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Abstract

Tooth decay is one of the most common diseases in humans and affects the quality
of life in people of all ages. Moreover, it demands high resources of health services. In
order to reduce tooth decay, a better understanding of the pathogenic role of
microorganisms in dental diseases is needed. Studies have revealed the organisms who
colonize the oral cavity and how they coexist. S. sanguinis is a primary colonizer in the oral
cavity and produce quantities of hydrogen peroxide (H,0;) which inhibit the growth of S.
mutans. In the other hand, S. mutans produces antimicrobial peptides (mutacins) which
appear to play a role in the competition against S. sanguinis. The aim of this research was
to predict the metabolic model of competition and coexistence between S.sanguinis SK36
and S. mutans UA159 in the dental biofilm. Two genomes were analyzed by bioinformatics
tools. Our results demonstrate that the competition and the coexistence is not only for
the production of H,0, in S. sanguinis, but their genome encodes several proteins as
glutathione peroxidase, V-ATPase enzyme complex, proteins relates in the quorum
sensing system and PrtS (serine protease), which could give them several advantages.
However, the S. mutans genome has a complex group of bacteriocins (mutacins). We
founded seven, previously unreported, possible mutacins. As we described, that could be
the unusuals ecological advantages in each specie to survive in the stressful and

I “"

fluctuating dental biofilm environment. The model “in silico” about competition and
coexistence between S. sanguinis SK36 and S. mutans UA159 has intended to create an

useful framework to start an experimental research in the validation process.
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.  INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad infecciosa, transmisible e inducida por la
placa bacteriana, asociada a un huésped susceptible portador de una flora
odontopatdgena que produce acidos, a través de la fermentaciéon de carbohidratos que
provocan la disolucién y destruccion localizada de los tejidos duros del diente (Loesche,
1982). Ademas la caries es una de las enfermedades mas comunes en el ser humano,
aunqgue rara vez amenaza la vida, es un problema que afecta la calidad de vida de las
personas (Sathyanarayanan et al., 2002) y demanda altos recursos de parte de los
proveedores de servicios de salud. Esta enfermedad se asocia con la presencia de un
biofilm bacteriano dependiente de azlcares fermentables de la dieta (Vadiakas, 2008).
Con el fin de disminuir la prevalencia de caries, una mejor comprensién del papel
patogénico de los microorganismos en las enfermedades dentales es necesario (Marsh,
2003).

Se plantea en estudios que la caries dental la padecen aproximadamente el 96%
en el mundo y un 99% de la poblacion de América Latina (Rodriguez et al., 2006). La
condicién de Salud Bucal en el Perd, atraviesa una situacion critica debido a la alta
prevalencia de enfermedades odontoestomatolégicas, asi tenemos que la prevalencia de
caries dental es 95%, enfermedad periodontal 85%, constituyendo un problema de salud
publica. Ademas en lo que se refiere a caries dental el indice de dientes cariados, perdidos
y obturados (CPOd), a los 12 afos es de aproximadamente 6 CPOd, ubicandose segun la

OPS en un pais en estado de emergencia (MINSA, 2012).

Asimismo, las interacciones cooperativas entre especies probablemente juegan
un rol importante en el desarrollo del biofilm dental, las interacciones antagonistas entre
diferentes especies pueden ser equitativamente importantes dadas las condiciones de la

cavidad oral (Kreth et al., 2005).



Estudios previos realizados permiten conocer los organismos involucrados en la
coexistencia y el antagonismo dentro de los cuales estan los estreptococos orales, como
S. sanguinis, que produce cantidades de peréxido de hidrogeno (H,0;) que inhiben el
crecimiento de S. mutans (Kreth et al., 2008). Sin embargo, la evidencia molecular es aun
débil y requiere de mayor investigacidon. Aunque S. sanguinis también produce péptidos
antimicrobianos (sanguicina) (Deng et al., 2004), estos péptidos no podrian jugar un papel
en la competencia contra S. mutans. Desde el punto de vista clinico, el predominio de S.
sanguinis sobre S. mutans en el biofilm dental podria asociarse con una menor

prevalencia de caries en nifios (Ge et al., 2008).

De otro modo, la Bioinformatica es impulsada por avances en tecnologias de alto
rendimiento bioldgico y cada vez mayores nimeros de genomas secuenciados. La
construccion de modelos in silico a escala gendmica proporciona poderosas herramientas
para investigar una amplia gama de sistemas bioldgicos. Esta permite el analisis masivo y
riguroso de procesos celulares realizados por un microorganismo, generando
predicciones sobre posibles eventos moleculares con un mayor grado de confiabilidad
que lo proveniente por la intuicidn. Incluso, permiten predecir genes esenciales en todo el
genoma de un organismo favoreciendo la seleccidon de aquellas moléculas que puedan ser
blancos de la accidn de farmacos (Roberts et al., 2007), para posteriormente ser

evaluadas experimentalmente in vitro e in vivo (Fatumo et al., 2009).

El campo bioinformatico se estd tornando mas amplio: de una docena de
genomas secuenciados en el afo 1997 aumentaban a noventa genomas seuenciados
cinco afos mas tarde y se siguen audn secuenciando, aumentando esta cifra
exponencialmente. Es por eso que la comparacion de multiples genomas (gendmica
comparativa) se ha convertido en un tema frontera de investigacién (Chain et al., 2003).
Como consecuencia de los avances tecnolégicos destinados al campo de la gendmica se
ha logrado proyectar a la comunidad cientifica, la secuenciacién de genomas de cualquier
organismo de interés cientifico o econdmico. Hoy en dia existen mds de 4 122 genomas
bacterianos completamente secuenciados y 16 255 proyectos mdas en curso (GOLD:

http://.genomesonline.org, actualizado a Agosto del 2013).



Estrategias basadas en gendmica comparativa de multiples cromosomas de
especies filogenéticamente distintas pueden proporcionar huellas acerca de las presiéon
selectiva que regulan a determinado grupos de genes que pueden ofrecer respuestas
sobre los mecanismos de la evolucién, variacién fenotipica y del material genético
externo a través de la transferencia genética horizontal. Esto ha dado buenos resultados
en comparaciones entre especies estrechamente relacionadas, como el ser humano y el

chimpancé (Nobrega & Pennacchio, 2003).

Hasta la fecha, no se presentan estudios a nivel bioinformatico para entender las
rutas metabdlicas y vias de sefializacién que involucran las interacciones moleculares de
coexistencia y antagonismo en el biofilm. Por lo tanto, es necesario analizar y dilucidar la
gendmica de la bacteria comensal del biofilm dental S. sanguinis SK36 y de la bacteria
sindicada como la mas cariogénica S. mutans UA159. Segun lo expuesto, se formulé el
siguiente problema ¢ Cudl es modelo metabdlico general de la competencia y coexistencia
entre S. sanguinis SK36 y S. mutans UA159 en el biofilm dental? Para solucionar este

problema se plantearon los siguientes objetivos:

Caracterizar la informacion obtenida del genoma de Streptococcus sanguinis SK36
y Streptococcus mutans UA159 para los genes expresados segln categorizacién existente,
mediante la base de datos bioinformaticos COGs.

Identificar las rutas metabdlicas especificas de Streptococcus sanguinis SK36 vy
Streptococcus mutans UA159, mediante KEGG.

Describir el modelo de via de sefalizacidon entre Streptococcus sanguinis SK36 y
Streptococcus mutans UA159 en base a informacion bibliografica y experimental con el
servidor Pubmed con microorganismos relacionados filogenéticamente.

Comparar proteinas significativas involucradas en la competencia y coexistencia en
el genoma de Streptococcus sanguinis SK36 y Streptococcus mutans UA159.

En el presente estudio se usd el area de gendmica comparativa que presenta
alto impacto biotecnoldgico y provee de nuevos datos para incrementar conocimientos
acerca de las interacciones moleculares dilucidando las rutas metabdlicas y vias de
sefializacion que involucran las interacciones moleculares de antagonismo de S. sanguinis

SK36 y S. mutans UA159.



Il.  ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Microorganismos Orales.

La cavidad bucal es uno de los habitats microbianos mas heterogéneos vy
complejos del cuerpo (Madigan et al., 2003). La microbiota oral funciona como una parte
de la defensa del huésped, actuando como una barrera al promover competencia por los
nutrientes esenciales y crear condiciones desfavorables para los organismos exdgenos
gue pueden ser patdgenos para el huésped. Se han encontrado mds de 700 taxones en la
cavidad oral, sin embargo no estan presentes en la misma boca (Aas et al., 2005). La
composicion también varia en los diferentes sitios de la cavidad oral, por ejemplo una
gran carga bacteriana mucho mas diversa esta en el dorso de la lengua. La mayoria de
estos microbios son inofensivos y estan en equilibrio, pero bajo ciertas condiciones
algunos pueden causar infecciones bucales como la caries o enfermedad periodontal

(Sakamoto et al., 2005).

Se han realizado estudios de andlisis molecular asociado a la microflora
bacteriana que causa la caries por el método ARNr 16S. Se demostré que la dentina
cariada esta dominada por bacterias grampositivas, en particular los géneros
Actinomyces, Lactobacillus, Propionibacterium y Streptococcus. Ademas se identificaron
95 taxones, de los cuales los predominantes en el analisis molecular fueron S. mutans
(16%), Lactobacillus gasseri/jhonsonii (13%) y Lactobacillus rhamnosus (8%). (Munson et
al., 2004). Streptococcus es un género dominante en la cavidad oral humana,
representando aproximadamente el 20% de las mas de 700 especies de bacterias que han
sido identificadas y alrededor del 80% de los colonizadores iniciales del biofilm (Rosan y

Lamont, 2000).



Los estreptococos estan presentes en todas las placas dentales, se incrementan
en numero cuando se desarrollan procesos cariosos y se encuentran mas frecuentemente
sobre superficies cariadas que sobre superficies libres de caries (MacDonald, 1962). El
género Streptococcus reagrupa especies muy diferentes por sus caracteristicas
guimiotaxondmicas y por su poder patégeno: Grupo S. mutans: S. mutans, S. sobrinus, S.
cricetus, S. rattus, S. ferus, S. macacae y S. downei; Grupo S. anginosus: S. anginosus, S.
constellatus y S. intermediun; Grupo S. mitis: S. sanguinis, S. parasanguis, S. gordonii, S.
mitis, S. oralis, y S. cirsta; Grupo S. salivarius: S. salivarius y S. vestibularis (Mouton et al.,

1995).

Asi mismo tenemos estreptococos orales que son compatibles con la salud (por
ejemplo, las especies Streptococcus gordoniiy Streptococcus sanguinis) y patégenos (por
ejemplo, el cariogénico del grupo, Streptococcus mutans). Debido a que los estreptococos
tienen similitud en los requerimientos metabdlicos, han desarrollado estrategias de
defensa que conducen al antagonismo entre especies (conocido como interferencia

bacteriana) (Kreth et al., 2008).

2.2 Streptococcus mutans.

El nombre de Streptococcus mutans fue dado en 1924 por J. K. Clarke a los
estreptococos que se habian aislado en lesiones cariosas, pero no fue hasta los afos
sesenta del siglo XX que se le presté mayor atencidn. Se realizaron estudios, sobre la
transmisién de la caries en animales donde, se observd la analogia entre los
estreptococos cariogénicos y el S. mutans identificado de J.K. Clarke. En la actualidad de
las 7 especies del grupo de Streptococcus mutans se distinguen 2 humanas: S. mutans y S.
sobrinus y 5 animales: S. cricetus, S. rattus, S. ferus, S. macacae y S. downei (Fitzgerald et
al., 1960). S. mutans da nombre a un grupo de siete especies estrechamente relacionadas

referidas colectivamente como Streptococcus mutans.



Los habitats principales de S. mutans son la boca, la faringe y el intestino
(Loesche, 1986), S. mutans es el principal agente patégeno asociado a la caries dental,
vive casi exclusivamente en los biofilm densamente poblados que se forman en la
superficie del diente. Grandes cantidades de acido orgdnico son producidas por las células
embebidas en el biofilm, creando un medio acido que erosiona la superficie del diente y
por lo tanto provoca la caries. Por lo general, la aparicién de S. mutans en las cavidades
de los dientes es seguido por la caries después de 6-24 meses (Mayooran et al., 2000). S.
mutans presenta habilidades como aciduricidad/acidogenicidad, la formacion de biofilms,
la competencia natural y la produccién de bacteriocinas (mutacinas) son cruciales para su

virulencia (Banas, 2004; Kuramitsu, 1993).

En consecuencia, la virulencia de S. mutans es causado por su capacidad para
formar biofilm, producir dcidos organicos y tolerar el estrés ambiental, particularmente
bajo condiciones de bajo pH (Ajdic et al., 2002). En el ano 2002 fue secuenciado el
genoma completo de S. mutans cepa UA159 el cual estd organizado en un cromosoma
circular de 2, 030 936 pares de bases. El promedio de contenido GC es de 36.82 % similar
a otros organismos con bajos indices de GC. Ademas posee 62 tRNAs y cinco operones
rRNA. Las secuencias codificantes de proteinas representan el 85,66 % del genoma y esta
organizado en 1963 ORFs, con promedio de longitud de genes de 885 bases. La clave de
su estrategia de supervivencia radica en el metabolismo de carbohidratos, el cual es capaz
de metabolizar una amplia gama de azlcares. Presenta genes para el transporte y
metabolismo de glucosa, sacarosa, lactosa, galactosa, manosa, celobiosa, trehalosa,
rafinosa, ribulosa, maltosa/maltodextrina, B-glucosida, melobiosa, isomaltosacaridos y

posiblemente sorbosa (Ajdic et al., 2002).



2.3 Streptococcus sanguinis.

S. sanguinis es un colonizador primario de la cavidad bucal humana y uno de los
microorganismos que colonizan los dientes (Kuramitsu et al., 2007). Es una bacteria
grampositiva perteneciente al grupo de los Estreptococos viridans (Kreth et al., 2008). S.
sanguinis sirve como una cuerda donde pueden fijarse otros microorganismos orales que

colonizan la superficie del diente formando la placa dental (Yamaguchi et al., 2006).

La patogenicidad de este organismo no se limita a las infecciones orales, sino que
se extiende y provoca el peligro de la vida, presentandose en una enfermedad
endovascular llamada endocarditis. La endocarditis es una infeccién grave de las vélvulas
o el revestimiento del corazén (Turner et al., 2009). Al igual que los otros estreptococos
orales, esta bacteria produce a-hemdlisis en agar sangre, una caracteristica vinculada a la
capacidad de los Estreptococos viridians para oxidar la hemoglobina de los eritrocitos por

la secrecion de H,0, (Barnard et al., 1996).

Los avances en el campo de la bioinformatica han acelerado el progreso de la
investigacion médica en la lucha contra enfermedades. Es asi que hace unos afios el
genoma de S. sanguinis fue secuenciado (Xu et al., 2007). El genoma de S. sanguinis
presenta las siguientes caracteristicas generales: esta organizado en un cromosoma
circular de 2, 388 435 pares de bases, el promedio de G+C es de 43,40% el cual es alto
comparado con otros genomas de especies de estreptococos (35,62 a 39,72 %). Ademas
el genoma contiene genes que codifican 2 274 proteinas predichas, de las cuales el 89%
exhiben similitud significativa a proteinas de otros organismos y el 22% son proteinas

hipotéticamente conservadas.



2.4 Elementos involucrados en la competencia dentro de la biopelicula dental.

La placa dental, donde se encuentran cientos de especies bacterianas, es el mejor
ejemplo de un biofilm natural en el cuerpo humano. Pese a que se han realizado muchos
estudios en la formacién de biofilm monoespecificos, estos no representan
verdaderamente la dindmica del biofilm oral encontrado en la boca. El biofilm oral
muestra una intensa competencia asi como sinergismo metabdlico entre varias las
especies microbianas constituyentes. Nobbs et al., (2009) indica que S. mutans, S. gordonii
y otros estreptococos orales forman facilmente el biofilm de una especie en el

laboratorio y en una variedad de superficies.

La formacion de biofilm depende de actividades de loci genéticos multiples. Es
asi, que se han estudiado mutaciones en genes que codifican la formacién de biofilm y los
componentes del sistema qudérum sensing, Por ejemplo, mutaciones en los genes comCDE
(Li et al., 2002); TCSS, VicRK (Senadheera et al., 2005) y genes que codifican para
permeasas de iones metalicos (Rolerson et al., 2006) pueden afectar a S. mutans en la
formacidn del biofilm. Asimismo, la formacion optima del biofilm por parte de S. gordonii
y S. sanguinis también requiere de multiples productos génicos incluyendo sortasas
(Nobbs et al., 2007) ademas de las proteinas involucrados con el metabolismo de B-
glucdsido y el control de catabolitos (Kilic et al., 2004; Loo et al., 2003), biosintesis de
nucledtidos (Ge et al., 2008), el estrés oxidativo (Kuboniwa, et al., 2006), y deteccion

ambiental y sefializacién (Gilmore et al., 2003).

