0,547 0,976
omp43 -17660,900| -17660,470| 0,860 0,860 0,354 0,909]-17667,160| -17666,491| 1,338 1,338 0,247 0,696
omp89 -30382,801| -30382,801| 0,000 0,000/ 1,000 1,000]-30384,928| -30378,797| 12,263 12,263| 0,000 0,008
hbpA/pap31 -11918,748| -11918,748| 0,000 0,000| 1,000 1,000]-11916,907| -11916,962| -0,110 0,110 0,741 1,000
hbpB (*) -6547,749| -6547,749| 0,000 0,000/ 1,000 1,000 -6544,866| -6544,727| 0,278 0,278 0,598 0,976

98




hbpC (%)

-4240,591

-4240,591

0,000

0,000

1,000

1,000

-4243,398

-4242,760

1,276

1,276

0,259

0,696
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La seleccion positiva se determina de acuerdo a regiones especificas obtenidas

como parte del calculo final, siendo que las regiones que fueron determinadas como

bajo la influencia de la seleccion se muestran en la Figura 18:
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas que

figuran como bajo seleccion positiva utilizando las secuencias de B. apis como

referencia. En el recuadro negro se muestran las posiciones especificas que estan

siendo sometidas a esta fuerza evolutiva. Los colores son relativos a la quimica de

la cadena lateral de los aminoacidos, siendo que naranja = hidrofobico alifatico,

amarillo = hidrofébico aromatico, verde = hidrofilico y polar no cargado, rojo

asico.

hidrofilico ba

hidrofilico acidico y azul

En la proteina Flgl, los aminoacidos en las siguientes posiciones son identificados

como bajo la influencia de la seleccion natural: V57G, S286G y A293S. En el caso

de S286G, Bb y Bb Ver097 se diferencian en, en vez de contar con un un

aminoacido hidrofobico alifatico, cuentan con uno hidrofilico no cargado. Mientras

que en el caso de A293S, se pasa de un aminoacido hidrofilico no cargado a uno

4

J4

on quimica.

hidrofobico alifatico. En la posicion V57G no ocurre una diferenciaci
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En el caso de la proteina FIgK, las posiciones P213Q, V340P y V322M estan bajo
seleccion. En el caso de la valina en la posicion 390, la referencia B. apis también
tiene el mismo aminoacido en dicha posicion. Pero es importante recalcar que, en
el resto de las especies, el aminoacido en esa posicion es la leucina. Solo en el caso
de P213Q ocurre un cambio quimico, en donde la prolina no esta en Bb y Bb Ver(097
y, en su lugar, se encuentra un aminodcido de caracter hidrofilico y no cargado,

como es el caso de la glutamina.

En la proteina FliG, las posiciones bajo la influencia de seleccion son T77S, A134K,
L152T, M185A, K220E, D255E, V291A, G309A y A363K. Se dieron diferencias
relevantes en el caso de A134K y A363K, en donde Bb y Bb Ver097 tienen un
aminodcido hidrofilico basico en estas posiciones. Asimismo, también ocurre una
diferencia relevante en L152T, en donde se observa que Bb y Bb Ver097 tiene un
aminodcido hidrofilico y polar no cargado en dicha posicion. En la sustitucion
K220E, Bb y Bb Ver097 tienen un aminoécido hidrofilico acidico en vez del

hidrofilico basico que se encuentra en la referencia.

En la proteina MotB, los sitios bajo seleccion son S79T, Q99P, Q133D, E152S,
A300S y Q350A. Solo en el caso de el primer alineamiento no ocurre un cambio
quimico significativo. En el caso de Q99P, Bb y Bb Ver097 tienen un aminoacido
hidrofébico alifatico en dicha posicion, en vez del aminoécido hidrofilico y polar
no cargado que exhiben las otras especies. En el caso de Q133D, se observa un

cambio de un aminoacido polar y no cargado a uno cargado negativamente. Para
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E1528S, el cambio es de un aminoacido cargado negativamente a uno polar y no
cargado, disminuyendo potencialmente la capacidad de formar interacciones
i6nicas. En A300S, ocurre un cambio de un aminoacido hidrofébico a uno polar y
no cargado, lo que podria introducir capacidad de formar puentes de hidrogeno.
Finalmente, en Q350A, el cambio es inverso: de un aminoacido polar y no cargado

a uno hidrofobico, reduciendo la interaccion con moléculas polares.

En las proteinas FIgD y Omp89, la seleccion resultd ser positiva para la segunda
hipdtesis, en donde se evaluaron las proteinas pertenecientes a todo el linaje L1, que
contiene a Bb, Bb Ver097 y B. ancashensis. Para la primera proteina, en donde B.
clarridgae fue la referencia, las siguientes posiciones fueron positivas para la
prueba de seleccion: L3V, I11F, S13R, Q14G (Q14D en el caso de B. ancashensis),
S69M, T79K, S85A, T103E (T103K en el caso de B. ancashensis), K106D, V115K,
VI135L, K141T y G155T. En el caso de Omp89, las posiciones que resultaron
positivas a la prueba de seleccion fueron: T15A, K131R, K132A, DI35E, E148T
(siendo el unico caso en donde Bb Ver097 exhibe un aminoacido distinto a Bb,
E148A),R163K, R167R, E379D, V470A (siendo que la referencia, B. apis, también
exhibe alanina en esta posicion, la valina sefiala es el aminoacido del resto de

especies), R480Y (R480 para B. ancashensis), G669A, K699R y V735L.