Uehara et al, (2006) establecid sustancias que regulan interacciones entre
especies. Es asi que la produccién de H,0O, esta relacionada con la competencia y la
convivencia dentro de las comunidades microbianas como los biofilms orales. Los
estreptococos son capaces de producir sustancias inhibidoras tales como H,0, para
reducir el crecimiento de microorganismos co-residentes por ejemplo, S. sanguinis puede
producir H,0,, que inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus. Diaz et al., (2006) y

después Kreth et al, (2008) indican que los competidores como los estreptococos del



grupo Mitis colonizan en un principio el biofilm dental, crecen mas rapido, y puede

generar H,0,, que es un potente inhibidor del crecimiento del grupo S. mutans.

Becker et al., (2002) realizé estudios in vivo enfocados en S. sanguinis donde se
considera inofensivo en la cavidad oral. En individuos sanos se presenta un numero
significativamente elevado en la placa dental, respecto a los individuos con caries que
practicamente no tienen niveles detectables de S. sanguinis. En efecto, S. sanguinis y el
cariogénico S. mutans son mutuamente antagodnicas, el crecimiento de S. mutans se
retrasa cuando S. sanguinis esta presente en gran abundancia en la cavidad bucal en seres

humanos (Caufield et al., 2000).

Por otro lado Woodruff et al.,, (1998) indican que las células bacterianas
competentes tratan de generar sustancias para inhibir el crecimiento de otras y colonizar
ambientes con fluctuaciones como el biofilm oral. S. mutans, junto con muchas otras
bacterias grampositivas producen pequefios péptidos antibacterianos Ilamadas
bacteriocinas. Las bacteriocinas producidas por S. mutans, llamadas mutacinas, pueden
proporcionar la fuerza selectiva necesaria para la colonizacién inicial o sostenimiento en la

placa dental de ese patégeno.

En condiciones donde las células tienen la energia suficiente para competir, pero
no suficiente alimento para un crecimiento éptimo se activa la produccién de mutacina
(por parte de S. mutans) o H,0, (por parte de S. sanguinis). Desde el punto de vista
econdmico de la célula, la sintesis de mutacina y H,0, se relaciona con el equilibrio entre
el costo y beneficio. La biosintesis de mutacinas | y IV es un proceso energéticamente
costoso. Para mutacina |, por lo menos 11 productos genéticos son necesarios de
sintetizar para producir una molécula de mutacina funcional (Qi et al., 2001), y para
mutacina IV, se requieren por lo menos cinco productos génicos. Estas estrategias bien
reguladas son necesarias para la supervivencia y perpetuacion de la especie en una
comunidad multiespecifica en condiciones naturales como es la cavidad oral donde los
ciclos de abundancia, hambruna y fluctuaciones de pH son habituales y ocurren

repetidamente durante el dia (Kuramitsu et al, 2007).
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Adaptado de Kuramitsu et al., 2007.

Figura 01. Ensayo in vitro de la competencia y coexistencia de S. sanguinis y S. mutans en el
biofilm (biopelicula) dental. Estudios realizado por Kuramitsu et al., (2007). Donde indica el
antagonismo de ambas especies por H,0, o por mutacinas. Ademas S. gordonii produce una
proteina challisina que inactiva los péptidos estimulantes de la competencia (CPS). S. mutans
produce altas cantidades de acido producto de su metabolismo fermentativo inhibiendo el
crecimiento de especies sensibles al acido. En la parte de la derecha se muestran las
inhibiciones: superior (S. mutans sobre S. sanguinis), medio (S. sanguinis sobre S. mutans) y
inferior (coexistencia entre S. mutans y S. sanguinis).
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Kreth et al, (2008) demostrd en ensayos in vitro que la disponibilidad de oxigeno
y de glucosa sustancialmente influyen en la competicién entre especies de estreptococos.
S. mutans por ejemplo, es capaz de producir mutacinas inhibidoras del crecimiento,
independientemente de la disponibilidad de oxigeno (Kreth et al., 2005). Socransky et al.,
(2002) indican que la tensién de oxigeno puede disminuir durante la formacién del
biofilm, debido a la limitacién de la difusion y al rdpido consumo de este. Con relacién al
H,0, como un componente antimicrobiano, no se produce cuando las células crecen en
condiciones anaerdbicas. Pero la produccidon de H,0, bajo condiciones aerdbicas podria

ser suficiente para funcionar en la competencia entre especies.

El H,O, estd involucrado en importantes rutas metabdlicas, en la potencial
virulencia patogénica y la competencia interespecifica. Se han estudiado algunos genes
como el gen spxB involucrado en la produccion de H,0, (Ramos-Montafiez et al., 2008),
pero su regulacion y su relacién con otros genes supuestamente implicados en la misma

via aun no estan claras.

La proteina anotada como spxB es una descarboxilasa que cataliza la conversiéon
de piruvato, fosfato inorgdnico (Pi) y oxigeno molecular (O,) a H,0,, didxido de carbono
(CO;) y acetil fosfato, que actia como un dador de grupos fosforilo de alta energia

(Ramos-Montafiez et al., 2008) Piruvato+0,+Pi —» CO,+H,0,+Acetil~P.

Zheng et al., (2011) demostrd la importancia del regulador de CcpA (Proteina A
de control del catabolito) en el control de la produccion de H,0,, en la muerte celular
dependiente de H,0, y la liberacidn de ADN extracelular. Ademads indica que CcpA reprime
la expresion de spx. En mutantes (ACcpA) de S. sanguinis se observd mayor expresion de
la proteina Spx, por lo tanto elevada produccidon de H,0,. La ventaja ecolégica de esta
inusual regulacion dependiente de CcpA podria haber conducido a incrementar el nimero
de S. sanguinis en comparacion con S. gordonii en el biofilm dental y podria ser una de las
razones por la que S. sanguinis es capaz de competir exitosamente con los patédgenos

antagonistas tales como S. mutans en el biofilm oral.
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Kreth et al., (2009) demuestran que el H,0, contribuye en la liberacion de ADN en
S. sanguinis y S. gordonii, esto posiblemente apoye la formacidon de biofilms orales y
podria facilitar el intercambio de material genético entre las cepas transformantes. La
captacion de ADN extracelular es otro mecanismo de competencia que esta presente en
los estreptococos. Podria ser un estado fisiolégico transitorio durante el cual el ADN que
ha sido tomado del medio ambiente, conduce a la transferencia horizontal de genes, a la

plasticidad gendmica y a la adquisicion de nuevos los rasgos genéticos (Morrison, 1997).
2.5 Sistema de Qudrum sénsing.

La comunicacion entre célula-célula es una actividad fundamental realizada por
muchos tipos de células. Anteriormente, las bacterias fueron consideradas como células
individuales que buscaban nutrientes y se multiplican independientemente. Sin embargo
estudios nos muestran que las bacterias son capaces de tener actividades coordinadas
como el Quérum sénsing (QS). Muchas bacterias, incluyendo los estreptococos son
conocidos por regular diversos procesos fisiolégicos a través de este mecanismo. En
bacterias grampositivas, el sistema de QS consiste de tres componentes, un péptido sefal
y un sistema regulador de dos componentes, el cual presenta un sensor histidina quinasa
anclado a la membrana y una proteina reguladora de respuesta (Kleerebezem et al.,

1997).

El QS regula la virulencia en muchos patégenos humanos (Bassler, 1999).
Ejemplos de funciones del QS en bacterias grampositivas incluyen la formacion de biofilms
(Li et al., 2002a), el desarrollo de competencias genéticas (Havarstein et al., 1995),
respuesta de tolerancia al acido y produccion de péptidos antimicrobianos (Kleerebezem
& Quadri., 2001). Los detalles moleculares del desarrollo de competencias, incluyendo la
identificacion de genes que regulan las competencias, se analizaron inicialmente en

Streptococcus pneumoniae (Johnsborg & Havarstein, 2009).
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Se sabe que el sistema QS, regula numerosas actividades fisioldgicas en S.
gordonii, S. pneumoniae, S. mutans (Cvitkovitch, 2001) y la induccion de factores de
virulencia en Staphylococcus aureus (Kleerebezem & Quadri., 2001). El sistema QS puede
influenciar en la formacién de la estructura del biofilm en bacterias grampositivas (Loo et
al., 2000). Un mutante defectivo del biofilm en S. gordonii, presenta un transposon
insertado en el gen comD, que codifica una proteina sensor histidina quinasa requerida
para la competencia genética. Esto podria dar a entender que la formacién del biofilm por
S. gordonii involucra la comunicacién célula- célula a través del Sistema QS. La inactivacion
de algunos genes comCDE, que codifican el sistema QS resulta en la formaciéon de un

biofilm anormal (Li et al., 2002b).

Se realizaron estudios en S. mutans demostrando que la formacién de biofilm,
tolerancia a 4acido y la transformacion genética son mediados por el sistema de QS
(Cvitkovitch et al., 2003). El sistema QS, para poder activarse depende de péptidos
estimulantes de la competencia (CSP). Los CSP extracelulares (ambientales) son
detectados por el sistema de dos componentes (TCSS), y los CSP a concentracién umbral
activan la respuesta celular (Pestova et al., 1996). En S. pneumoniae, el desarrollo de la
competencia requiere de la produccién de CSP, estos son codificados por genes comC
cuyos productos son secretados al medio extracelular por proteinas de transporte ComAB

(Hui & Morrison, 1991).

Se ha reconocido que la sefial de QS en S. pneumoniae es iniciada, a través de la
actividad de un modulador global de la transcripcion, el gen comX el cual es un factor
sigma alternativo durante el desarrollo de la competencia genética (Lee y Morrison, 1999).
La transcripcion del gen comX, es regulado por comE regulador de respuesta del sistema
de QS (Ween et al., 1999). El factor sigma ComX, inicia la transcripciéon de operones
especificos de la competencia involucrados en la recombinacién y captacién de ADN por
reconocimiento de la caja com, que presenta la secuencia consenso (TACGAATA) en estas

regiones promotoras (Lee & Morrison, 1999).
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lIl.  MATERIALES Y METODOS.

3.1. MATERIAL

3.1.1 Muestras

El estudio se realizé mediante el andlisis del genoma de la cepa Streptococcus
mutans UA159, aislado clinico del serotipo C, de la Universidad de Alabama, Birgmingham,
EE. UU. con Numero de accesidon: AE014133 en GenBank y el genoma de la cepa
Streptococcus sanguinis Sk36, de Virginia Commonwealth University con RefSeq
NC_009009.1. Sus secuencias gendmicas se encuentran depositadas en GenBank y son de
libre acceso en NCBI (National Center for Biotechnology Information). Disponible en:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2. METODO
3.2.1 Tipo de estudio.

El presente informe es una investigacidon descriptiva, segin el método de
reconstrucciéon metabdlica propuesto por Valdés et al., 2003 con modificaciones por el

autor.

3.2.2. Metodologia

La capacitacidn para realizar el presente trabajo se logré mediante el manejo de
bases de datos y software en bioinformatica especificamente en gendmica y del andlisis
de los datos arrojados con ayuda de libros de la especialidad. El trabajo consistié en ir de
los detalles genédmicos (generales) a los detalles especificos con proteinas significativas

indicadoras de competencia.
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3.2.2.1 Caracterizacion de la informacion genémica mediante categorizacion en
la Base de datos de COGs (Clusters of Orthologous Groups) y analisis
comparativo mediante Mauve.

La primera estrategia (primera fase) consistié en realizar un analisis
comparativo de los dos genomas basados en la secuencias gendmicas depositadas
en GenBank para lo cual se obtuvo la version mas reciente. En este paso se utilizd
los software MAUVE v. 2.3.1 y Artemis v.13.2.0, los cuales presentan una
excelente interfase grafica para buscar regiones conservadas (sintenia) y no
conservadas (especificas) presentes en ambos microorganismos. En la
caracterizacién del contexto gendmico, se encontraron ortdlogos en otros
microorganismos cercanos filogenéticamente, esto se obtuvd a través de Microbes
Online (Dehal et al., 2009). Caracterizacion mediante |la Base de datos (BD) COGs
(Clusters of Orthologous Groups o conjuntos de grupos de ortélogos). Cada COGs
se define como el grupo de tres o mas proteinas, estos han sido desarrollados
mediante la comparacién de todos contra todos de secuencias de proteinas
codificadas en genomas completos secuenciados, usando el programa BLAST. Los

COGs se obtuvieron de la BD MicroScope, MaGe (2006).

3.2.2.2 Identificacidon de rutas metabolicas especificas mediante KEEG entre S.
mutans UA159 y S. sanguinis SK36.

La segunda estrategia (segunda fase) consistié en hacer un borrador de la
reconstruccién metabdlica de las rutas mas relevantes y el mapa global de las vias
para el desarrollo de la competencia en Streptococcus mutans UA159 vy
Streptococcus sanguinis SK36, basado en la anotacién genémica de ambas especies.
Para esto, se necesitd la versién mas reciente disponible de la anotaciéon de ambos
organismos en GenBank, ya que la calidad y fiabilidad de la anotacién genémica es

crucial para la calidad de la reconstruccién metabélica in silico.
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A partir de la anotacion se identificaron las reacciones metabdlicas
catalizadas por los productos de genes de S. mutans y S. sanguinis. Estas se
conectaron usando los numeros de la Enzyme Commission (EC) y bases de datos
de reacciones bioquimicas como las bases de datos: KEGG (Kanehisa et al., 2006),
MetaCyc (Karp et al., 2002) y BRENDA (Barthelmes et al., 2007) obteniéndose una
lista de metabolismos candidatos. Ademas se utilizo el servidor MicroScope (2006).
Para el refinamiento y validacién del modelo metabdlico general se usé el servidor
web: PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed) el cual provee de
informacién experimental en S. sanguinis y S. mutans, ademds de otros

microorganismos cercanos filogenéticamente.

3.2.2.3 Descripcion de un modelo de via se seiializacion celular entre S. mutans
UA159 y S. sanguinis SK36.

En este paso se utilizd el software Artemis v.13.2.0, Microbes Online,
BlastP y Pubmed. Se procedié analizar en el genoma mediante Artemis todas las
posibles proteinas anotadas que participen en procesos de sefalizacidon con ayuda
de Pubmed, estas fueron contrastadas mediante BlastP (Altschul et al., 1997), para
obtener los mejores alineamientos con altas puntuaciéon y se escogid el
alineamiento con el mejor E-value. Ademds se verificd el contexto genético
mediante Microbes online. Las secuencias fueron analizadas en Microscope

(https://genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index). (Tercera fase)
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3.2.2.4 Realizacion de comparacion de proteinas importantes en la competencia
y coexistencia.

Se encontré proteinas de interés en competencia con posible funcion
conocida que presentaron altos porcentajes de identidad y score. Estas fueron de
interés en la investigacidn y se caracterizaron usando herramientas disponibles en

Base de datos en la Web: (cuarta fase).

a.- Relaciones de similitud de Ila estructura primaria Matcher v.6.3.1
(www.ebi.ac.uk/Tools/psa/), predicciones de estructura secundaria PSI-PRED
(Jones, 1999), prediccién de proteinas transmembrana TMHMM v.2.0 (Krogh et al.,
2001), prediccién de motivos Prosite (Hofmann et al., 1999), prediccidon de
dominios Pfam (Bateman et al.,, 2002), MEME (Bailey & Elkan 1994).y sitios de
localizacion de proteinas PSORT (Nakai et al., 1999) prediccidon de la localizacién
subcelular CELLO v. 2.5 (Yu et al., 2006) péptido sefial SignalP 4.0 (Petersen et al.,
2011), ademas ThlasN y BlastP (Altschul et al., 1997).

b.- Se encontraron posibles proteinas ancestrales. Para ello se utilizé analisis
filogenético: Las secuencias de aminodcidos de las proteinas se alinearon con MSA
usando el programa Clustal X v. 2.0 (Thompson et al., 1997), cuya informacion
permitié el disefio del arbol filogenético. Para este propdsito se usé el método de
maxima parsimonia aplicando el modelo de matrix JTT (Jones et al., 1992),
considerando 1000 bootstrap como replicas y omision de gaps. Este andlisis se

realizd usando el programa MEGA v. 5.05. (Tamura et al., 2011).

El analisis filogenético se realizé especificamente de la enzima glutatién peroxidasa
de distintas bacterias. Los cddigos de GenBank de las glutatidn peroxidasa
descargadas de NCBI son:

A001 E. colistr. K-12 substr. MG1655 (NP_416225.1)
B002 Streptococcus sanguinis SK36 (YP_001035467.1)
C003 S. pneumoniae TIGR4 (NP_344850.1)
(
(

D004 Desulfotalea psychrophila LSv54 YP_064268.1)
EO005 Bdellovibrio bacteriovorus HD100 NP_967328.1)
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FO06 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (NP_390073.1)

G007 Shewanella oneidensis MR-1 (NP_717176.1)
HO008 Streptococcus mitis B6 (YP_003446873.1)
1009 Streptococcus gordonii str. Challis substr. CH1 (YP_001450057.1)
J010  Saccharomyces cerevisiae rm11-1al. (NP_012303.1)

En la parte de los anexos se encuentra una figura que muestra las fases del trabajo
realizado (Flujograma: Anexo 04, Figura 17).

3.2.3. Analisis de los datos.

Después de la busqueda de secuencia de proteinas mediante BlastP, y secuencia
de nucledtidos Blastn en la base de datos no redundante (NCBI), cada alineamiento fue
analizado para medir su significancia estadistica. De los alineamientos resultantes
llamados pares de alta puntuacidn (High Score Pairs o HSPs). Se reportaron solo los pares

de alineamientos que obtuvieron una probabilidad menor al pardmetro E- value.

El e-value fue usado para la obtencion de genes o proteinas homdélogas (alta
identidad) en organismos cercanos evolutivamente. E-value llamado valor esperado de
corte, el cual permite definir qué pares alineamientos buenos queremos obtener de
acuerdo a su significacion estadistica. Cuanto menor es el valor del E- value, mas
significativo es un alineamiento. El andlisis fue riguroso y se utilizé un e- value < 10™ o

0.00005.

Ademas las comparaciones de secuencias mediante alineamiento local fueron
medidas con el parametro porcentaje de identidad (P.l.). Para que ser significantes este
valor debe ser >30%. Un valor de E= 0.0 significa 1e-'°. En anexos se deja una lista de los

principales sitios web utilizados en el presente trabajo de investigacion.

Los resultados arrojados por las BDs y software fueron incorporados a una base
de datos en Microsoft Office Excel 2007 y el disefio de figuras en Microsoft Power Point

2007, para su correspondiente descripcién. Se trabajé con un equipo procesador Core I5.
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VI. RESULTADOS

Los resultados del presente estudio fueron divididos en 4 secciones para el mejor detalle:
4.1 Comparacion gendmica de las categorias funcionales COGs, analisis comparativo 4.2
Identificacion de rutas metabolicas especificas mediante KEEG entre S. mutans UA159 y S.
sanguinis SK36. 4.3 Descripcidn y reconstruccidn del sistema de Qudrum sénsing implicado
en la transformacidn genética. 4.4 Realizacion de comparacion de proteinas importantes

en la competencia y coexistencia.

4.1 COMPARACION GENOMICA Y LAS CATEGORIAS FUNCIONALES COGs.

Como primera estrategia se necesitaba conocer cémo es la conservacién general
de los genes en los genomas de S. mutans UA159 (en adelante S. mutans) y S. sanguinis
SK36 (en adelante S. sanguinis). Se analiz6 mediante MAUVE (Figura 02) las dos secuencias
gendmicas, se encontré 137 Bloques Colineares Locales (LCBs) con un peso minimo de
1495pb. Los (LCB) representan puntos de referencia (homologia/ regiones conservadas
compartidas) en los cromosomas analizados. Los LCBs que se encuentran en la misma
ubicacién pero en posiciones superior e inferior unidos por lineas verticales y oblicuas
representan el complemento inverso de la secuencia de ADN de referencia.

Los 137 LCBs con lineas de conexidn (sintenia) entre ambos genomas identifican
la ubicacion de cada LCB ortdlogo en los dos genomas. Regiones con zonas blancas o sin
unién en el LCB indican la presencia de secuencias (ORFs) especificos de cada especie o
con escasa similitud en la secuencias. Ademas se observd que la cadena cromosdmica
comparada entre ambas especies muestran reordenamientos de amplias extensiones de
grupos de ORFs, excepto en las posiciones de las 100 000 pb que coiciden con el origen de
replicacion del ADN en ambos genomas se muestran grupos de secuencias con ortélogos

conservados.
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Figura 02. Bloques colineares locales (LCBs) entre dos secuencias cromosémicas de S. mutans UA159
y S. sanguinis SK36. Representacién de 137 LCBs entre las secuencias cromosdémicas de ADN de las
dos especies, el analisis fue realizado mediante el software MAUVE 2.3.1 con un peso minimo de
1495pb. Se muestra alto reordemaniento, inserciones entre ambos genomas.



Se analizd las zonas marcadas (flechas) en S. sanguinis y se encontrd un grupo de
ORFs que codifican para enzimas de biosintesis de la vitamina B;,, transportadores ABC y
proteinas hipotéticas. (Dato no mostrado). En el lugar marcado con una flecha en el
genoma de S. mutans se encontrd ORFs que le dan resistencia a bacitracina, transposasas,

permeasas y proteinas hipotéticas.

El andlisis gendmico entre ambas especies, consistidé en clasificar los genes
anotados que codifican marcos abiertos de lectura (ORFs) de S. mutans y S. sanguinis, a
través de las categorias COGs (Clusters of Orthologous Groups). Los COGs estan divididos
en 22 categorias, se elabord la tabla 09 (Anexo 01) con los numeros de ORFs de cada
categoria funcional y se realizé un histograma (Figura 03) para comparar las categorias

COGs entre S. sanguinis y S. mutans.

Para S. sanguinis el 78,03% de los ORFs se clasifican al menos en un COG (1857
ORFs/2380) y en S. mutans un 80.39 % de los ORFs se clasifican al menos en un COG (1652

ORFs/2055) (https://genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index), actualizado a agosto,

2013. Los ORFs de cada categoria de ambos microorganismos se muestran en porcentajes
para cada una de las 22 categorias funcionales. Se detallan (Figura 03) cada una de las 22

categorias funcionales de la célula microbiana.

De acuerdo con el andlisis realizado de las categorias COGs (Clusters of
Orthologous Groups). Se analizaron las categorias mas relevantes con respecto al nimero
de genes involucrados. S. sanguinis y S. mutans presentan proteinas con relacién a la
categoria [C], de produccidn y conversidon de energia, por encima del 3.00% de sus
ORFs.Con respecto la categoria [G] Metabolismo y transporte de carbohidratos, presentan
un porcentaje similar cercano al 9.00% de sus ORFs. Con respecto a la categoria [E]
metabolismo y transporte de aminoacidos ambas especies presentan por encima del
14.30% de su ORFs que codifican para proteinas asociadas a esta categoria y respecto a la
categoria [P] Metabolismo y transporte de iones inorganicos presentan ORFs por encima

del 9.00%.
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Figura 03. Las categorias funcionales COGs entre S. mutans UA159 y S. sanguinis SK36. Fueron
analizadas 22 categorias con respecto al porcentaje en el nUmero de marcos abiertos de lectura (ORFs)
de los genes en cada categoria, que son las siguientes: [B] Estructura y dindmica de la cromatina; [C]
Produccidn y conversion de energia; [D] Control del ciclo celular, division celular; [E] Metabolismo y
transporte de aminoacidos; [F] Metabolismo y transporte de nucleétidos; [G] Metabolismo y
transporte de Carbohidratos; [H] Metabolismo y transporte de Coenzimas; [I] Metabolismo vy
transporte de lipidos; [J] Traduccién, biogénesis y estructura ribosomal; [K] Transcripcion; [L]
Replicacion, recombinacidn y reparacién; [M] Biogénesis de la envoltura, membrana y pared; [N]
Motilidad celular; [0] Modificacidon postraduccional y chaperonas; [P] Metabolismo y transporte de
iones inorganicos; [Q] Biosintesis de metabolitos secundarios; [R] Prediccion solo de funcidn general;
[S] Funcion desconocida [T] Mecanismos de Transduccion de sefales; [U]Trafico intracelular, secrecidon
y transporte vesicular; [V] Mecanismos de defensa; [W] Estructura extracelulares. El analisis fue
realizado en el servidor COGs y Microscope (https://genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index).
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4.2 COMPARACION DE LOS MAPAS DE LAS VIAS METABOLICAS ENTRE S. mutans UA159
y S. sanguinis SK36, segun KEEG y MetaCyc.

La segunda estrategia realizé un mapa modelo del metabolismo global en ambos
microorganismos en base a sus posibles proteinas. Se analizaron 183 vias que estan
presentes en el Dominio Bacteria, como las vias metabdlicas y vias de sefializacion a partir
de los mapas de referencia en KEGG y MetaCyc. Ademas con el soporte de revisién

bibliografica en PubMed (http://ncbi.nim.nih.gov/pubmed), se obtuvieron diferencias

entre el metabolismo de S. mutans UA159 y S. sanguinis SK36, para luego realizar el

analisis de las vias mas relevantes.

Las diferencias encontradas a partir del andlisis de los mapas referenciales (Figura
04) se describen para S. sanguinis, el cual presenta vias Unicas. En lo que corresponde a
metabolismo de aminoacidos, se encontré que S. sanguinis presenta genes candidatos
para degradacién de histidina. Otra via hallada Unica en S. sanguinis, fue la biosintesis de
esfingolipidos, junto con la sintesis de glicerolipidos. Se encontraron ademas las rutas del

metabolismo de nucledtidos y metabolismo de porfirinas.

En S. mutans, el analisis (Figura 04), no encontrd rutas especificas ya sean vias
completas o incompletas con sus grupos de genes. Sin embargo se encontraron enzimas
exclusivas de esta especie en color rojo, posiblemente confiriéndole alguna ventaja frente
a su competidor S. sanguinis. Se describen los genes que codifican las enzimas exclusivas
de S. mutans son: Ipk, 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinasa (EC 2.7.1.148), dxs, 1-
deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (EC 2.2.1.7) presente en la biosintesis de terpenoides;
SacB, beta-D-fructosiltransferasa (EC 2.4.1.10), que forma parte del metabolismo de la
sacarosa y el almidoén; pycB, oxaloacetato descarboxilasa, subunidad alfa (EC 4.1.1.3);
Smu264, agmatina deiminasa (EC 3.5.3.12), que pertenecen al metabolismo de prolina y
arginina; Smu2127, succinato semialdehido deshidrogenasa, perteneciente al
metabolismo de glutamato, aspartato y alanina; pckA, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(ATP) (EC 4.1.1.49), presente en la glucdlisis/gluconeogénesis, ciclo de Krebs, metabolismo
del piruvato; Smu139, oxalato decarboxilasa (EC 4.1.1.2) presente en el metabolismo de
glioxilato. Glutamato sintasa smu.365, smu.366 degradacién de la glutamina.
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Figura 04. Prediccion del mapa del metabolismo global que comparten S. sanguinis SK36 y S.
mutans UA159. Las lineas de color azul son las vias metabdlicas que comparten ambos
microorganismos, las lineas verde son exclusivas de S. sanguinis y las lineas rojas fueron exclusivas
de S. mutans en todo el esquema estdn representadas las enzimas y productos intermedios de las
reacciones, el trabajo se realizéo mediante el servidor KEGG (http://genome.jp/kegg/).
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4.2.1 Reconstruccidon y comparacion de la via del metabolismo del piruvato.

La via del piruvato es una via central para la fermentacion de azucares en los
estreptococos. La via fue reconstruida en base a sus genomas, mediante Pubmed, KEGG y
MetaCyc se realizé la reconstruccion del metabolismo del piruvato para ambas especies
(Figura 05). El metabolismo del piruvato es conservado en S. sanguinis y S. mutans, estos
presentan ortdlogos con altos porcentajes de identidad, representado una de sus
principales vias para la degradacién y formacion de energia metabdlica (ATP). Sin embargo
se presentan enzimas adicionales en S. sanguinis que le podrian conferir una ventaja en la

competencia con respecto a S. mutans en la biopelicula dental.

En ambas especies se presentan combinaciones similares de genes que codifican
enzimas involucradas en esta via. Hay diferencias en tres enzimas Unicas en S. sanguinis
SK36, como piruvato fosfato diquinasa (EC 2.7.9.1; SSA1053), fosfoenolpiruvato sintasa
(EC 2.7.9.2; SSA1012) y la piruvato oxidasa (EC 1.2.3.3; SSA0391), las cuales no estan

presentes en S. mutans.

El piruvato proveniente de la via glucolitica puede ser degradado, por medio de la
fermentacion acidolactica como se ha descrito para Streptococcus spp. (Madigan et al.,
2003). La fermentacion acidolactica, se divide en a) fermentacién homolactica a lactato y
b) fermentacion heterolactica produciendo etanol, formiato, lactato y acetato. Estos
procesos ocurren a través de una serie de reacciones en ambas especies cuyo punto de
partida es la transferencia del grupo fosfato del fosfoenolpiruvato al ADP, formandose ATP

y piruvato através de la enzima piruvato quinasa (EC 2.7.1.40).

Se encontro diferencias con respecto a algunos productos génicos en esta via del
metabolismo de piruvato. Radican en que sélo en S. sanguinis el piruvato puede
transformase nuevamente en fosfoenolpiruvato a través de dos enzimas piruvato fosfato
diquinasa (EC 2.7.9.1; SSA1053) y fosfoenolpiruvato sintasa (EC 2.7.9.2; SSA1012). Ademas
S. sanguinis posee otra reaccién alternativa catalizada por la piruvato oxidasa (EC 1.2.3.3,
SSA0391) que acelera la transformacion de piruvato en acetilfosfato, liberandose H,0,
(Figura 05).
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Figura 05. Reconstruccion del mapa del metabolismo del piruvato entre S. mutans UA159 y S.
sanguinis SK36, mediante andlisis de sus genomas. Se muestra los productos intermediarios y
enzimas codificados por los genes presentes en el genoma de S. sanguinis (verde) y S. mutans
(naranja).La reaccidn catalizada por la piruvato oxidasa (EC 1.2.3.3, (SSA0391)) la cual produce H,0,,
le proporcionaria una ventaja competitiva a S. sanguinis contra S. mutans, en la biopelicula dental en
condiciones aerdbicas (0,). Ldh (Lactato deshidrogenasa), pyKF (Piruvato quinasa), spxB (Piruvato
oxidasa), pdhA (piruvato dehidrogenasa E1 subunidad alfa), pdhC (piruvato dehidrogenasa E2), pdhD
(Dihidrolipoamida  deshidrogenasa), adhE (acetaldehido deshidrogenasa), adh (alcohol
deshidrogenasa), acyP (acilfosfatasa), ackA (acetato quinasa), pfl (piruvato formato liasa), eutD
(fosfato acetil transferasa). Para este andlisis se usaron servidores KEGG, BRENDA y MetaCyc.
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4.2.2 Prediccion de la via de utilizacion del glutation en ambas especies.

Se elaboré un mapa comparativo de la via de utilizacién del glutatién (Figura 06),
para S. mutans y S. sanguinis. La biosintesis del glutatién proviene del metabolismo del
glutamato y cisteina. Ambos organismos comparten una enzima anotada como glutatién
reductasa (EC 1.8.1.7) codificada por el gen gor en S. sanguinis y ghsR en S. mutans. En S.
sanguinis también se encontrd una posible enzima glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9; EC
1.11.1.12; COG0386), codificada por el gen basA (SSA1523). Esta enzima se encuentra en
la posicién 1 532 207 — 1 532 680 del genoma de S. sanguinis, el producto del gen basA

consta de 157 residuos de aa.

Comparacion del metabolismo del Glutation

> | Glatatién disulfuro
A
2H,0
2H,0 lipids NADPH
H}
qoi,
EC1.11.19 HasA EC1.11.1.12 pHasA EC1.8.1.7 ghsk
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A

Lsiuamato 8
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5. mutans UA159 y S. sanguinis SK36

5. sanguinis SK36

Figura 06. Comparacion de la via de utilizacion del glutation entre S sanguinis y S. mutans. Se
muestra la presencia del gen basA (SSA1523) que codifica una posible glutatién peroxidasa (EC
1.11.1.9; EC 1.11.1.12) en S. sanguinis y la ausencia de esta enzima en S. mutans, sin embargo se
presenta en ambas especies una posible enzima glutatién reductasa (EC 1.8.1.7). El analisis se
realizdo mediante los servidores MetaCyc y KEGG.



4.2.2.1 Analisis de la posible enzima anotada como glutation peroxidasa:

Se pretendiod dilucidar si la secuencia de animodacidos era conservada
en los sitios cataliticos de la enzima. Por lo tanto se realizé alineamiento
multiple de secuencia (MSA) con microorganismos cercanos filogenéticamente
que presentan la enzima glutatidon peroxidasa y se haya caracterizado. Para
realizar el analisis se extrajé 10 secuencias de glutation peroxidasas de

especies diferentes depositadas en GenBank, (ver Métodos, tercera fase. b).

Se encontré (Figura 7A) aminoacidos altamente conservados (cisteinas
y glicinas) en posiciones del sitio activo de las enzimas del género
Streptococcus. Ademas presenta el dominio GSHPx (PFO0255) caracteristico de
glutatién peroxidasa. Para analizar la conservacion de la enzima glutatidn
peroxidasa en organismos procariontes, se realizdé un alineamiento local de las
secuencias de E. coli str. K-12 substr. MG1655 y S. sanguinis SK36, arrojando
identidad de 41% y similitud de 57.1%. E. coli fue tomado debido que esta
caracterizada su enzima y nos serviria como sustento experimental (Figura
7B).