Son 48 los sitios que fueron determinados como bajo seleccion positiva. De estos,
se observa que en 9 casos, las especies evaluadas prefieren aminodcidos hidrofilicos
a comparacion de los aminoacidos hidrofobicos exhibidos por las especies de

referencia. Mientras que en 7 sitios, las especies de interés exhiben preferencia por
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aminoacidos hidrofébicos a comparacion de los hidrofilicos en las especies de

referencia. Por ultimo, en 13 casos, se observa que hay una preferencia por

aminoacidos hidrofilicos en las especies de interés y en las de referencia, pero que

en el caso de las primeras, se prefieren otras propiedades, como aminoacidos

hidrofilicos basicos (4 sitios), aminoacidos hidrofilicos 4acidos (2 sitios) o

aminodacidos polares no cargados (2 sitios) (Tabla 13).

Tabla 13: Resumen de posiciones bajo seleccion positiva que exhibieron una

diferenciacion quimica al ser comparadas con la secuencia de referencia.

Categoria

N incidencias

Posiciones

V57G (Flgl), S286G (Flgl), A293S (Flgl), P213Q
(FlgK), V340P (FIgK), V322M (FIgK), T77S (FliG),
A134K (FliG), L152T (FliG), MI85A (FliG),
K220E (FIiG), D255E (FliG), V291A (FliG), G309A

(FIiG), A363K (FliG), S79T (MotB), Q99P (MotB),

No cambio quimico 18 Q133D (MotB), E152S (MotB)
Q99P (MotB), V291A (FliG), G309A (F1iG), A300S
(MotB), Q350A (MotB), V322M (FIgK), T79K
Hidrofilico -> Hidrofdbico 7 (FlgD)
Hidrofébico > Hidrofilico (polar no S286G (Flgl), T103E (FlgD), T79K (FIgD), S85A
cargado) 6 (FlgD), E148T (Omp89), V470A (Omp89)
Hidrofdbico - Hidrofilico (basico) 3 V340P (FlgK), A134K (FliG), K220E (FliG)
Hidrofilico (polar no cargado) - S13R (FlgD), Q14G (FlgD), E152S (MotB), T103E
Hidrofilico (basico) 4 (FlgD)
Hidrofilico (basico) - Hidrofilico (acido) 2 Q133D (MotB), K220E (FlLiG)
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[11F (FigD), V115K (FlgD), K141T (FlgD), G155T

Hidrofilico - Hidrofilico (mismo grupo) 5 (FlgD), S69M (FlgD)

Hidrofilico (acido) - Hidrofilico (polar no

cargado) 2 E152S (MotB), E148T (Omp89)

Finalmente, de los genes sometidos a la prueba, 6 exhibieron la posibilidad de estar
bajo seleccion natural. Curiosamente, 5 de estos pertenecen a la categoria
“Motilidad” (figl, figK, fIgC, fliG y motB), mientras que 1 pertenece a la categoria
“Adherencia” (omp89). Estos fueron los elegidos para ser sometidos a

modelamiento y alineamiento estructural (Figura 19).
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B. bacilliformis

Ver097
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F) Omp89
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Figura 19. Modelamiento y alineamiento estructural de las 6 proteinas bajo
seleccion positiva: A) Flgl, B) FlgK, C) FliG, D) MotB, E) FigD y F) Omp89. En
el caso de Flgl, FIgK, FliG y MotB, la seleccion positiva fue comprobada usando

la primer hipotesis, H1 (Bb y Bb Ver097 versus el género Bartonella), mientras que




en el caso de FlgD y Omp89, la seleccion positiva fue comprobada usando la
segunda hipotesis, H2 (Bb, Bb Ver097 y B. ancashensis versus el género
Bartonella). En el cuadro derecho inferior, figuran los valores de distancia RMSD

del alineamiento estructural realizado.

En el alineamiento estructural, el valor RMSD (error raiz media cuadrética en
espanol) cercano a 0 indica estructuras mas parecidas entre si, mientras que valores
mas lejanos indican estructuras que son mds disimiles entre si. Para este
alineamiento, se realizo la comparacion con estructuras de B. apis, siendo esta la

unica especie no patogénica del género Bartonella.

En estas comparaciones, las proteinas MotB y FliG de Bb y Bb Ver097 exhibieron
un RMSD considerable al compararlas con proteinas de otras especies, con valores
de 17.621 y 18.987 respectivamente para MotB al comparar estas proteinas con la
proteina MotB de B. ancashensis. Asimismo, valores de 21.414 y 20.560
respectivamente fueron obtenidos para el alineamiento estructural de FliG al
compararlo con la proteina FliG de B. apis. Es importante resaltar que, a
comparacion de las proteinas de Bb'y Bb Ver097, B. ancashensis exhibio un RMSD

de 15.223 al compararlo con la proteina de B. apis.
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VII. DISCUSION

En este estudio se busco trazar la evolucion de los genes de virulencia dentro del
linaje L1 del género Bartonella comparandolas con el resto de especies de este
género. Primero, se realizd una reconstruccion filogenética de todas las especies
actualmente consideradas dentro de este género. Como indica la literatura, las
especies B. bacilliformis y B. ancashensis pertenecen al linaje L1 (23). Ademas, se
secuenciaron 14 nuevos genomas pertenecientes al género Bartonella, en donde 13
fueron identificados como B. bacilliformis y 1 como B. ancashensis. Dentro de la
especie B. bacilliformis, 6 fueron identificadas como pertenecientes a la cepa
Ver097, una cepa que ha estado largamente involucrada en una discusion
taxonomica (91,92). Los genomas publicados, entonces, colaboraran con futuros

esfuerzos para una mejor caracterizacion de esta especie.

A. Divergencia de Ver097 del resto de B. bacilliformis

La clasificacion taxonémica en el dominio Bacteria es un campo complejo que se
enfrenta a varios retos. En particular, el impacto de sucesos como la transferencia
horizontal de genes (THG) en la evolucion bacteriana ha planteado muchas
interrogantes sobre como es que conceptualizamos las especies bacterianas. En el
pasado, las observaciones fenotipicas constituian la base de la categorizacion
taxondmica. Sin embargo, el auge de las tecnologias actuales de secuenciacion ha
permitido agregar una nueva dimension a la interrogante. Por ejemplo, se puede
argumentar que la existencia de un genoma central ha apoyado la idea de la
delimitacion de las especies en bacterias (93). En el afo 2006 el papel de la

gendmica en la definicion de una especie bacteriana seguia siendo discutido,
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argumentando que en ciertos grupos taxondmicos no se podian encontrar clusters
definitivos mediante filogendmica, mientras que otros (especialmente patdgenos) si
podian formar perfectamente un cluster. Asi pues, se argumentd que los nichos
ecologicos tenian una influencia significativa en como se agrupaban determinadas

bacterias (94).

Thompson et. al. argumentaron que la clasificacion bacteriana podria funcionar
utilizando Gnicamente datos gendmicos, y sugirieron cinco indicadores gendmicos
para discernir entre diferentes especies. Estos indicadores son los siguientes: 1)
indice de Karlin (<10 sugiere que ambos genomas pertenecen a la misma especie),
11) Average Aminoacidic Identity o AAI (>95% de AAI sugiere que ambos genomas
pertenecen a la misma especie), iii) Average Nucleotidic Identity o ANI (>95% de
ANI para un criterio de especie), iv) >95% de identidad basada en genes de
alineaciéon multiple y v) 70% en el indice Genome-to-Genome Hybridization

similarity (GGDH in silico) (95).

Durante los analisis de gendémica comparativa realizados en este estudio a los
genomas de Bb obtenidos, resaltdé lo divergente que era la cepa Ver097 a
comparacion del resto. Esta cepa presenté un ANI inferior al esperado para cepas
que se consideran de la misma especie. Asimismo, en el resto de indicadores de
identidad gendémica discutidos por Thompson et. al., como AAI (< 95,38 entre
Ver097 y KC584) y GGDH (< 70 entre Ver097 y KC584), Ver097 mostrd valores
fuera de lo esperado para cepas agrupadas dentro de la especie Bb (Figura S1, data

no publicada). Se ha evaluado la longitud del genoma de Ver097 y se distingue un
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genoma menor en longitud a comparacion de la cepa de referencia, ademas de
exhibir el menor nimero de secuencias codificantes a comparacion de otras cepas

de Bb.

Estos hallazgos indicarian que Ver097 pertenece a un clado distinto, ya sea dentro
de las misma especie B. bacilliformis o como otra especie. Tomando en cuenta que
los objetivos del presente trabajo requerian de gendémica comparativa, se considerd
a esta cepa como una especie distinta basandonos en los criterios indicados por
Thompson et. al.. Sin embargo, es necesario una mayor caracterizacion de esta cepa
a otros niveles para poder determinar su categoria taxondmica. Estos resultados
abren nuevas vias de investigacion para entender una posible divergencia dentro de
la especie B. bacilliformis.

En esta discusion, es importante considerar el caso de B. schoenbuchensis y B.
melophagi, dos especies de Bartonella que fueron divididas en especies distintas,
pero que podrian pertenecer a un mismo complejo taxondmico (96). Este podria ser

el caso de B. bacilliformis.

B. Los genes de virulencia de la especie B. bacilliformis son parte

del genoma core de la especie mas no del género Bartonella

En el andlisis pangendmico, a grandes rasgos, los genes se dividen en dos categorias
principales: los genes core y los genes accesorios. Algunas herramientas dividen
esta ultima categoria en genes soft core, shell y cloud, dependiendo de la incidencia
de genes en el nimero de cepas evaluadas. Si un gen se encuentra en todos los

genomas analizados, entonces se considera que pertenece al genoma core. Por otra
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parte, los genes que se encuentran esporadicamente en uno o varios genomas pero

que no llegan a estar en todos, se consideran genes accesorios.