El mismo procedimiento se ejecutd entre las secuencias de glutatién
peroxidasa (GPXs) del eucariota Saccharomyces cerevisiae versus S. sanguinis,
arrojando identidad de 50% y similitud de 66.5%. Ambos resultados muestran
altos grados de conservacion de la secuencia de esta enzima en organismos
procariontes y eucariontes arrojando que los motivos estructurales son

importantes para su funcién biolégica y enzimatica.
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Figura 07. Alineamiento multiple y alineamiento local de glutatidon peroxidasa EC 1.11.1.9.
(A) Alineamiento multiple de glutation peroxidasa de diferentes especies filogenéticamente
cercanas, las especies de este analisis estdn codificadas (Ver Metodologia), realizado
mediante el software ClustalX v. 2. (B) Alineamiento local, de dos glutatidn peroxidasas de E.
coli str. K-12 substr. MG1655 cddigo A001 y S. sanguinis SK36 B002.. Se usé Matcher v. 6.3.1.
(http:/ ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/).
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4.2.2.2 Analisis filogenético de las secuencias de glutation peroxidasa:

Se realizé en andlisis de como estaban relacionadas evolutivamente las
secuencias de aminodcidos de enzimas glutatidon peroxidasa de microorganismos
cercanos filogenéticamente con respecto a S. sanguinis (B002), se usé como grupo
externo el eucariota S. cerevisae var.rm11-1a 1. El resultado obtenido fue un arbol
filogenético (Figura 08), basado en el método de maxima verosimilitud, usando en
el modelo matrix JTT. Se utilizaron 1000 bootstrap como réplicas, agrupando las

secuencias en 6 grupos.

Los resultados (Figura 08) indican que las enzimas glutatién peroxidasa de
S. sanguinis y S. gordonii (Challis) se ubican en una rama en la cual posiblemente
comparten un ancestro comun y ademads que divergieron hace poco tiempo. Se
podria predecir que esta enzima es homoéloga y posiblemente realicen la misma
funcién con respecto a S. gordoni. En una rama aparecen las cuatro especies del
género Streptococcus donde las ramas indican relacién de la enzima con respecto
a su caracter evolutivo dentro del grupo de Estreptococos mostrandose como un
bloque aparte y formando un linaje que posiblemente divergid de un ancestro
comun con Bacillus subtilis subsp. Subtilis. Algo interesante es que Shewanella
oneidensis se ubica en una rama independiente, significa que la enzima de este
organismo presenta alto grado de divergencia y posiblemente aparecié antes que

los demds organismos analizados durante el proceso evolutivo.
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Arbol filogenético de glutation peroxidasa
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Figura 08. Anadlisis filogenético de la enzima glutation peroxidasa de S. sanguinis con
respecto a otros organismos que presentan la enzima. Se observé a S. sanguinis, dentro del
grupo de los Streptococcus, alejado del grupo externo el eucariota S. cerevisae -rm11-1a 1.
Usamos 10 taxones para el andlisis. El arbol fue generado usando MEGA versién 5.05 (Tamura
et al., 2011). La escala representa el niumero de sustituciones de aminoacidos por sitio en la
cadena peptidica.
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4.3 DESCRIPCION Y RECONSTRUCCION DEL SISTEMA DE QUORUM SENSING: Implicado
en la transformacion genética en S. sanguinis y S. mutans.
4.3.1 Anadlisis y reconstruccion de las proteinas de competencia Com componentes del

Qudrum sensing.

Se anadlizo las proteinas Com involucradas en el sistema de (QS) entre S. sanguinis
y S. mutans mediante alineamiento local con Matcher v. 6.3.1. Se usé los % de identidad y
% de similitud para obtener datos. Los genes anotados fueron contrastados con sus
ortélogos con la especie mas cercana filogenéticamente, Streptococcus pneumoniae cuyos

productos génicos han sido corroborados experimentalmente.

Los resultados (Tabla 01 y Figura 09) indican que las proteinas codificadas por el
operdon comCDE, muestran mediano grado de conservacién. La secuencia aa de la proteina
comC es completamente diferente entre ambos microorganismos. ComX, presenta
notable grado de conservacién, esta proteina tiene como funcién unirse al ARN

polimerasa.

Los genes del operéon comAB, codifican proteinas con una alta conservaciéon
entre S. mutans, sin embargo S. sanguinis no presenta estos transportadores tipo ABC,
esta funcién podria ser llevada a cabo por otro tipo de transportadores del tipo ABC. No se
reconocid ninguna proteina anotada ComA y ComB en S. sanguinis que presente un
ortélogo en S. pneumoniae. En S. mutans presenta la proteina ComB pero no presenta

homoélogos.

Respecto a los genes del operén comYABCD, codificantes de proteinas del locus Y
en ambas especies, presentan un alto grado de conservacién en las secuencias
aminoacidicas. Ademdas el operdn comEABC, codifica proteinas con alta identidad,
posiblemente presente dominios estructurales y funcionales conservados que son

importantes para el sistema de transformacién genética en ambos microorganismos.
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Tabla 01. Comparacion de las secuencias de proteinas de la competencia Com involucradas en la
formacién del sistema de Qudrum sensing de S. sanguinis y S. mutans, caracterizados

molecularmente en S. pneumoniae D39.

Gen Locus Génicos Gen A’ B® C

Pl PS Pl PS Pl PS
ComX SPD0014/SSA0016/ SMU1997 ComX 47.44% 68.59% 46.00% 66.00% 49.67% 71.24%

ComC SPD2065/55A2394/SMU1915 Com(C 0% 0% 44.40% 58.30% 0% 0%
ComD SPD0469/SSA2379/SMU1916 ComD 27.68% 51.87% 40.80% 60.70% 44.27% 64.80%
ComE SPD0468/SSA2378/SMU1917 ComE 39.11% 60.08% 54.20% 72.50% 66.40% 86.80%
ComF SPD2035/SSA1836/SMU0498 ComF 58% 76.33% 59.60% 76.50% 47% 67.12%
CglA SPD1863/5SSA0184/SMU1987 ComYA 65.92% 80.71% 65.90% 80.10% 75.08% 87.22%
CglB SPD1862/SSA0185/SMU1985 ComYB  62.06% 77.66% 57.30% 75.80% 68.86% 85.47%
CglC SPD1861/SSA0186/SMU1984 ComYC  68.57% 84.76% 62.70% 76.50% 63.55% 75.70%
CglD SPD1860/SSA0187/SMU1983 ComYD  48.84% 72.09% 49.20% 71.10% 58.27% 75.59%
SPD2034/SSA1835/SMU0499 ComFC  50.68% 68.49% 43.90% 58.80% 46.58% 67.12%
Deaminasa SPD0648/SSA1497/SMU1849 ComEB  54.17% 70.14% 51.90% 71.40% 87.74% 94.84%
CelA SPD0843/SSA0715/SMU0625 ComEA  46.96% 64.78% 42.20% 62.70% 50.88% 70.35%
CelB SPD0844/SSA0716/SMU0626 ComEC  54.30% 71.10% 49.70% 69.20% 56.49% 75.37%
ComA SPD0049/SSA1100/SMU0286 ComA 29.10% 67.40% 64.90% 83.70% 31.50% 54.70%

ComB SMU0610 ComB 0% 0% 0% 0% 0% 0%

A®: Alineamiento de S. sanguinis /S. mutans

B®: Alineamiento de S. pneumoniae/S. mutans
C“:Alineamiento de S.pneumoniae/S. sanguinis
Alineamiento local realizado en Macther, Pl: porcentaje de Identidad ; PS: porcentaje de Similitud.
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Figura 09. Histograma del andlisis comparativo de las secuencias de proteinas Com
involucradas en el Sistema de Qudérum sensing entre S. sanguinis y S. mutans. BlastP
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) mediante Matcher v.6.3.1.
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4.3.2. Descripcion del modelo del sistema de Qudrum sensing (QS) en S. sanguinis y S.
mutans en la biopelicula dental.

Realizado el andlisis de las posibles proteinas involucradas en la competencia se
procedid a describir el sistema de QS (Figura 10), en ambos microorganismos basados en
el modelo de la bacteria S. pneumoniae de las proteinas validadas experimentalmente en

esta especie.

El desarrollo de la competencia genética natural es mediado a través del sistema
de Qudrum sensing (Cvitkovitch et al., 2003). La via regulatoria se inicia con sefiales
causadas por péptidos estimulantes de la competencia (CSP) en el medio extracelular,
este deriva desde un pre-péptido (CSP) codificado por el gen comC (SSA2394/SMU1915).
Luego es exportado al exterior de la célula a través de un transportador tipo ABC con

unién a ATP, codificado por los genes comA (SSA1100/SMU0286) y comB (SMU0287).

El CSP en el medio extracelular es detectado a través del Sistema regulador de
dos componentes (TCS), compuesto por una proteina histidina quinasa que se
autofosforila en un residuo de histidina, la cual es codificada por el gen comD
(SSA2379/SMU1916). La proteina reguladora de respuesta, la cual recibe un grupo fosfato
en un residuo de aspartato es codificada por el gen comE (SSA2378/SMU1917). La proteina
ComE regula la expresién del gen comX (SSA0016/SMU1997), cuyo producto es un factor

sigma el cual se une a la ARN polimerasa.

La ARN polimerasa junto al factor sigma ComX se adhiere a la caja com, este
complejo reconoce especificamente la secuencia TACGAATA, caja presente en genes
tardios, los cuales son requeridos para sintetizar proteinas de competencia para la

internalizacion del ADN extracelular que se encuentra en el biofilm (biopelicula) dental.

34



En ambos genomas se encontrd el locus Y donde se encuentra la disposicion un
grupo de genes comYA (SSA0184/SMU1987), comYB (SSA0185/SMU1985), comYC
(SSA0186/SMU1984), comYD (SSA0187/SMU1983). Estos genes codifican proteinas que
presentan regiones con hélices transmembrana posiblemente se ubiquen en la pared y

membrana celular. Sus ortologds a estos genes en S. pneumoniae serian CglABCD.

Los genes comEA (SSA0715/SMU0625) y comEC (SSA0716/SMU0626), también
codifican proteinas que muestran regiones con hélices transmembranales y estarian
ubicadas en la membrana citoplasmatica. El gen comEB (SSA1497/SMU1849) codifica una

posible proteina deaminasa.

Los ortélogos de los genes comEAC en S. pneumoniae son los genes CelAB, ComF.
Se predice que éstos forman un complejo proteico en forma de un poro o tubo que
atraviesa la pared y la membrana celular para la captacion e internalizacién del ADN. En el
biofilm se da la competencia entre especies interespecificas que internalizan el ADN que
se encuentran en el medio debido posiblemente a procesos de lisis celular causados por

H,0, 0 de mutacinas.
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Reconstruccion del Sistema de Quoérum sensing en S. sanguinisy S. mutans.

Figura 10. Modelo propuesto para la transformacion genética mediada por el sistema de Quérum
sensing en S. sanguinis SK36 y S. mutans UA159. Se usé como soporte y modelo secuencias de
proteinas caracterizadas y validadas molecularmente en S. pneumoniae involucradas en la
competencia. Los detalles son descritos en el texto 4.3.2. Analisis realizado mediante BlastP vy
MicroScope (https://genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index).
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4.4 COMPARACION DE PROTEINAS IMPORTANTES EN LA COMPETENCIA Y COEXISTENCIA

ENTRE S. sanguinis y S. mutans.

4.4.1 Analisis de los complejos enzimaticos ATPasas (tipo F — V) en S. sanguinis

SK36 y S. mutans UA159.

La fosforilacidon oxidativa de ambas especies presenta el sistema de ATPasas
tipo F, que es comun en bacterias. Los operones unc y atp fueron caracterizados
(Tabla 03) mediante MicrobesOnline (http://microbesonline.org/) la disposicién de
los genes en el genoma de S. sanguinis y de S. mutans y su relacidn con organismos
cercanos filogenéticamente que presentan este sistema de ATPasa-F. Se encontré en
S. sanguinis que este sistema es codificado por el operdn unc el cual contiene 8
genes SSA0782 - 0789. En S. mutans se presenta el operdn atp que contiene
también 8 genes SMU 1527- 1534. Todos los genes presentan dominios conservados
del sistema de ATPasas-F. También se compard la identidad de los 8 ORFs contenido
en los respectivos operones (Tabla 02) y su organizacion (Figura 11) del contexto
gendmico relacionados con E. coli. E.coli presenta 9 genes para codificar el sistema
de ATPasas-F entre ellos el gen atpl, que no se encontrd en el genoma de S. mutans

ni de S. sanguinis.

Ademas se encontrd el operdn ntp, que presenta 8 genes anotados como
ntpA, ntpB, ntpC, ntpD, ntpE, ntpG, ntpl, ntpK (SSA0085-0093) presentes en el
genoma de S. sanguinis que podrian codificar posibles proteinas estructurales de la
enzima ATPasa vacuolar, sin embargo estos posibles genes estan ausentes en S.
mutans (Tabla 03). Se detallan las caracteristicas de la enzima ATPasa-V de S.
sanguinis, con sus codigos EC, nimeros de aminoacidos por proteinas y cédigos

Pfam encontrados.
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Tabla 02. Comparaciéon de la identidad de la enzima ATPasa-F presente en ambas especies
expresado en porcentajes de identidad y similitud.

ORFs . % identidad % similitud
Subunidad atp unc
SSA SMU S. mutans
SSA0783 SMU1533 A G B 53% 66%
SSA0782 SMU1534 C H E 59% 69%
SSA0784 SMU1532 B F F 47% 63%
SSA0785 SMU1531 A E H 35% 48%
SSA0786 SMU1530 A D A 85% 90%
SSA0787 SMU1529 r C G 65% 76%
SSA0788 SMU1528 B B D 90% 94%
SSA0789 SMU1527 E A C 66% 81%
Tabla 03. Enzimas ATPasas F presente en ambos genomas. Ademas S. sanguinis presenta

posiblemente un grupo de genes alternativo de ATPasa-vacuolares.

ATPasa tipo- V (Procariota)

Subunidades
Operén ntp

S. sanguinis

EC
Aminodcidos
Dominios Pfam

| K
ntpl ntpK
SSA0085 SSA0086
3.6.3.14 3.6.3.14
651 159
PFO1496 PF00137

E
ntpE
SSA0087
3.6.3.14
196

c
ntpC
SSA0088
3.6.3.14
207
PF01813

F
ntpG
SSA0089
3.6.3.14
106
PF01990

A
ntpA
SSA0091
3.6.3.14
623
PFO0006
PFO0306
PF02874

B
ntpB
SSA0092
3.6.3.14
464
PF02874
PFO0006
PFO0306

D
ntpD
SSA0093
3.6.3.14
207
PFO1813

Se caracterizd el posible operéon ntp (Figura 12) mediante

MicrobesOnline

(http://microbesonline.org/), la disposicion de los genes en el genoma de S. sanguinis y su

relacion con organismos cercanos filogenéticamente que también presentan este enzima

ATPasa-V. La disposicion y el nimero de genes para este enzima ATPasa, es similar

(ortélogo) a S. gordonii (Challis). Es interesante la disposicion conservada en ambos

genomas del gen SSA0090, cuyo producto es una enzima acetiltransferasa, posiblemente

con la funcion de acetilacién importante.
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Figura 11. Organizacién gendmica propuesta para los operén unc y atp de S. sanguinis y S
mutans. Comparacién de la organizacién de los genes anotados en el genoma de Streptococcus
mutans, involucrados en la formacién de la ATPasa-F respecto a genes ortdlogos presentes en
otros microorganismos cercanos filogenéticamente. En circulo rojo se indica el gen atp/ Datos
obtenidos con Genome Browser de MicrobesOnline (http://microbesonline.org/).

Organizacion genamica del posible operon ntp: “ATPasa-Vacuolar”
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Figura 12. Organizacion genomica propuesta para el posible operdn ntp de S. sanguinis SK36.
Comparacion de la organizacion de los genes anotados en el genoma de S. sanguinis,
involucrados en la formacidon de la ATPasa Vacuolar (tipo V), respecto a genes ortélogos
presentes en otros microorganismos cercanos filogenéticamente. Datos obtenidos con Genome
Browser de MicrobesOnline (http://microbesonline.org/).
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4.4.2 Analisis del regulador transcripcional CcpA entre S. mutans y S. sanguinis.

La proteina A del control del catabolito, codificada por el gen ccpa es un
regulador transcripcional esencial en bacterias. Se encontré que el gen estd ubicado en el
locus SSA1576 de S. sanguinis y tiene una longitud de 1005 pares de bases, la proteina
funcional contiene 334 aa. Con respecto a S. mutans, presenta también el gen ccpa
ubicado en el locus Smu.1591, tiene una longitud de 1002 pares de bases y codifica una
proteina funcional que contiene 333 aa, ademas ambas especies presentan el dominio
PF00356 de la familia Lacl y presenta el dominio PFO0532 de union al periplasma donde

funciona como receptor para quimiotaxis y transporte de algunos azucares (UNIPROT).