Los genes core se consideran como fundamentales para el estilo de vida del grupo
taxondmico evaluado. En este estudio, se determina que el genoma core de la
especie Bb es el mayor componente del pangenoma, siendo que 1027 genes lo
componen. Son pocos los genes que pertenecen a menos del 15% de cepas
evaluadas (n = 60). Los genes de virulencia evaluados a nivel de la especie Bb se
encuentran en el genoma core. Es necesario considerar en la discusion que Ver(097
fue incluido en este andlisis pangenomico, debido a su estatus taxondmico actual.
Es asi como se comprob6 que 57 genes solo pertenecen a los genomas de Ver097.
Se resalta que ninguno de estos fue identificado como factor de virulencia,
indicando que la diferencia entre las diferentes cepas de Bb no se encuentra en sus

factores de virulencia.

Este tipo de estructura pangendmica, en donde el genoma core es de gran tamano a
comparacion del genoma accesorio, es comun en patogenos intracelulares. Es el
caso de Legionella pneumophila, bacteria gram-negativa perteneciente a las -
Proteobacterias y patogeno intracelular facultativo que invade habitualmente
protozoarios. Esta especie tiene un pangenoma compuesto en un 66.9% por su
genoma core (n = 1979 de un total de 2957 genes) (97). También es el caso de
Corynebacterium  pseudotuberculosis, patdgeno intracelular  facultativo
perteneciente a la clase Actinomycetia. Su genoma core se compone de 1504 genes,

correspondientes al 54% del pangenoma de toda la especie (98). Por lo tanto, la
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estructura pangendémica mostrada por Bb no es inusual, y corresponde a lo esperado
en patogenos intracelulares. Esto se debe al nicho ecoldgico que ocupa. Es conocido
que los patogenos intracelulares pasan por un proceso de pérdida de genes, producto
probablemente de la deriva génica a la que se someten. Esto impacta en su
pangenoma, en donde la presencia de genes accesorios es inusual, mientras que el

componente core es mas relevante (99).

A nivel de género, sin embargo, el peso del genoma core es mas reducido, mientras
que el genoma accesorio pasa a ser el de mayor tamaio, siendo que 9524 genes del
pangenoma en total estdn presentes en menos del 15% de cepas evaluadas. Es
importante resaltar que el resto de patogenos en el género Bartonella son
intracelulares también, exceptuando uno. Sin embargo, considerando el evento de
radiacion adaptativa que derivo en las especies del grupo Eubartonellae, ademas de
la diversidad de nichos ecologicos presentes en el género, representado por la
diversidad de hospederos, el tamafio del genoma core resultaria en una evidencia
de las diversas adaptaciones experimentadas en el género Bartonella, y en como se
ha adaptado a diversos hospederos, que vendrian a significar nichos distintos entre

si (2).

Resulta interesante que los genes de virulencia no estén presentes en el genoma core
del género pero que presenten una estructura conservada. Las tres categorias de
virulencia presentan una estructura y distribuciéon muy similar entre si, como es en
el caso del aparato mévil (Figura 17). Y, cuando no se observa una conservacion en

la distribucion como en las proteinas de adherencia o de unién al grupo heme, de
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todos modos, el alineamiento mediante TBLASTX muestra que hay una
significancia en estos alineamientos mediante el valor E superior a 1e* (Figura 15

y Figura 16).

Es importante recalcar que, para que un gen pertenezca al genoma core, este tiene
que superar un porcentaje de identidad de BLASTP, que es el algoritmo utilizado
por el paquete Panaroo para refinar la primera clusterizacion del proceso (100). Sin
embargo, en el alineamiento genético realizado individualmente entre los factores
de virulencia presentados, se utilizO TBLASTX, un algoritmo que traduce las
secuencias de nucledtidos a secuencias de aminoacidos. Esto permite una mayor

amplitud al momento de evaluar una probable homologia entre 2 secuencias.

Por lo tanto, se podria decir que las secuencias aminoacidicas entre las diferentes
especies en el género Bartonella divergen entre si debido a eventos que pueden
alterar su identidad, tales como las mutaciones o deleciones. Sin embargo, al
momento de comparar estas secuencias mediante el algoritmo TBLASTX, que
puede tomar en cuenta varios inicios de lectura, se observa que aun hay relacion
entre estos genes, y que su conservacion a este nivel probablemente ha sido crucial

para la ocupacion de nichos ecologicos del género Bartonella.

C. B. ancashensis es una especie muy diferenciada de B.

bacilliformis a partir de distintos indices

B. ancashensis es la otra especie que acompana a Bb en el Linaje 1 del grupo

Eubartonellae. Esta especie se caracteriza por contar con un sistema de excrecion
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virB/virD4 que es un factor de virulencia clave que se utiliza para translocar las
proteinas efectoras de Bartonella (Beps) en las células huésped con el fin de
subvertir sus funciones (101). A lo largo de los analisis realizados en este estudio,
también exhibe otras particularidades, como un ANI de 0.8325 (Tabla S1) al
compararlo con la cepa de referencia KC584, evidenciando lo distante que es su
genoma. A nivel filogenético, su rama se muestra distante de la cepa de referencia
de Bb. Asimismo, dos proteinas asociadas a la virulencia de B. ancashensis
exhibieron valores significativos de presion selectiva, junto con las proteinas de Bb
y Bb Ver097 (FlgD y Omp89). Si bien este estudio no se centrd en B. ancashensis,
algunas de sus caracteristicas genomicas fueron resaltantes, y demuestra que ain
hay por explorar en esta especie recientemente descrita e incorporada en el género

Bartonella.

D. Varios genes exclusivos a B. bacilliformis y B. bacilliformis
Ver097 estan relacionados a funciones de membrana y

adherencia

Dentro de los genes exclusivos hallados en la reconstruccion pangenémica, es de
interés notar que varios de los genes sefialados como Unicamente presentes en Bb y
Bb Ver097 pertenecen a genes expresados a nivel de la membrana. Se puede
nombrar, por ejemplo, a la proteina CvpA, implicada en la homeostasis de la
membrana, algunos genes flagelares como motB y porinas. Estos genes pertenecen
a la categoria de genes cloud debido a que los andlisis pangenémicos toman en
cuenta la identidad en un BLASTP al agrupar genes. Esto quiere decir que los genes

previamente nombrados han sido agrupados entre ellos y no en el resto de especies
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de Bartonella debido a que superaron un umbral de identidad. Cémo ejemplo, motB
puede estar presente en el resto de especies flageladas de Bartonella. Sin embargo,
al momento de comparar las identidades de estas secuencias, el paquete informatico
Panaroo agrupo a los genes motB de Bb y Bb Ver097 en un grupo y a los demas

genes motB en otro grupo.

El énfasis en proteinas de membranas podria ser resultado de una adaptacion
particular de Bb a su rol patogénico intracelular teniendo a humanos como
hospederos unicos. En el género Bartonella, el rol de ciertas proteinas de membrana
como la adesina Bartonella adhesin A (BadA) en B. henselae o Vomps en B.
quintana son esenciales para la adhesion a las proteinas de la matriz celular de los
eritrocitos. Por otra parte, el escape inmunologico de Bartonella se da por
componentes liposacaridos no reconocidos por receptores Toll tipo 4 (TLR4)
debido a su inusual composicion. BadA también puede participar de este escape
(102). En el caso de B. bacilliformis, se ha descrito que parte de su invasion
inmunolodgica a receptores Toll tipo 5 (TLRS) se debe a un motivo encontrado en
la secuencia de flagelina (fla4) que posee (25). Por lo tanto, estas proteinas podrian

tener un rol similar en la patogénesis de Bb.

Se requeriria un analisis con mayor detalle para poder determinar si estas
divergencias son significativas a nivel funcional y si la adaptacion al hospedero es
influyente. Se sabe que secuencias aminoacidicas con mas del 50% de identidad
tienden a exhibir una mayor probabilidad a presentar funciones disimiles entre si.

Mientras que con una identidad menor al 40%, hay una mayor probabilidad de que
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la funcionalidad no pueda ser determinada (103). En este estudio, se utilizdé una
identidad del 70% para la clusterizacion de genes durante el anélisis pangenomico.
Esto siguiendo un protocolo propuesto previamente para evaluar pangenomas a
nivel de género. Sin embargo, una clusterizacion a partir del 50% podria ser util
para agrupar en base a funcionalidad, y poder determinar si efectivamente las
divergencias a nivel de secuencia podrian traducirse a divergencias a nivel

funcional.

E. Existe una presion selectiva sobre genes relacionados a la

adherencia y la motilidad

Se sometid a los genes de virulencia de Bb a una prueba de seleccion positiva. De
los genes de virulencia obtenidos mediante una identificacion usando la base de
datos VFDB, seis exhibieron la posibilidad de estar bajo seleccion natural.
Curiosamente, cinco de estos pertenecen a la categoria “Motilidad” (fig/, figK, figC,
fliG y motB), mientras que uno pertenece a la categoria “Adherencia” (omp89). Sin
embargo, se debe tomar en cuenta que, en el caso de Bb y Bb Ver097, los genes
asociados a la motilidad cumplen una funcidon de adhesion. Observando que son
estos los genes bajo presion selectiva positiva, se podria resolver la hipotesis del
estudio, y plantear que estos genes estan bajo esta presion debido a su adaptacion a

sus hospederos humanos.

El eritrocito humano presenta algunas particularidades a comparacion de los

eritrocitos de otros animales: Sharma et. al realizaron un anélisis comparativo de

las membranas eritrociticas de varios mamiferos, determinando que hay una
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diferencia en el perfil de sialoglicoprotéico dependiendo de la especie analizada
(104). Las sialoglicoproteinas son glicoproteinas que contienen también un acido
sidlico. Las glicoforinas son proteinas transmembrana de los eritrocitos, altamente
glicosiladas en la cadena externa a la superficie. Su tamafio va desde 20 hasta 30
kDa. Hay cuatro tipos de glicoforinas: A, B, C y D. Todas estas se encuentran
presentes en los eritrocitos humanos. Si bien no tienen funcion desconocida,
contribuyen en la carga negativa observada en la superficie eritrocitica. Se ha
observado que distintos patdgenos interactlan con estas glicoproteinas, tales como
virus o parasitos (105). En el caso de Plasmodium falciparum, por ejemplo, en el
que su ligando se une preferentemente a la glicoforina A. También puede unirse a
la glicoforina B si la primera no esté4 disponible, ya que es estructuralmente similar
a la glicoforina A. El ligando EBA-175, una de las proteinas funcionales de union
de P. falciparum, requiere interactuar con los residuos de acido sidlico, ademas de

interactuar también con la cadena polipeptidica de la glicoforina (106).