Se realiz6 un alineamiento local entre las dos secuencias de aminoacidos de S.
sanguinis y S. mutans mediante Matcher arrojando identidad de 78.40% y similitud de
90.40%, con alto score (puntuacién), lo cual sugiere que serian homoélogos y proceden de

un ancestro comun cercano.

Ademas se realizé (Figura 13) un alineamiento multiple de secuencia (MSA) con las
secuencias de aminodcidos de la proteina CcpA de S. sanguinis, S. mutans y otras especies
de estreptococos. Se reconocié el motivo HTH, siendo la regién a través de la cual CcpA se
une al ADN, confiriéndole su funcion molecular. Este motivo se encuentra en el extremo N
terminal de la proteina, que presenta regiones muy conservadas en los estreptococos

analizados.

40



>
3
»
>
>
+1
»
»

[ [Spectexsd wlalalafalafa]a]a] [a]a]a]a]a]a]a]a]a]a]a]a]a] [s]a]s .|a -
1. SoviO pt 1% VA ABVEMARYV vV v VILEBV I L. AV A LA
2. Smiia x: vallEaBvEvuaBv BBV v v v v Bl Bx avalfca
3. San06 M 1 vallllaBv BualivERv v v v v N avallliea
d. Swa09 p 1¥Bva £ty U4 TN 1 vv v viv L% AV A LA
5. Soriipm t¥BvalBABvEualvERY vV v " vi v L BxEENAvalBL AN
G. Sgo00 M 1¥BvalliaBvEualivERvv R v vi v . ¥ avalliit.al
7. Spy0i M [T I¥DVAREAGVSHMATVSRUVHGHKNVKENTRKKVLEVIDRLDYRPNAVARGLA S
0. Sayid M ITIVYDVAREAGVSMATVSE RVVNGNKNVKENTRKKVLEVIDRLDOYRENAVARGLAS
9. Seqo2 M ITIYDVAREAGUVSHMATVS RVVNGHKNVKEN T RKKVLEVIDRLDYRENAVARGLAS
10. Sagly ITI¥YDVARNAGVSHMATVS RVVNGHKNVKENTRKKVLEVIDRLDYRUNAVARGLA S
11. SinodM ITI¥YDVAREAGUSMATVS RUVHGHKHVKENTRKKVLEVIDRLDYRPHAVARGLA S
12. Sanot ITIYDVAREAGUVSMATVS RUVHGHKNVKENTREKKVLEVIDRLDOYRPNAVARGLAS
13. Smuo ITI¥DVAREAGVSMATVSRVVNGHKNVKENTRKKVLEVIDRLDYRPHAVARGLAS
[[1a. sSeno’m ITINDVAREAGVSMATVE RVVNGHKNVEKENTREKVLEVIDRLOYRENAVARGLAS
——‘—'—___-—
-'-—-——_‘
- ______.____..——-
J—
7 61 ——

! .8 | P .. N M

iDominio H-T-H | Dominio proteina de union periplasmica

| )

VYDVAREAGVSMATVSRVVN

T H >

C<CCSCC<SSS<SK

wlalafafafala]a][a]a[a]a]a]a]a][a]a]a]a]a] [+]~

vV I
vV I
ALAUR S
vV
vV
vV I
vV I
vV
Vv
vVvI
vV I
vVvI
VAR
vV I

Motivo HTH de CcpA en S. sanguinis SK36.

Figura 13. El alineamiento multiple de secuencia (MSA) de la proteina CcpA en especies del

género Streptococcus. Se visualiza el dominio H-T-H de 55 residuos, este se une al ADN en el
surco mayor. El andlisis fue realizado en MEGAS y Clustal X v. 2.0 (Thompson et al., 1997).

La regulacién transcripcional dependiente de CcpA se efectla a través del

reconocimiento de regiones consenso llamadas regiones cre que estan corriente arriba de

los genes blanco (Lulko et al., 2007). Por lo tanto, se utiliz6 la BDs Regprecise

(http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/) la cual predice qué genes presentan estas regiones

cre en su secuencia.

Se encontré que CcpA regula cerca de 69 genes en S. mutans y alrededor de 154

genes en S. sanguinis. Se muestran (Tabla 04) las similitudes y diferencias del nimero de

genes regulados por CcpA en ambas especies en base a sus categorias COGs, siendo C, Ey

G las categorias que presentan la mayoria de los genes regulados por CcpA en ambos

microorganismos.
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http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/

Tabla 04. Numero de genes regulados por la proteina CcpA entre S. sanguinis y S. mutans, segun

Regprecise.
Categorias COGs SSAy SMU SSA SMU

[C] Producciony conversidon de energia 5 15 3
[E] Metabolismo y transporte de aminoacidos 1 15 0
[H] Transporte y metabolismos de coenzimas 1 3 2
[J] Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis 2 1 1
[K] Transcripcién 5 3 2
[G] Metabolismo y transporte de carbohidratos 20 58 8
[F] Metabolismo y transporte de nucleétidos 0 5 1
[M] Biogénesis, envoltura de la membrana y pared celular 0 1 0
[ Metabolismoy transporte de lipidos 0 1 0
[L] Replicacién, recombinacidn y reparacién 0 0 2
[O] Modificacion postraduccional y chaperonas 0 0 3
[P] Metabolismo y transporte de iones inorganicos 0 0 1
[Q] Biosintesis de metabolitos secundarios 0 0 1
[R] Prediccién de funcion general Unica 0 8 5
[S] Funcion desconocida 0 5 2
[T] Mecanismos de Transduccidn de sefales 0 4 0

Total 34 119 31

Ademas se encontré (Tabla 04) que S. sanguinis y S. mutans comparten 20 genes

en comun para funciones similares relacionados al metabolismo y transporte de

carbohidratos [G] estos son regulados por CcpA, en esta categoria también se presentan

58 genes diferentes que son regulados por CcpA en S. sanguinis y en S. mutans

Unicamente presenta 8 genes diferentes regulados por CcpA.

La categoria [C] correspondiente a produccidon y conversion de energia ambos

comparten 8 genes en comun, ademas 15 genes diferentes se presentan en S. sanguinis vy

3 genes con funciones diferentes en S. mutans. La categoria [E] metabolismo y transporte

de aminoacidos presenta 15 genes regulados por CcpA en S. sanguinis, se presentan 1 gen

en comun en ambas especies y ademas no se presenta genes Unicos regulados en S.

mutans.
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También se analizé cada uno de los genes regulados por CcpA para conocer en
cuales vias metabdlicas participan, usando los servidor Regprecise, Microbes Online y
KEGG. Se encontré (Figura 14) en S. mutans, que CcpA regularia genes que codifican
proteinas que participan en vias del metabolismo central y periférico del carbono,
metabolismo de pirimidinas y purinas, metabolismo de glicerolipidos y de los aminodcidos
alanina, aspartato y glutamato, ademas CcpA podria regular genes que codifican para el
complejo ATPasa tipo FoF; los sistemas de transporte tipo ABC y sistema de transporte

PTS.

En S. sanguinis, CcpA regularia genes que participan en vias metabdlicas
semejantes a las de S. mutans UA159, pero ademas presenta otras rutas adicionales como
metabolismo de glicerofosfolipidos y metabolismo de aminoacidos glicina, serina,

treonina, arginina y prolina (Figura 14).
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Figura 14. Comparacion de las vias metabodlicas reguladas por CcpA en S. mutans y S.
sanguinis. El grafico es un modelo de las vias que son reguladas mediante union de CcpA a
regiones cre de los genes rio arriba (elementos de regulacién sensibles) Microbesonline
(http://microbesonline.org/).
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4.4.3 Analisis de posibles proteinas con actividad antibacteriana.

4.4.3.1 Busqueda de proteinas con actividad serina proteasas en S. sanguinis.

Se realizé la busqueda mediante el programa BlastP de un posible ortélogo a la
proteina Challisina de S. gordonii Challis hallada en Pubmed con actividad proteolitica
contra péptidos estimulantes de la competencia (CSP) de S. mutans, encontrandose un
ortdlogo en GenBank (Gl: 157151605) la secuencia de la proteina extraida arrojo un
ortélogo con significante puntuacién, presentando identidad de 75.40%, dicho gen
anotado fue prtS ubicado en el locus SSA1882 de S. sanguinis SK36 que codifica una
posible serin proteasa (subtilisina). Este gen presenta una longitud de 4521 pb con un

producto de 1506 aminodcidos.

Se encontré (Tabla 05) que las secuencias de proteinas que se obtuvo a través de la
busqueda en BlastP con significante score (puntuaciones) en microorganismos del género
Streptococcus muestran elevado porcentaje de identidad y similitud con la secuencia de
prtS de S. sanguinis. El andlisis de las secuencias mostré significante puntuacidn entre las
proteinas sgc (SGO0566) de S. gordonii Challis y prtS (SSA1882), presentando % de identidad
de 75.40y % de similitud de 85.80 sugiriendo que estas proteinas comparten homologia 'y
podrian derivar de un ancestro comun, presentando motivos estructurales y funcionales
conservados en ambas proteinas. Se buscé mediante la misma estrategia con el servidor
BlasP una posible proteina ortéloga a Challisina en S. mutans, pero no se encontré. Sin
embargo se hallaron bacteriocinas detalladas mas adelante.

Tabla 05. Alineamiento de las secuencias de proteinas serin proteasas en el género Streptococcus
sp. mediante Matcher v.6.3.1.

Especies Locus génico Longitud aa % 1. % S.
S. sanguinis | S. gordonii Challis SSA1882 SGO0566 1506 1513 75.40%  85.80%
S. sanguinis / S.termophilus LMD-9 SSA1882 STER0846 1506 1618 44.50%  60.90%
S. sanguinis / S. mitis B6 SSA1882 SMI1398 1506 1699 54.70%  71.60%
S. sanguinis [ S. gallolyticus UCN34 ~ SSA1882 GALLO0748 1506 1573 44.70%  62.20%
S. sanguinis [ S. suis P1/7 SSA1882 SSU0757 1506 1585 44.60% 61.30%
S. sanguinis | S. pyogenes M1 GAS SSA1882 SPy0416 1506 1647 38.40%  55.80%

45



4.4.3.1.2 Localizacion celular de la serin proteasa (PrtS).

Se realizd un andlisis mas exhaustivo de la posible proteasa PrtS, el criterio
fue la busqueda de su localizaciéon subcelular y evaluarla con criterios de alta

significancia estadistica (fidelidad).

En la tabla 06 se muestran datos procedentes del servidor CELLO
(http://cello.life.nctu.edu.tw/), que predice la localizacién subcelular de proteinas.
PrtS (SSA1882) presenta el mayor valor de 3.404 y Sgc (SGO0566) presenta un
valor de 2.976, arrojandd que estas proteinas estan localizadas extracelularmente
en S. sanguinis y S. gordonii. El servidor PSORTb (http://psort.org/psortb/) predijo
qgue la proteina PrtS con 96% de confiabilidad y valor de fiabilidad 9.39, se
encuentra en la pared celular y similar localizacién arrojé para la proteina sgc de S.

gordonii.

Se uso el servidor SignalP 4.0 (http://cbs.dtu.dk/services/SignalP/), para
predecir péptidos sefial, (Tabla 06). La proteina PrtS se cliva en las posiciones 33-34
con valor de puntuacién 0.804 y en Sgc se cliva en la posicién 34-35, presentando
valor de puntuacion 0.769. De acuerdo a la prediccidn realizada en las secuencias
de aminoacidos de las proteinas de S. sanguinis y S. gordonii, probablemente
atraviesan un proceso de clivaje liberandose el péptido sefial, transportandose al

espacio extracelular del microorganismo.

Tabla 06. Analisis de localizacidn celular de sgc y PrtS mediante CELLO, PSORTb y SignalP.

CELLO PSORTb SignalP
Localizaciéon PtrS Sgc PtrS Sgc PtrS Sgc
Valor significante Péptido seial
Extracelular 3.404 2.976 0.61 0.61 - -
Membrana 0.88 0.0 0.0 0.0 - -
Pared celular 0.522 0.0 9.39 9.40 - -
Citoplasmatica 0.195 0.146 0.0 0.0 - -
Periplasmatica 0.0 0.575 0.0 0.0 - -
Valor Significante - - - - 0.804 0.769
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4.4.3.2 Analisis de posibles bacteriocinas de S. mutans UA159.

Mediante el programa Artemis se buscé posible bacteriocinas (mutacinas)
en el genoma de S. mutans UA159, la busqueda consistié en buscar péptido con
medidas menores de 100 aa que presenten el motivo -GG- en la secuencia de
aminoacidos de los péptidos encontrados, este motivo esta presente en pre-

péptido comC.

Se encontré (Tabla 07) 14 posibles bacteriocinas candidatas en el genoma
de S. mutans UA159, se analizd con el programa BlastP, para evaluar la identidad,
score y e-value. Los datos arrojan altos hits, significante identidad por encima del
75% y los e-value también son significantes por encima de 1e ™™ esto fue un buen
criterio para escoger los homdlogos de estas proteinas que se encuentran en
Streptococcus del grupo mutans, se encontré que S. macacae, S. ratti y otras cepas

de S. mutans que presentan similares proteinas mutacinas.

Tabla 07. Posibles mutacinas con motivo -GG- ubicadas mediante software Artemis en el genoma
de S. mutans UA159.

Hits/Bacteria locus % Identidad e-value Score Aminoacidos  CELLO
S. mutans smu.150 91% 7 e-36 135 67aa 3.152
S. mutans smu.151 99% 2e-42 143 78aa 3.877
S. mutans smu.283 88% 7 e-37 128 72aa 2.621
S. macacae smu.299c 79% le-33 120 72aa 4.499
S. mutans N29 smu.423 89% 4 e-38 132 76aa 3.495
S. ratti smu.1882c 77% 1le-57 184 117aa 4.202
S. macacae smu.1889c 85% 7 e-35 124 88aa 3.089
S. mutans smu.1892c 98% le-34 122 6laa 2.994
S. macacae smu.1895c 96% le -28 106 53aa 2.174 *
S. macacae smu.1902 96% 2e-25 97.4 47aa 2.091*
S. mutans A19 smu.1903 99% 4e -24 94.7 50aa 2.971*
S.mutans NN20  smu.1905 95% le-33 119 62aa 3.451
S. mutans smu.1906 83% le-19 84.3 70aa 3.319
S. ratti smu.1914 86% 6e -32 116 76aa 3.495

(*) Bacteriocina citoplasmatica.
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Las posibles bacteriocinas presentan pequefias secuencias con un promedio de 60
aminodacidos. Ademads se analizd con el servidor CELLO, arrojando que las proteinas se
exportan al exterior de la célula bacteriana, con puntajes por encima del 3.00 indicando
que los resultados son significantes, sin embargo en la tabla se muestra el simbolo (*)
indicando que esas proteinas estarian localizadas en el citoplasma. Segln el andlisis
posiblemente serian homdlogos a ComC (smu.1895c, smu.1902, smu.1903) presentarian
actividad estimulante de la competencia. Estos resultados que arrojé BD CELLO son en

base a la composicidn de los aminodacidos de su secuencia.

Ademas las secuencias de las posibles bacteriocinas se enviaron al servidor SignalP
y arrojé que ninguna bacteriocina es péptido sefial. Se analizé las 14 secuencias en la BD
MEME v.4.9.0, la BD permite conocer el motivo que se conversa en las secuencias de
bacteriocinas y observar el motivo -GG- que se conservan en las secuencias analizadas,
este motivo le permitiria ser exportado al exterior por transportadores tipo ABC. Este
motivo presenta significancia con E- value: 19 et presentando aminodacidos con el

dominio GG para exportase y ejercer su probable efecto proteolitico.