En el caso de las bacterias, la adhesion a una superficie celular ocurre con una
primera interaccion hidrofobica, producto de que las membranas de la célula
hospedera y el patdgeno estan cargadas negativamente. Este impedimento inicial
debe de ser traspasado por la bacteria para lograr su cometido, por lo que depende
de las interacciones hidrofobicas para ello. Luego de esto, la bacteria requerira
poder unirse a su hospedero de una manera mas fija. Para ello, har4 uso de adhesinas
especificas, que le permiten unirse a su huésped de manera complementaria. En

bacterias gram-negativas, las fimbrias o pili son las principales estructuras
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adhesivas, utilizadas por microorganismos tales como la E. coli uropatogénica o

Salmonella (107).

En el caso de Bb y Bb Ver097, se ha comprobado mediante experimentos de
interaccion de proteinas que Bb KC584 se une a a y B espectrina, ademas de a las
glicoforinas A y B. Removiendo el acido sialico cargado negativamente utilizando
neuraminidasa, las interacciones con Bb KC584 se incrementaron, sugiriendo que
el 4cido sidlico act@ia ocultando los sitios de union. Se comprobd también la
especificidad de las interacciones de Bb KC584 con los eritrocitos, debido a que se

observo que las proteinas de E. coli no se unian con estas proteinas eritrociticas

(108).

Por lo tanto, se podria especular que las condiciones de la membrana eritrocitica
humana ejercen una presion selectiva sobre algunos genes de adherencia de Bb y
Bb Ver097. Segun los resultados observados, varios de los sitios bajo presion
selectiva exhiben un cambio de propiedades quimicas, varios de ellos hacia
caracteristicas hidrofilicas de distintos tipos (sin carga, 4cidas o bésicas). Por otro
lado, los sitios que pasan de ser hidrofilicos a hidrofébicos mas bien son menos
comunes en lo evaluado. Habria, entonces, una tendencia hacia la presencia de
aminoacidos con caracteristicas hidrofilicas, favoreciendo quiza la segunda parte
de la adhesion de la bacteria con la membrana, luego de las interacciones
hidrofobicas iniciales. Esto considerando las caracteristicas propias de la membrana
eritrocitica humana, y conociendo que la uniéon a las glicoforinas A y B es un

momento fundamental en la infeccion de Bb y Bb Ver(097.
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La gran mayoria de sitios bajo presion selectiva, sin embargo, no exhibieron un
cambio quimico significativo (n = 18). Pero esto no quiere decir que no haya
ventajas considerables producto del cambio de aminoacidos: Se sabe, por ejemplo,
que la glicina puede alterar la flexibilidad de una proteina (ej. V57G en FIgI).
Asimismo, la prolina pone rigidez en una estructura, al tener un anillo. Al ser
sustituida, esto puede otorgar mas flexibilidad a la cadena aminoacidica (ej. Q99P
en MotB). Entonces, si bien en estos 18 sitios no se observoé un cambio quimico
significativo, si es posible que a nivel estructural y dinamico exista un cambio en
como las proteinas cumplen su funcion. A nivel de alineamiento estructural, de
hecho, algunas proteinas de Bb exhibieron un gran contraste al ser comparadas con
su homologo en la especie no patogénica, B. apis. Es el caso de FliG, en donde
ambas estructuras de Bb y Bb Ver097 exhibieron un RMSD mayor a 20.
Interesantemente, el otro patdogeno perteneciente a este linaje L1, B. ancashensis,
exhibi6 una mayor cercania estructural con la proteina de B. apis. Quiza, entonces,
a este nivel se estan apreciando adaptaciones en la conformacion de estas proteinas
producto del rol en la infecciéon de Bb y Bb Ver097. Es el caso también de MotB,
en donde las pertenecientes a Bb y Bb Ver097 exhiben una diferenciacion al

compararlas con su homologo en B. ancashensis.

Se requeriria una dindmica molecular, probablemente, y experimentos de
interaccion entre proteinas para poder determinar, finalmente, si las proteinas vy,
especificamente, los sitios que se han descrito en este trabajo, efectivamente son

relevantes en el ain poco comprendido proceso de infeccion de B. bacilliformis.
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VIII. CONCLUSION

En este estudio se analizaron los genes asociados a la virulencia de Bartonella
bacilliformis identificando senales de seleccion natural en genes previamente

asociados con la invasion del eritrocito humano.

La reconstruccion del pangenoma de B. bacilliformis determind un genoma core
amplio compuesto por 1027 genes esenciales para esta especie. Los factores de
virulencia identificados se encuentran dentro de este genoma core confirmando la

importancia funcional de los factores de virulencia.

La comparacion entre los factores de virulencia identificados utilizando una base
de datos y la literatura revel6 discrepancias entre ambas fuentes pues la base de
datos de virulencia carece de factores reportados en estudios anteriores para la
especie. Esto pone de manifiesto la necesidad de integrar ambos datos para futuros

trabajos gendmicos en B. bacilliformis.

Los genomas de alta calidad obtenidos a partir de nuevos aislados demostraron que
la cepa Ver097 presenta una divergencia gendmica ANI de 94% con respecto a las
demas cepas de B. bacilliformis. Esta divergencia estd por debajo del umbral de
95% establecido para individuos de la misma especie, indicando que Ver097
representa una especie distinta dentro del Linaje 1 bajo criterios de gendmica
comparativa. La confirmaciéon de este estatus taxondmico requiere analisis

fisiologicos y morfolégicos complementarios.
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La filogenia del género Bartonella, reconstruida a partir de los genes core, confirmo
la adaptacion del género a diversos hospederos. Ademas, las pruebas de presion
selectiva sobre genes asociados a la virulencia de B. bacilliformis identificaron
regiones bajo seleccion positiva, siendo la mayoria genes de adherencia. Estos
hallazgos bioinformaticos sugieren que la adherencia constituye un mecanismo
clave para la virulencia de B. bacilliformis en humanos, amplian la comprension
teorica del arsenal patogénico de B. bacilliformis y proporcionan candidatos

moleculares para estudiar el proceso de invasion al eritrocito.
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IX. LIMITACIONES

El bajo nimero de genomas disponibles y la data asociada a ellos vendria a ser una
limitante importante. Una de las teorias de la divergencia de Ver097 vendria a ser
que seria un ecotipo o biotipo que es distinto debido al nicho ecolégico que ocupa.
Sin embargo, con la escasa informacion existente respecto a periodos de colecta o

detalles de la misma, no es posible explorar mejor esta teoria.

Encontramos otra limitacion a nivel de la informacion disponible en las bases de
datos respecto a la virulencia en B. bacilliformis. La base de datos VFDB, acaso de
las bases de datos mas activas en estos afios, ha tenido su ultima version en el afio
2022.Y, sin embargo, la literatura reporta otros genes de virulencia que no aparecen
listados en la misma. Se observa una barrera respecto al conocimiento que fue
caracterizado con métodos microbioldgicos y moleculares y a los criterios actuales
que se consideran en gendmica. Para poder hacer a este estudio mas reproducible,
se eligieron unicamente los factores de virulencia que pudieran ser reconocidos a

través de métodos gendomicos.

En este estudio se hicieron pruebas de seleccion positiva Uinicamente en regiones
sin gaps o deleciones. Es por ello que nada més se comenta los resultados de estas
pruebas. Otros estudios sefalan la importancia de las deleciones en la evolucion de
B. bacilliformis, pero si bien esto ha sido mencionado a lo largo del documento, no

ha sido tomado en cuenta al momento de realizar las pruebas.
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Para poder comprobar los supuestos obtenidos en este estudio mediante métodos in
silico, se requiere primero pasar por una dinamica molecular que permita observar
los efectos de estas regiones bajo seleccion positiva. Asimismo, se requiere realizar
pruebas experimentales en medios controlados que permitan observar la

importancia de estos factores en la infeccion de B. bacilliformis.
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X.  RECOMENDACIONES

En relacion a estos hallazgos, la primera recomendacion seria aumentar el
secuenciamiento gendmico de B. bacilliformis y B. ancashensis, como las dos
especies del Linaje 1 que actualmente tienen sus zonas endémicas en el Pera. Este
secuenciamiento tiene que estar acompanado de un seguimiento detallado del
muestreo y las condiciones del mismo. Solo de esta forma se podria obtener mayor

informacion respecto a estos taxones.

Por otra parte, la caracterizaciéon molecular de una infeccion por B. bacilliformis
sera de mucha importancia en un futuro, porque podra ayudar a determinar algunos
elementos involucrados que probablemente por el momento no se estén tomando
en cuenta. A partir de ello, se podran actualizar también las bases de datos de
virulencia, de modo tal que pueda haber una mejor caracterizacion genémica de B.
bacilliformis. Asimismo, las conclusiones observadas en este estudio podrian

corroborarse con este tipo de analisis.
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XII. ANEXOS

Tabla S1. Tabla de valores del ANI segtn alineamiento MAFFT. El limite inferior de especie en el indice ANI es de 0,95. Debajo de
este valor, se considera que se estan comparando 2 genomas de especies bacterianas distintas. De color verde claro, todos los valores

que son igual o superiores a las 0,95. De color verde oscuro, todos los valores que son menores a 0,95.