[ PEPTIDO LIDER ] [ MADURO ]
Name Start p-value Sites
smuls0 1 4.84e-26 MDTQAFEQFDVMDSQTLSTVE KVSGGEAVAA
smu423 1 2.98e-23 MNTQAFEQFNVMDNEALSAVE GRGWNCAAGI
smul8s5 1 1.50e-22 MNTQKLNQFETMDTETLATIE MTWAEIGAIV
smu.1906 1 2.09e-22 MNT VLEQFDVMDSQV SAIE GCSWKGADKA
smu299 1 2.30e-21 MNTEKMMEQFETMDAETLS VT GLYDGANGYA
smul889 2 3.78¢-21 M MNTRTLEQFDAMDVDMLAAVE NWGQCIVGTG
1 8.40e-19 MDTMAFENFDEIDMN LASIE FDVKGVAASY
1 9.90e-16 MKCQAFEDFKATSLNKLS'TT ATDGEITANR
3 8.44e-14 MK TQTEIWKRFEALDTADLAIIOQ SENIARFAAA

smu283
smul882
smul892

‘MyTeerEcFexMD sl R-YE

Figura 15. Alineamiento multiple (MSA) incompleto de posibles bacteriocinas (mutacinas)
de S. mutans UA159. Motivo -GG- para la exportacién al exterior, ademas la conservacién de

la zona del pre-péptido y los mayores e-value con significancia. Realizado en MEME.
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Figura 16. Esquema del Modelo predictivo de la coexistencia. Con respecto a las proteinas
analizadas (in silico) entre S. mutans y S. sanguinis. El grafico indica la coexistencia de S.
mutans en un mismo tiempo y espacio siendo determinada por péptidos antibacterianos
como las mutacinas que se activan por CPS productos del gen comC, estos actuan a nivel
de membrana de S. sanguinis, y como reaccion S. sanguinis produciria la proteasa prtS, que
actuaria inactivando los CPS de S. mutans, este mecanismo seria usado para poder
coexistir ambos microorganismos. El regulador CcpA presenta un rol fundamental sin
embargo, actiua a nivel de distintas redes reguladoras en ambos microorganismos,
regulando el sistema ATPasa-F que regula los iones H' y los sistemas de transporte (PTS)
importante en la captacion de azucares en el medio extracelular. El gen basA codificaria la
enzima glutation peroxidasa (GPXs) protegiendo del H,O, producido por esta misma
bacteria (S. sanguinis), producto del metabolismo fermentativo.



V. DISCUSION

La gendmica es la rama mas reciente de la biologia que emplea estrategias
basadas en comparacion. Los avances tecnoldgicos en el secuenciamiento del ADN han
resultado en la generacién de un gran conjunto de datos de informacién de las secuencias
gendmicas. Estrategias basadas en gendmica comparativa de multiples cromosomas de
especies filogenéticamente distintas, proporcionan huellas acerca de las presiones
selectivas que regulan a grupos de genes. La gendmica puede ofrecer respuestas sobre los
mecanismos de la evolucidn, variacién fenotipica y del material genético externo a través

de la transferencia genética horizontal. (Nobrega & Pennacchio, 2003).

En el presente estudio de investigacion se analizd6 dos genomas provenientes de
microorganismos de biofilm (biopelicula) dental siendo Streptococcus sanguinis SK36 y
Streptococcus mutans UA159, se plantedé un enfoque gendmico comparativo a través de
herramientas bioinformaticas (in silico) para explicar y predecir por qué y cémo se

realizaria esta competencia y coexistencia en ambos microorganismos interespecificos.

La metodologia usada por Valdés et al., 2003, fue el modelo de soporte para el
presente estudio. Se incluyé el analisis filogenético y la prediccién de COGs (Clusters of
Orthologous Groups), siendo grupos de agrupaciones de ortélogos. Ademas el analisis de
las proteinas de mayor importancia para que se establezcan la competencia y coexistencia

de S. mutans y S. sanguinis se discuten a continuacion.

El antagonismo de S. sanguinis y S. mutans a nivel ecoldgico ha sido ampliamente
documentado (Kreth et al., 2005, 2008). Se desarrollaron varios estudios celulares in vitro
a través de ensayos microbioldgicos, bioquimicos y genéticos para el analisis mas definido
de la competencia y la convivencia entre ambos microorganismos. (Kuramitsu et al., 2007)
A través de estos estudios se concluye que la competencia se establece por presencia de

mutacinas de S. mutans y la produccién de H,O, por S. sanguinis.
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En el presente analisis (Figura 02) a través de MAUVE software de gendmica se
encontré 137 LCBs en diferentes posiciones dentro del genoma, resultados que indican
gue estos genomas podrian haber presentado eventos de inversién cromosémica,
recombinacién y eventos de transferencia genética horizontal. Segun el analisis se
presentan enzimas transposasas, secuencias de insercion (IS), posibles genes de virulencia
insertados y grupos de genes hipotéticos. Todos los elementos del genoma, podrian
provenir posiblemente de eventos de transformacién genética ubicados dentro de las
secuencias cromosémicas, que podrian equipar a estos microorganismos para mantener
su nicho ecoldgico en la placa dental frente a sus competidores y ademas escapar de la
defensa del huésped. Este dato se relaciona con el estudio de Maruyama et al., (2009)
quienes indican que en un analisis de gendmica comparativa en dos cepas de S. mutans se
encontré que la diversidad gendmica presentaba elementos transponibles, como
secuencias de insercidn (IS). Ademas en zonas especificas de la cepa se encontré sistemas
de restriccion/modificacién y sistemas para el transporte y sintesis de péptidos
antimicrobianos. Maruyama et al., (2009) concluyen que la infeccion por fagos no es

necesario para la adquision de nuevos genes.

De acuerdo con el andlisis (Figura 03) realizado de las categorias COGs (Clusters of
Orthologous Groups). S. sanguinis y S. mutans presentan proteinas en comun con
respecto a la categoria [C], de produccidn y conversidon de energia, por encima del 3.00%
de sus ORFs. Con respecto a la categoria [G] Metabolismo y transporte de carbohidratos,
presentan un porcentaje similar cercano al 9.00% de sus ORFs. Estos datos son
consistentes con el estudio realizado por Xu et al., (2007) donde indican que S. sanguinis
aparentemente podria utilizar una amplia gama de carbohidratos para su supervivencia.
IdentificAandose mas de 50 posibles transportadores de carbohidratos, incluyendo enzimas
del sistema fosfotransferasa especificas para el transporte de la glucosa, fructosa, manosa,
celobiosa, glucdsidos, , lactosa, trehalosa, galactitol y maltosa. Por lo tanto, esta bacteria
posiblemente posee un robusto sistema para la generacidn de energia por fermentacién

de azucares y otros carbohidratos siendo similar a S. mutans.
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Este resultado de las categorias COG [C] y [G] son consistente debido a que S. sanguinis y
S. mutans presentan juegos de genes homadlogos similares reflejando que ambas especies
comparten un mismo nicho oral siendo este un ambiente rico en azucares (Ajdic et al.,

2002).

Con respecto a la categoria [E] metabolismo y transporte de aminoacidos ambas
especies presentan proteinas por encima del 14.30% de sus ORFs totales, indicando que
ambos presentan la capacidad de utilizar aminoacidos en su nutricion. Segun indican Xu et
al., (2007), S. sanguinis podria poseer la capacidad de sintetizar de novo todos los
aminoacidos esenciales excepto los aminoacidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina
y valina), lisina y triptéfano. Respecto a S. mutans Ajdic et al., (2002) da a conocer que
todo el repertorio de genes para la biosintesis de aminoacidos se encuentran presentes en

SuU genoma.

En las categorias [J]traduccion, biogénesis y estructura ribosomal, [K]
Transcripcidon y [L] replicacidn, recombinacion y reparacidn la especie S. mutans UA159
presentan una mayor cantidad de proteinas candidatas con respecto a S. sanguinis SK36.
Estas categorias J, Ky L vitales para procesos bioquimicos, genéticos y moleculares dentro
de la célula; lo que sugiere que S. mutans podria tener ventaja con respecto a su

competidor S. sanguinis dentro del biofilm dental.

En las categorias [N] motilidad celular, [U] trafico intracelular, secrecion y
transporte vesicular y [H] metabolismo y transporte de coenzimas S. sanguinis SK36
presenta una mayor cantidad de proteinas candidatas con respecto a S. mutans. Las
proteinas de estas categorias COGs le podrian otorgar cierta ventaja en la cavidad oral.
Por ejemplo S. sanguinis posee fibrillas cortas y largas implicada en la adhesién

estreptocdcica y la virulencia segun Xu et al., (2007).

52



En la categoria [H] de los cofactores S. sanguinis presenta los genes codificantes
necesarios para biosintesis anaerdbica de cobalamina. La ruta biosintética completa de la
vitamina By, se encuentra disponible en su genoma. Segun Chen et al.,(2003) en Xu et al.,
(2007), seria la primera vez que se identifica la via completa en estreptococos, aunque se
han encontrado en Streptococcus salivarius y S. thermophilus tres proteinas implicadas en
el transporte y biosintesis de cobalamina y el cobalto (cbiMQO). Estos datos contrastan
con nuestro resultado del anterior andlisis del genoma (Figura 02) donde se encontré un
posible grupo de genes que codifica para proteinas involucradas en la biosintesis de

vitamina By, en S. sanguinis.

Las categorias [W] de estructuras extracelulares y [B] estructura dindmica de la
cromatina presentan una proteina ortdloga candidata en el genoma de ambas especies, lo
que sugiere que estas categorias funcionales no se requieren para su supervivencia dentro
de la biopelicula oral. La categoria [R] Prediccién solo de funcién general, encontrd
proteinas pobremente caracterizadas ubicidndose proteinas de transporte, proteinas
integrales de la pared celular, proteinas citoplasmaticas pero que presentan posible
funcién y algunas sin funcién, presentando algunos motivos caracterizados. Datos que
coinciden con los reportados por Ajdic et al., (2002) quienes indican que el analisis de la
secuencia del genoma de S. mutans reveld que alrededor del 16% de las proteinas
predichas son proteinas Unicas. Ademas Ajdic et al., (2002) habla de la presencia de un
amplio grupo de proteinas que no estan caracterizadas pero que podrian estar implicadas
en la virulencia, el transporte y la regulacién transcripcional. Las 11 categorias funcionales
COGs restantes manifiestan ciertas diferencias con respecto al porcentaje de ORFs lo cual
podria otorgar ciertas ventajas por algunas proteinas o un grupo de proteinas en uno u

otro microorganismo.
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Ademas Xie et al., (2010) realizaron un estudio de metagendmica en base al ARNr
16S purificado de la placa oral humana en estado saludable , encontrandose en el analisis
gue un amplio grupo de bacterias orales de distintas especies y ubicaciones dentro de la
cavidad oral comparten categorias funcionales COGs que podria denominarse “estandar”
siendo las categorias predominantes el metabolismo de carbohidratos (11.88%), derivados
de acidos y aminodcidos (7.89%), metabolismo de proteinas (9.34%), metabolismo de
vitaminas, cofactores, grupos prostéticos y pigmentos (6.26%), biogénesis de la pared
celular y cdpsula (5.24%), metabolismo del ARN (4.53%), metabolismo del ADN (6.07%),
metabolismo de nucledtidos y nucledsidos (3.55%), transporte de membrana (3.16%),
divisidn celular (2.1%), respiracion y energia (3.53%), regulacidn y la sefializacion celular
(1.31%), metabolismo lipidos y acidos grasos (1.27%), motilidad celular y quimiotaxis

(1.11%), metabolismo del fosforo y azufre (1-1.07%).

Estos datos se asemejan en cuatro categorias funcionales realizadas en este
estudio como el metabolismo de aminodacidos, de nucleétidos, de lipidos y dcidos grasos,
biogénesis de la pared celular y la cdpsula, las otras categorias son medianamente
cercanas a nuestros datos, esto fortalece el andlisis de las categorias COGs en S. sanguinis
siendo un colonizador primario y principal de la placa dental en condiciones de salubridad.
Sin embargo el andlisis de Xie et al., fue sobre un COGs global de miles de especies
bacterianas caracterizadas molecularmente, pero estos datos indican el posible
comportamiento de las bacterias dentro un nicho ecolégico tan peculiar como el biofilm

dental.

Con respecto al mapa de la via del metabolismo del piruvato. Los resultados
(Figura 05) realizados a través de KEGG y MetaCyc sobre el analisis de la via metabdlica del
piruvato entre S. sanguinis y S. mutans indican que ambos microorganismos presentan
similar juego de proteinas ortdlogas para metabolizar el piruvato y estas comparten un
promedio de identidad del 56.03 % entre el conjunto de proteinas analizados en Matcher

6.6.0 (Dato no mostrado).
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El modelo de reconstruccion metabdlica propuesto para el metabolismo del
piruvato comparado entre S. sanguinis y S. mutans revela similitud (ortélogos) y es
consistente con el modelo propuesto por Carvalho et al., (2013) en S. pneumoniae donde
indican que la glucosa se oxida a piruvato a través de la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas
(glucdlisis). El piruvato es el sustrato de tres enzimas que compiten, lactato
deshidrogenasa (LDH), piruvato formiato-liasa (PFL) y piruvato oxidasa (SpxB). En S.
sanguinis y en S mutans se presenta la fermentacion homoldctica reduciendo el piruvato
en lactato, a través de la lactato deshidrogenasa (LDH), mientras que la fermentacién

acido mixta conduce a formiato, acetato y etanol.

Ajdic et al., (2002) manifiesta que la fermentacién de carbohidratos por S. mutans
es la principal fuente de produccion de energia para el microorganismo y confirma que
posee una completa via glucolitica que conduce a la produccién de piruvato que se reduce
a diversos productos de la fermentacion (acido lactico, formiato, etanol, y acetato). Estos
procesos metabdlicos son importantes para la oxidacion de NADH, asi como la sintesis de
un ATP adicional debido a la conversién de piruvato a acetato. Por lo tanto estos estudios
avalan nuestro anadlisis de reconstruccion del metabolismo del piruvato tanto en S.
sanguinis como en S. mutans que utilizan la glucosa para obtener piruvato y luego obtener
distintos productos durante el flujo energético. Ademds el andlisis (Figura 05) arrojé que S.
sanguinis presenta 3 enzimas las cuales podrian darle ventaja a nivel de flujo energético.
Segun Xu et al., (2007) en un estudio del patrdn filético sugirieron que los genes que
codifican para estas enzimas fueron adquiridos por transferencia genética horizontal

(HGT).

Respecto a la enzima piruvato fosfato diquinasa (PPDK) EC 2.7.9.1 (ssal053)
Saavedra et al., (2005) describe que en E. histolytica, ha sido propuesta como objetivo
terapéutico adecuados para drogas, debido a su ausencia en las células humanas. La PPDK

de S. sanguinis podria ser usada como posible blanco terapéutico.
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Piruvato oxidasa EC 1.2.3.3 (SSA0391) presenta estudios de caracterizacion
molecular y se ha analizado a su gen spxB involucrado en la produccién de H,0,. SpxB es
una descarboxilasa que cataliza la conversion de piruvato, fosfato inorgdnico (Pi) y oxigeno
molecular (O;) a H,0,, didxido de carbono (CO,) y acetil fosfato, que actia como un dador
de grupos fosforilo de alta energia (Ramos-Montaiez et al., 2008). En un reciente estudio
realizado por Geng et al., (2012) de gendmica y trascriptomica en S. parasanguinis
informan la presencia de un locus Spaf 1788 y que la expresion de este codifica una

piruvato oxidasa la cual produce H,0, durante el crecimiento anaerdbico.

Kreth et al., 2008 concluyen en un estudio que S. sanguinis produce H,0, que es
antagodnico contra el cariogénico S. mutans, pero es resistente a su propio H,0,. Ademas
indican que la expresiéon y producciéon de SpxB es dependiente de la disponibilidad de
oxigeno y disminuye durante el crecimiento anaerdbico. Sin embargo la produccién de
H,0, bajo condiciones aerdbicas podria ser suficiente para funcionar en la competencia
entre especies. La ventaja de S. mutans, radica en que produce mutacinas inhibidoras del

crecimiento, independientemente de la disponibilidad de oxigeno.

La fosfoenolpiruvato sintasa EC 2.7.9.2 (SSA1012), de Escherichia coli, cataliza la
conversion de piruvato a fosfoenolpiruvato (PEP). Ecuacién: Piruvato + ATP - AMP +PEP
+ Pi. Esta enzima es esencial para el crecimiento de E. coli en tres fuentes diferentes de
carbono como piruvato, lactato y alanina. Los mutantes que carecen de fosfoenolpiruvato
sintasa no pueden crecer en esas tres fuentes de carbono, ni formar glucégeno a partir del
piruvato. Esta enzima fosfoenolpiruvato sintasa le podria dar una ventaja a S. sanguinis

frente a su competidor S. mutans, sin embargo no hay estudios a profundidad.

En S. sanguinis y S. mutans se encontrd proteinas para el ciclo de Krebs
incompleto que sélo contiene las enzimas para convertir el oxaloacetato en 2-
oxoglutarato. Aungue es evidente que es incapaz de producir ATP en forma directa, este
fragmento de la via probablemente generaria productos intermedios en la sintesis de

aspartato y glutamato.
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Ajdic et al., (2002) sostienen que los estreptococos son incapaces del
metabolismo respiratorio aerobio y no presentan los genes requeridos para la cadena de

transporte de electrones.

Las reacciones aerdbicas conducen a la acumulacién de especies reactivas de O,,
siendo téxicos para las células. El estrés bidtico y abiético puede desencadenar aumento
en la generacién de especies reactivas de O, (ROS), tales como radicales superodxido,
radicales hidroxilo y H,0, en el medio intracelular. En este contexto aerdbico los
organismos han desarrollado varios sistemas enzimaticos y no enzimaticos para
neutralizar estos compuestos. Los sistemas enzimaticos contra el estrés son codificados
por productos génicos tales como superéxido dismutasa, catalasas, ascorbato peroxidasa

y glutatién peroxidasa (Fink & Scandalios, 2002).

La enzima glutatién peroxidasa (GPXs), cataliza la descomposicion de
hidroperdxidos organicos (lipidos - ROOH) y perdxido de hidrogeno (H,0,), a través de la
siguiente reaccion: ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H20. GSH y GSSG muestran la GPX

reducida y oxidada respectivamente.

Los resultados (Figura 06) realizados en KEEG y MetaCyc, se encontraron genes
codificantes para la via de utilizacién del glutatidon. Se hizo la comparacion de esta via
entre S. mutans y S. sanguinis y ambos presentan un gen que codifica el enzima anotada
como glutatién reductasa (EC 1.8.1.7). Ademas se observé que ambos microorganismos
biosintetizan glutatidon, posiblemente proveniente del metabolismo de glutamato vy
cisteina. Existen referencias acerca de la utilizacién de glutatién en S. mutans, segin
estudio realizado por Sherrill & Fahey, 1998 donde se concluyé que S. mutans metaboliza
y asimila rdpidamente el glutatién dentro de la célula, indicando que podria servir como
fuente de nutriente. Sin embargo, en condiciones normales de crecimiento en medios que
tienen moderado contenido de glutation S. mutans acumula significativos niveles de GSH
celular. Esto podria protegerlo contra el dafio oxidativo como sucede en otros organismos
gue sintetizan glutation. Por ejemplo, en Escherichia coli donde GSH se cree que

desempeiia un papel protector contra las toxinas reactivas de tiol, cuando S. mutans en
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fase de crecimiento fue enfrentado con agentes oxidantes de tiol, esa condicidon condujo a
la acumulacién de GSH lo que ofrecidé protecciéon contra la inhibicién del crecimiento.
Entonces se podria extrapolar que la acumulacion de GSH en S. mutans puede contribuir

a su capacidad para soportar el desafio oxidativo.

En el analisis del genoma de S. sanguinis también se encontré (Figura 06) una
proteina llamada basa. Una posible enzima glutatién peroxidasa EC (1.11.1.9; 1.11.1.12),
codificada por el gen basA (SSA1523). Esta enzima es un punto para investigar a fondo,
basA podria degradar H,0; y convertirlo en H,O, ademas degradar los hidroperoxi-lipidos
y eliminar H,0, esta proteina fue investigada por Brenot et al., 2004 quienes indican que
glutatién peroxidasa EC (1.11.1.9) es el nombre general para una familia de multiples
isoenzimas que catalizan la reduccién de H,0, o hidroperdxidos orgdnicos a agua o

correspondientes alcoholes.

Sin embargo, el conocimiento es minimo acerca de la glutatiéon peroxidasa en
procariotas. Las excepciones son Neisseria meningitidis y Streptococcus pyogenes, donde
se ha demostrado que las GPXs estan involucrados en la defensa contra el estrés
oxidativo. La enzima basA comparte identidad del 41%, (Figura 07) con respecto a su
ortélogo en E. coli (btuE). Ambas presentan cisteinas y glicinas conservadas en el sitio
activo de la enzima. Tal andlisis sugiere que se debe validar experimentalmente, debido a
gue podria presentar actividad antioxidante contra el H,0,, que produce esta bacteria o
incluso otras especies dentro del biofilm. Esta hipétesis que se fundamenta con estudios
de Arenas et al.,, 2010 quienes indican que BIUE protege a E. coli contra los efectos
perjudiciales del estrés oxidativo. Esta enzima preferentemente degrada lipidos perdxidos
en condiciones aerdbicas. Gibson et al., 2000 indican que el H,0, es un subproducto del
metabolismo fermentativo de S. pyogenes. Esta bacteria puede sobrevivir a las
concentraciones mM de perdxido que produce endégenamente, debido a presencia de la

enzima glutation codificada por el gen gopA que es homdlogo a BasA de S. sanguinis.
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Geng et al., 2012 mediante estudios gendmico y transcriptémico indican que S.
parasanguinis para llegar a la valvula de corazén con éxito y establecer la infeccidn,
presenta un repertorio de genes codificados en su genoma para evadir las defensas
innatas del huésped. Las enzimas que exhibe S. parasanguinis para tal propdsito son la
superdéxido dismutasa (Spaf0708), tiorredoxina (Spaf0302, Spaf0423, Spafl008 vy
Spaf1295), tiorredoxina reductasa (Spaf0208 y Spaf0772), y glutatién peroxidasa
(Spaf1379).

BasA en S. sanguinis SK36 incluso podria ser preponderante y participar en
procesos de patogénesis como lo indica Brenot et al., 2004 en sus resultados donde
presenta la primera evidencia directa donde glutation peroxidasa contribuye a la
patogénesis bacteriana. Glutatién peroxidasa (gen GpoA) de S. pyogenes es importante en
la infeccidn y es requerida para interaccionar con la célula huésped en el proceso de
inflamacidén. Se concluye, que la enzima basA presente en S. sanguinis podria conferirle
ventaja ecoldgica con respecto a S. mutans, al adaptarse mejor a las condiciones del
medio en condiciones de estrés oxidativo dentro del biofilm oral al degradar ROOH y H,0,

gue son perjudiciales.

En el resultado obtenido del analisis filogenético (Figura 08) con respecto al
enzima glutation peroxidasa (GPx) de S. sanguinis, se encontré que la enzima presenta
alta identidad con glutation peroxidasa de S. gordonii Challis, posiblemente divergieron a
través de un proceso evolutivo cercano de un ancestro comun. Se muestra la raiz donde
estan formado un linaje los estreptococos del grupo mitis con S. sanguinis, S. gordonii, S.
pneumoniae y S. mitis, estos resultados contrastan positivamente con los encontrados por
Kawamura et al., 1995 donde realizdé un arbol filogenético para obtener datos acerca de
las relaciones evolutivas de los estreptococos en base a su secuencias ARN 16S
encontrando al grupo mitis, S. oralis, S. mitis, y S. pneumoniae exhibiendo mas de 99% de

identidad en la secuencia.
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Las enzimas glutation peroxidasas de S. gordonii y S. sanguis mostraron un alto
nivel de similitud exhibiendo 97,01% de identidad en la secuencia. S. gordonii fue descrito
por Kilian et al. 1989 en Kawamura et al., 1995 como una nueva especie que era distinta
de S. sanguis (actualmente S. sanguinis). Este estudio fortalece el resultado del andlisis
filogenético de glutatidn. Por otra parte el modelo matrix JTT utilizado en este analisis que

mide distancia evolutiva es adecuado.

Con respecto a GPx de E. coli estan alejadas evolutivamente sin embargo en el
analisis realizado de alineamiento multiple esta enzima comparte sitios cataliticos
conservados con respecto a la posicidn de las glicinas y las cisteinas, ademds su identidad
es de 41%. Con respecto al grupo externo, el eucariota S. cerevisae fue consistente
encontrarlo compartiendo una rama alejada evolutivamente con las demas bacterias, sin
embargo en Shewanella oneidensis la enzima glutation es anterior evolutivamente con
respectd a S. cerevisae, la posible respuesta podria ser que la enzima glutation de ambos
organismos presenta tasas de mutacién diferentes. Lin et al., 2011 analizan la relaciéon
filogenética de dos cepas de S. gallolyticus en base a ARNr 16s, encontrandose en el arbol
a S. sanguinis emparentado con S. gordonii en una rama y S. mitis con S. pneumoniae en
otra rama pero ambas provenientes de la raiz de un ancestro comun, ademas B. subtillis
se encontraba compartiendo un ancestro con la rama total del linaje de estreptococos, B.
subtillis fue usado como grupo externo en el analisis. Datos que contrastan y ademas

garantizan el andlisis del arbol realizado en este estudio.

La comunicacion entre célula-célula, es una actividad fundamental realizado por
muchos tipos de células. En bacterias grampositivas, el Sistema de Qudérum sensing (QS)
consiste en tres componentes, un péptido sefial (CSP) y un Sistema regulador de dos
componentes (TCS), el cual presenta un sensor histidina quinasa anclado a la membrana y
una proteina reguladora de respuesta (Kleerebezem et al., 1997). El QS regula la virulencia
en muchos patdégenos en humanos (Bassler, 1999). El sistema de QS en bacterias
grampositivas posibilitan la formacién de biofilms (Li et al., 2002a), desarrollo de la
competencia genética (Havarstein et al., 1995), la respuesta de la tolerancia a ambientes
acidos y la produccién de péptidos antimicrobianos (Kleerebezem y Quadri., 2001).
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Los resultados encontrados (Tabla 01 y Figura 09) muestran altos valores de
identidad en la mayoria de las proteinas ortdlogas de la competencia (Com) comunes en
ambos microorganismos, sin embargo la proteina comC presente en S. sanguinis es de
copia Unica y no presenta de motivo -GG- para ser exportado al exterior por los
transportadores ABC. En S. mutans, ComC presente el motivo -GG- que es reconocido por
los transportadores ComAB, para el procesamiento y la exportacién.

Ademads no se encontraron proteinas de transporte ComAB en S. sanguinis,
solamente se encontrd a un transportador que podria cumplir funcién de ComA. Esta
proteina presenta alta divergencia con identidad de 29.10%, respecto a la proteina ComA
de S. mutans. No se encontraron ortélogos de ComB en en el genoma de S. sanguinis,
posiblemente esa funcidn es reemplazada por transportadores del tipo ABC. Un
transportador candidato comA es el gen presente es el locus ssal100 que funciona como
transportador tipo ABC dependiente de ATP exportador de hemolisina, este comparte

identidad de 29.8% con respecto a la proteina transpotadora ComA de S. mutans UA159.

Las proteinas tardias ComYC, ComYA y ComYB, muestran altos porcentajes de
identidad por encima del 60% lo que sugiere que estas proteinas en el género
Streptococcus presentan baja divergencia. Con respecto a proteinas anotadas como
ComF, ComEC, ComEB, ComFC, muestran también porcentajes por encima de 50% de
identidad. Posiblemente estas proteinas presenten dominios transmembrana
relacionados al andamiaje especifico en la membrana de estas especies. Asimismo los
ortélogos en S. pneumoniae (Tabla 01) son los genes CelAB, CglABCD, ComF. Los
resultados del andlisis se asemejan con los encontrados por Lunsford et al., (1997) quienes
encontraron en S. pneumoniae, pequeias proteinas que se combinaban prediciendo que
podrian formar un poro, el cual abarca la pared y la membrana celular funcionando como

una ruta directa para la captacioén e internalizacion del ADN extracelular.

Rodriguez et al., (2011) en un estudio de microarreglos en AcomC de S. sanguinis
indican que en el estado donde se activan los genes tardios comC regulé 17 genes que
pertenecen a la categoria [L] Replicacién, recombinacidon y reparacion. Estos datos

sugieren que comC activa genes involucrados en la transferencia genética, después de
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captar ADN extracelular del biofilm y el microorganismo activaria enzimas responsables de

insertar el material genético dentro de la secuencia cromosdémica.

Se describi6 y reconstruyé (Figura 10) el sistema de QS en ambos
microorganismos con respecto a los parametros % de identidad y e-value con el programa
BlastP, indicando que los proteinas de la competencia Com en general muestran
conservacion. Siendo las excepciones comC que es Unico en S. sanguinis. Ademas S.
sanguinis no presenta los genes comAB para la exportacion de CSP proveniente de la
maduracion del comC. El operén comDE es bastante conservado en ambas especies, el
operén comYABCD presenta significativa conservacion entre ambas especies y con
respecto a S. pneumoniae, estos genes codifican proteinas importantes en la

transformacién genética para captacién de ADN extracelular.

Perry et al., (2009) realizaron un andlisis con microarreglos en S. mutans para
evaluar la expresidon genética dependiente de CSP. La competencia genética en esta
especie se ha demostrado que difiere con respecto a S. pneumoniae y S. gordonii en varios
aspectos como retraso en la induccion de la expresion genética de la competencia,
transformacion en respuesta a CSP y ademas se han identificado un gran ndmero de
genes que codifican para bacteriocinas regulados corriente arriba. Los genes comC vy
comDE de S. mutans funcionan principalmente en la induccién de produccién de

bacteriocinas y la competencia genética presentaria un papel secundario.

Segun la reconstruccion realizada en este estudio (Figura 10) indica que el
sistema de QS en S. sanguinis y S. mutans presenta 13 proteinas ortélogas de la
competencia (Com) con significante conservacién, sin embargo ambos sistemas de QS
podrian cumplir funciones diferentes dependiendo del momento en que requieren ser
activados. Por lo tanto S. sanguinis posiblemente podria presentar mayor competencia
para la transferencia genética horizontal con respecto a S. mutans, esta caracteristica

podria ser relevante frente a su competidor dentro del biofilm dental.
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Por otro lado Merritt et al., (2007), indican en un estudio en S. mutans UA159,
que encontraron el operén hdrRM, siendo hdrR (regulador de respuesta) y hdrM (proteina
de membrana). Este operdén regula la competencia genética y ademds activa la
transcripciéon de genes productores de mutacinas. El operdn podria establecer un nuevo
sistema de regulacion responsable de mediar respuesta celular frente al ambiente de alta
densidad celular. Por lo tanto se sugiere que S. mutans usaria un sistema de competencia
diferente a comCDE, siendo el operdn hdrRM u otro para responder a ambientes de alta

densidad celular.

Las ATPasas reversibles tipo F y V son mdquinas moleculares asociadas a la
membrana celular que acoplan la transferencia de protones o cationes de sodio (Na®) a
través de la membrana con hidrélisis o sintesis de ATP. Las ATPasas tipo-V son
relacionadas a las ATPasas tipo-F, formadas por subunidades embebidas en la membrana.
El complejo Vg es equivalente a Fy, siendo una subunidad periférica y V; es equivalente a

F1 (Nishi & Forgac, 2002).

El dominio citoplasmico (F;) esta formado de tres subunidades a, B, y en una
estequiometria de 3:3:1. La funcidn del dominio citoplasmico es catalizar la sintesis de ATP
cuando los protones se mueven desde el exterior de la célula hacia el interior del
citoplasma, a través del dominio unido a la membrana, o para escindir el ATP cuando los
protones son bombeados al exterior de la célula, como en el caso de los estreptococos
orales. El dominio de membrana (Fo) consta de cinco subunidades, a, b , ¢, 6, y € con
estequiometria (1:2:9 o0 10:1:1), funcionando como un canal especifico de protones unido

a la membrana. (Kuhnert & Quivey, 2003).

Los resultados (Figura 11) indican que el contexto gendmico de S. sanguinis como
de S. mutans ambos presentan una organizacién genética similar a la observada en E. coli
donde el operdn atp guarda similitud con el grupo de genes que codifican para el enzima
ATPasa-F. En la mayoria de estreptococos orales se ha mantenido similar el contexto

genomico de genes codificantes para ATPasa-F.
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Estos resultados guardan relacion con el estudio realizado por Smith et al., 1996,
quienes encontraron que la organizacion genética del operdn bacteriano del ATPasa-F de
S. mutans es similar a la de E. coli, donde los genes de las subunidades ancladas a la
membrana aparecen primero, seguidos por los genes que codifican las subunidades

cataliticas.

Segln los datos mostrados en la Tabla 02, S. sanguinis presenta un grupo de 8
proteinas que componen el complejo ATPasa-F. Estas fueron comparadas con sus
ortélogos de S. mutans, y muestran un promedio de identidad de 62.5%, siendo las
subunidades del dominio F; (citoplasmatica) las que mostraron un nivel mas alto de
identidad que proteinas del dominio Fy (membrana), sugiriendo que el complejo F;
posiblemente presenta motivos funcionales y estructurales conservados para la funcién

catalitica.

Por consiguiente las proteinas de la enzima ATPasa-F encontradas en el analisis
presentan soporte experimental en el trabajo de Smith et al.,, (1996) quienes con el
objetivo de comprender los mecanismos moleculares por los que S. mutans regula la
enzima ATPasa, llevaron a cabo la caracterizacion del operén ATPasa-F de S. mutans,
incluyendo su clonacidn y determinacién de la secuencia de nucleétidos. Ademas las
secuencias de aminoacidos deducidas para los ocho proteinas estructurales del operdn
ATPasa-F en S. mutans mostraron que este grupo de proteinas son homélogas a las

subunidades del ATPasa de E. coli.

Con respecto a la funcion de la ATPasa-F existe estudios previos de Kuhnert &
Quivey, (2003) quienes evaluaron la competencia de S. mutans frente a S. sanguis con
respecto a la habilidad de aciduricidad, donde en ambos microorganismos se indujo la
actividad ATPasa. S. sanguis se cultivd en un quimiostato en estado de equilibrio y se
redujo el pH gradualmente a 5.9 por debajo de este nivel, el organismo fue incapaz de
sobrevivir. Sin embargo en S. mutans alcanzo niveles absolutos de 7.0 a 5.0. Por lo tanto,
se considera que ambos microorganismos poseen enzimas inducibles por acido, en S.

mutans la enzima funciona mejor frente a un pH externo inferior y posiblemente presenta
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niveles globales mas altos de actividad, con respecto a S. sanguinis. Entonces S. mutans
presentaria competencia frente a S. sanguinis con respecto al enzima ATP-F, regulando la

actividad a valores superiores de acidificacidn.