1 USM-LMMB_07 1,0000  0,9898  0,9900 09910 0,9901 09440 0,9441 0,9909 0,9962 09951 0,9909 09441 0,9952  0,8340 0,9951 0,9439 09951 10,9899 [ 0,8318 09441 0,9951 10,9950 0,9989 0,9987 0,9908 0,9952 09951 0,9952 09910 09917 0,9439 09441
2 UPCH_1474_B14 0,9898  1,0000 0,9995 0,9896 0,9994 0,9439 0,9439 09891 0,9900 0,9899 0,9895 09439 0,9899 = 0,8371 10,9900 0,9438 0,9896 1,0000 ' 0,8350 0,9438 0,9898 0,9898 0,9901 0,9898 10,9894 0,9899 0,9898 0,9900 09896 0,9898 0,9439 0,9439
3 UPCH_1469_B06 0,9900  0,9995 11,0000 0,9894 0,9998 0,9437 0,9439 09891 0,9901 0,9901 0,9893 09438 0,9901 = 0.8371 0,9902 09437 10,9897 0,9995 ' 08351 0,9438 09901 0,9901 0,9902 0,9900 0,9892 0,9902 0,9901 0,9903 09893 0,9899 09437 0,9438
4 UPCH_1477_B17 0,9910  0,9896 0,9894 1,0000 0,9894 0,9436 0,9437 09977 09913 10,9926 0,9998 09437 0,9926 0,8347 0,9926 0,9434 0,9914 0,9896 | 0,8324 0,9436 09926 10,9924 0,9912 09911 0,9998 09927 0,9926 0,9927 0,9999 0,9910 0,9435 0,9437
5 Cond044 0,9901  0,9994 0,9998 0,9894 11,0000 0,9437 0,9437 0,9890 0,9901 0,9900 0,9892 09436 0,9900 0,8371 0,9901 0,9436 0,9898 0,9994 ' 0,8351 0,9436 0,9900 0,9899 0,9900 0,9900 0,9892 0,9900 0,9900 0,9900 09893 0,9900 0,9437 0,9437
6 UPCH_1459_Al13 0,9440 09439 0,9437 10,9436 0,9437 11,0000 0,9999 09433 0,9440 09436 0,9434 10,9999 0,9437 0,8323 0,9439 10,9999 09436 0,9436 = 0,8300 0,9999 0,9436 09435 0,9440 09436 0,9434 0,9438 10,9437 0,9436 09434 10,9433 0,9999 0,9999

7 UPCH_1473_BI12 0,9441 0,9439 0,9439 0,9437 10,9437 10,9999 1,0000 09433 0,9441 0,9437 09434 09999 0,9438 0,8324 10,9439 10,9999 0,9437 0,9437 | 0,8300 0,9999 09438 10,9436 0,9439 0,9438 0,9434 09439 0,9438 0,9437 09434 10,9432 0,9999 0,9999

8 vAB9028 0,9909  0,9891 0,9891 0,9977 10,9890 0,9433 10,9433 1,0000 0,9908 0,9925 0,9978 09434 0,9925 0,8348 0,9926 09432 09912 0,9891 | 0,8326 0,9435 0,9926 10,9925 0,9910 09910 0,9978 0,9925 10,9925 0,9926 09978 0,9911 09435 0,9435
9 Ver07s 0,9962  0,9900 0,9901 0,9913  0,9901 0,9440 0,9441 0,9908 1,0000 0,9958 0,9910 09442 0,9959 0,8339 0,9959 0,9439 0,9957 0,9899 | 0,8318 0,9441 09958 0,9957 0,9964 0,9961 0,9909 09959 0,9958 0,9958 09911 10,9918 0,9441 0,9442
10 kess4 0,9951  0,9899 0,9901 0,9926 0,9900 09436 0,9437 09925 0,9958 11,0000 0,9924 09437 0,9998 = 0,8345 0,9998 0,9435 10,9963 0,9898 | 0,8326 0,9437 0,9998 10,9999 0,9951 0,9952 10,9926 0,9998 0,9998 0,9998 09925 10,9919 0,9436 0,9439
11 Hosp800-02 0,9909  0,9895 10,9893 10,9998 10,9892 09434 0,9434 09978 0,9910 10,9924 1,0000 09437 0,9924 = 0,8350 0,9925 09436 09913 0,9894 | 0,8326 0,9438 0,9926 10,9924 0,9909 0,9910 0,9997 0,9925 10,9924 0,9925 10,9998 0,9910 0,9437 0,9437

12 UPCH_1478_B19 0,9441  0,9439 10,9438 0,9437 0,9436 0,9999 0,9999 09434 10,9442 10,9437 0,9437 11,0000 0,9438 0,8324 0,9440 0,9999 10,9438 0,9436 = 0,8300 0,9999 09438 09436 0,9439 10,9437 10,9435 0,9439 0,9438 0,9437 09435 10,9434 0,9999 0,9999

13 kess3 0,9952 0,9899 0,9901 0,9926 0,9900 09437 0,9438 09925 0,9959 10,9998 0,9924 0,9438 1,0000 = 0,8345 0,9999 09436 09963 0,9898 | 0,8324 10,9438 0,9998 10,9998 0,9951 10,9952 10,9926 0,9999 0,9999 0,9998 09925 0,9920 0,9437 0,9440
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Tabla S2 - Genes unicos de B. bacilliformis KC584 y B. bacilliformis Ver097
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Figura S1. (Arriba) Eje X: Porcentaje de identidad aminoacidica promedio.
Umbral de corte del AAI% a nivel de especie: > 95,38 (linea azul) Eje Y:
Porcentaje de identidad entre secuencias de 16S rRNA. Punto de corte a nivel de
especie en %16S rRNA > 98.7% (linea roja). A la izquierda del umbral de AAI%,
se ubican los puntos correspondientes a Ver097. (Abajo) Indice de hibridaciéon
genoma-genoma, con punto de corte del 70% para especies. Se observan dos

grupos con indice mayor al 70%.
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