En S. sanguinis SK36 se encontrd un grupo de genes codificantes del operdn de la
enzima ATPasa-V. Usando Artemis se verificd si habia la presencia de este grupo de genes
en S. mutans, sin embargo no estan presentes en su genoma. Estudios de ATPasas en
estreptococos orales son minimos, sin embargo hay estudios en otras especies cercanas
filogenéticamente. Muller & Gruber, 2003 estudiando las ATPasas-V dan a conocer que
funcionan en una variedad de procesos fisiolégicos. En células eucariotas se ubican dentro
de membranas de compartimiento intracelulares que incluyen los endosomas, lisosomas y
vesiculas secretorias, ademas se encuentran en arqueas y en algunas bacterias. Las
ATPasas-V comparten un andamio general con las ATPasas-F, pero se diferencian de estas

en aspectos estructurales y funcionales.

Hilario & Gogarten, 1993 indican que la presencia de ATPasas-V en varios linajes
bacterianos y la presencia de ATPasas-F en dos especies de arqueas del género
Methanosarcina, se especula que es consecuencia de la transferencia genética horizontal
(HTG) extensa de los respectivos genes entre los dos dominios (Archea-Bacteria). De este
modo podria haber ocurrido la transferencia genética, del sistema de ATPasa-V que
bombea Na® en Enterococcus hirae. Es el primer caso de transferencia horizontal de una
porcidn grande del genoma, lo que podria ser consecuencia de una endosimbiosis con

otro microorganismo.

Por lo tanto se sugiere que S. sanguinis SK36 posiblemente adquirié material
genético (genes de la enzima ATPasas-V) a través de evento de transformacién genética
horizontal (HTG). La enzima podria provenir de estreptococos del grupo mitis o de otros
géneros. Se buscé mediante el programa BlastP (Figura 12) con que organismos la enzima
ATPasa-V presentaba la mayor identidad con relacién a su secuencia de aminoacidos
resultando ortélogos con identidad del 98-90% con S. gordonii, S. gallolyticus S.

pneumoniae S. faecium y ademds S. parasanguis, S.intermedius, S. australis. Esto sugiere
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gue el grupo de genes codificante del enzima ATP-V provienen posiblemente de una de

estas especies de estreptococos.

Estudios realizados por Konings, 2006 y; Von Ballmoos & Dimroth, 2007, indican
que la capacidad de algunos procariotas de utilizar el gradiente de sodio para la sintesis de
ATP, ha sido una adaptacion para la supervivencia en condiciones de ambientes extremos.
El ciclo del Na* es un vestigio evolutivo que ha sido preservado por seleccién natural en un
limitado grupo de microorganismos fermentativos, los cuales incluyen a algunos
importantes patégenos humanos. Se propone que la enzima ATPasa-V encontrado en el
genoma de S. sanguinis SK36, podria utilizar el gradiente de Na' para obtener ATP
proveniente de la actividad ATP-V y sobrevivir en un ambiente hostil como el biofilm

dental.

La pérdida de la actividad ATPasa-V en células, afecta en varios procesos
fisiolégicos, por lo tanto las ATPasas-V pueden servir como dianas para el desarrollo de
farmacos, esto es importante para la investigacion de mecanismos inhibitorios en la
enzima ATPasa-V. Se ha demostrado en estudios por Takeda et al., 2009 que el cloruro de
tributiltina detiene un paso elemental para la catalisis de rotacién conducido por una
ATPasa-V. Segun lo descrito anteriormente la enzima ATPasa-V presente en S. sanguinis
SK36 seria un excelente blanco potencial para el desarrollo de farmacos e inhibir su
funcion, esta bacteria ademds de ser beneficioso en la placa dental es un patégeno

oportunista que produce endocarditis infecciosa de las valvulas del corazén.

La proteina CcpA, es miembro de la familia de reguladores transcripcionales Lacl.
CcpA es un regulador global del metabolismo del azicar y represién catabdlica de carbono
en bacterias grampositivas. Durante la represion del catabolismo, CcpA reprime las vias
metabdlicas que no son requeridas cuando alguna fuente de carbohidrato esta presente
en el ambiente. (Warner & Lolkema, 2003). En el estudio se encontrd que la proteina CcpA
presente en el genoma de S. sanguinis y S. mutans comparten identidad del 78.40%,
sugiriendo que esta proteina es altamente conservada en el linaje. Segun el analisis (Figura

13) muestra que las secuencias de CcpA son altamente conservadas en el género
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Streptococcus presentando el dominio HTH para anclarse al ADN. Segun Zheng et al., 2012
CcpA es esencial en el metabolismo global como el principal regulador de represion
catabodlica por carbono (CCR) en bacterias grampositivas y ademas participa en la

regulacion de las propiedades de virulencia.

En el analisis segun la BD Regprecise utilizada para la prediccion de sitios de
regulacion. Los sitios cre son secuencias de nucleétidos reconocidos por CcpA (Tabla 04).
Se encontré que Ccpa podria regular la categoria [G] del metabolismo y transporte de
carbohidratos. S. sanguinis y S. mutans comparten 20 genes comunes y 58 genes
exclusivamente de S. sanguinis y 8 genes Unicamente en S. mutans. Esta categoria
funcional es metabdlicamente relevante para el crecimiento de S. sanguinis y S. mutans
dentro del biofilm dental debido a que su nutricion se basa en diferentes tipos de

carbohidratos.

Ademads CcpA también regularia 15 genes en S. sanguinis involucrados en el
metabolismo y transporte de aminoacidos [E] esencial para su metabolismo nutricional.
Los resultados arrojados en este andlisis a través de la BD Regprecise coinciden con los
encontrados por Carvalho, et al., (2012) mediante estudios de microarreglos. En un ACcpA
en S. pneumoniae encontrd, que el mayor numero de genes influenciados por CcpA es la
categoria del transporte y metabolismo de carbohidratos [G], con genes principalmente
reprimidos por CcpA. Ademas, la categoria [K] de transcripcidn con 21 genes codificantes
de posibles reguladores de transcripcién. CcpA estaria implicado en diversos procesos

celulares conectado a la virulencia y patogénesis.

En los resultados (Figura 14) mediante andlisis con las BDs Regprecise, Microbes
Online y KEEG, en S. sanguinis y S. mutans se presentan genes involucrados en las
principales vias energéticas como el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos,
metabolismo de nucledtidos, sistema de transportadores tipo ABC, sistema de transporte
PTS, ATPasas-F, reguladores transcripcionales y otras proteinas hipotéticas (sin funcién
conocida). S. sanguinis ademds presenta genes involucrados en 3 vias metabdlicas

diferentes que no estan reguladas por CcpA en S. mutans siendo el metabolismo de los
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glicerofosfolipidos, metabolismo de arginina y prolina, metabolismo de glicina, serina y
treonina y el gen spxB que codifica para piruvato oxidasa fundamental en la produccién de

H,0,.

Estos datos se correlacionan en gran parte con los que encontraron por Carvalho
et al., (2012) estudiando a S. pneumoniae. A través del analisis del transcriptoma de S.
pneumoniae se conocié experimentalmente que CcpA regula genes involucrados la via de
Embden Meyerhof — Parnas (Glucdlisis), la via de metabolismo del piruvato, pero ademas
se encontraron otras vias propias de S. pneumoniae como algunos genes involucrados en
la biosintesis de la cdpsula, fosforilcolina y via del peptidoglicano. Shelburne et al., (2008)
indican que CcpA regula a nivel de la transcripcién un alto porcentaje de genes en
Streptococcus mutans (9%), Streptococcus pyogenes (20%) y S. pneumoniae (19%). A pesar
de su relacion como organismos ortélogos aparentemente estas especies de

Streptococcus han desarrollado distintas redes reguladoras mediadas por CcpA.

Zheng et al., 2012 trabajaron en un A CcpA de S. gordonii. Dicho mutante redujo
de 9 a 17 veces la expresion génica de competencia cuando se compard con la cepa
silvestre. Ademas indican que los genes comCDE involucrados en la competencia no
presentan sitios de unidon en sus promotores para CcpA, lo cual sugiere que el efecto
observado es indirecto. Probablemente CcpA regula la expresidon de otros reguladores
transcripcionales de competencia. Segun el estudio anterior CcpA influye en la
competencia, por lo tanto se indica que CcpA en S. sanguinis y S. mutans podrian realizar
funciones similares, debido a que son evolutivamente cercanos con respecto a S. gordonii

(Figura 14).
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Abranches et al., 2008 estudiaron un A CcpA de S. mutans que crecié en presencia
de glucosa, resultand disminucién significativa en la expresion de genes codificantes de
enzimas como ATPasa-F, fosfoglicerato quinasa (Pgk), y fructosiltransferasa (ftf). La
tolerancia al acido dependiente de la enzima ATPasa, produccién de acido a partir de
carbohidratos (Pgk), y produccion de glucanos y fructanos (Gtf y Ftf), asi como la
capacidad para el transporte de carbohidratos (PTS) y producir compuestos intracelulares
de almacenamiento (glucégeno), son procesos fundamentales para el potencial
patogénico de S. mutans. CcpA representa un punto de control importante para la
expresion de patrones criticos de virulencia en células bacterianas que crecen en glucosa.
Estos datos del ACcpA coinciden en gran parte con los datos representados (Figura 14) de
los genes regulados por CcpA encontrados in silico en S. mutans y S. sanguinis. La BD
Regprecise es de notable apoyo en la tesis, al predecir genes regulados por CcpA, lo que
permitid dilucidar potenciales genes componentes de vias metabdlicas esenciales para S.
sanguinis y S. mutans. Sin embargo habra que validar experimentalmente (microarreglos)
en qué condiciones fisioldgicas podrian activarse o reprimirse determinados grupos de
genes, en presencia de diferentes tipos de azlcares usados en la nutricion de estos

microorganismos.

Las bacteriocinas son toxinas proteicas encontrados en los principales linajes de
bacterias, estas inhiben el crecimiento de organismos relacionados (Cleveland et al., 2001
en Merritt & Qi, 2012). Muchas bacterias grampositivas producen péptidos
antimicrobianos (bacteriocinas). Aunque estos péptidos no son requeridos para el
crecimiento estos podrian ayudar al microorganismo que los produce a competir por
nutrientes limitados en su ambiente (Merritt & Qi, 2012). Mediante BlastP se buscé (Tabla
05) ortélogos a la proteina sgc (SGO0566) de S. gordonii Challis. Se encontré a PrtS
(SSA1882) en S. sanguinis que presenta identidad del 76% y en S. mitis por encima del
50%, presentando dominios caracteristicos de PrtS de S. sanguinis. En el estudio de Wang
& Kuramitsu, 2004 identificaron un gen que codifica una serin proteasa en el genoma de

S. gordonii (Challis).
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El gen sgc codifica una proteina Challisina, que presenta actividad antimicrobiana
esta inactiva completamente la expresién de los péptidos estimulantes de la competencia
(CSP) en S. mutans. Los CSP regulan la expresidn de los genes que codifican bacteriocinas,
por lo tanto se podria evaluar experimentalmente la actividad serin proteasa (PrtS) de S.
sanguinis frente a CSP de S. mutans y ser usado para conocer su actividad bioldgica en

futuros trabajos.

En un estudio de Geng et al., (2012) quienes reportan la presencia de 3 proteinas
(Spaf_0194, Spaf 1710 y Spaf _1711) en el genoma de S. parasanguinis, proteasas de la
familia subtilisina. Estas proteasas interfieren con la colonizacidon de S. mutans en un
sistema de biopelicula por la inactivacion de péptidos estimulantes de competencia (CSP).
Por lo tanto, la expresién dptima de serin proteasa de S. sanguinis podria proporcionarle
una ventaja competitiva en la etapa de crecimiento frente a otras especies en el complejo
ecosistema oral. Esta serin proteasa de S. parasanguinis comparte una identidad del 60% vy

e-value de 0.0, con respecto a S. sanguinis, siendo valores significativos.

Los estreptococos utilizados (Tabla 05) para analizar la secuencia de serin
proteasa son colonizadores de distintas cavidades, S. thermophilus no habita la cavidad
oral; sin embargo, se presenta como uno de los primeros colonizadores del tracto
gastrointestinal en lactantes. S. suis es una bacteria encontrada en animales (cerdo) y
produce una enfermedad zoondtica que afecta al hombre y S. gallolyticus, se encuentra

colonizando el colon de H. sapiens y esta asociado con diversas enfermedades.

La produccién de mutacinas probablemente juega un papel fundamental en la
supervivencia de S. mutans. Las mutacinas ayudan a competir con estreptococos
primarios del biofilm dental permitiendo que se establezcan o se mantenga la colonizacion
de la superficie del diente (Kuramitsu et al., 2007). Por otro lado, debido a que la cavidad
oral es una de las principales puertas de entrada para patégenos humanos, es
comprensible que la produccién de mutacinas podria desempenar un papel importante en
la proteccion del huésped debido a infecciones perjudiciales, similares a las observaciones

hechas con otros estreptococos orales. (Merritt & Qi, 2012).
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Las principales clases de mutacinas son (lantibidticos y no lantibidticos). La
mutacina lantibidtico tiende a tener un amplio espectro de actividad contra las bacterias
grampositivas incluyendo cepas de S. mutans, mientras que la no-lantibiético ha
demostrado ser principalmente activas contra especies estrechamente relacionadas. Esta
estructura inusual es resultado de una extensa modificacién post-traduccional del pre-
péptido y son cruciales para la actividad inhibidora de la bacteriocina. También confieren
gran estabilidad al péptido debido que es resistente a la inactivacion frente a una amplia
gama de condiciones ambientales extremas. Los lantibidticos son conocidos como
bacteriocinas de clase |, basadas en su estructura terciaria, los lantibidticos se clasifican en

tipo A (lineal) o en tipo B (globular) (Jung, 1991 en Merritt & Qi, 2012).

Por lo general, las distintas cepas de S. mutans codifican multiples genes de
mutacinas no lantibidticos, estas no presentan modificacion post-traduccional y los
espectros antimicrobianos son mucho mas estrechos que las mutacinas lantibiético. Por
ejemplo, mutacina IV es activa contra numerosas especies de estreptococos, pero es
inactivo contra cepas de S. mutans, estafilococos o enterococos (Qi et al., 2001). Nes et
al., 1996 quienes indican los rasgos caracteristicos para identificar potenciales mutacinas
en el genoma de S. mutans es la presencia de un péptido lider, region que termina en
motivo de doble glicina (-GG-). Ademas el péptido lider se transforma en pre-péptido y se
exporta a través del transportador ABC que esta unido a la membrana, responsable de la
secrecion de péptido y escindir la secuencia lider en el sitio de procesamiento GG, por lo
tanto con este criterio de analisis se encontrd 14 potenciales bacteriocinas (Tabla 07) que

presentaron el domino -GG- en el genoma de S. mutans UA159.

Las feromonas peptidicas utilizan mecanismos de secrecién similares al péptido
estimulante de la competencia (comC) de S. mutans. A diferencia de la mutacina
lantibidtico, los genes (pre-péptido y transportador ABC) para la produccién de mutacinas
no lantibidéticos no pueden ser localizados dentro del mismo grupo de genes. El
transportador ABC podria ser responsable de secretar multiples mutacinas no lantibiético

(Hale et al., 2005). De las 14 mutacinas (Tabla 07) segun el andlisis smu.1895c, smu.1902 y
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smul1903, presentan significante homologia al péptido comC, segun los valores del

servidor CELLO, son proteinas de localizacién citoplasmatica.

Por lo tanto S. mutans podria tener mas de un péptido estimulante de la
competencia (CSP), para activar la transcripcion de mutacinas. Zeng L. et al., (2013)
encontraron en un estudio dos grupos de genes que son regulados por glucosa, smu.150,
smu.153 que codifican bacteriocinas (mutacina IV) capaz de matar estreptococos orales
estrechamente relacionados y el grupo de genes smu.1898, 1914 incluye dos supuestos
transportadores tipo ABC, ademds una supuesta proteina de secrecion de bacteriocina
(SMU.1905c), una proteina relacionada con bacteriocina (smu.1906c) y una proteina de
inmunidad bacteriocina (smu.1913c). Las bacteriocinas reportadas coindicen segun Tabla
07, por lo tanto las 7 bacteriocinas restantes encontradas son candidatas para estudiar su

actividad antimicrobiana in vitro frente a estreptococos.

En conclusiéon general estos resultados demostrarian que la competencia y
coexistencia de S. sanguinis no es Unicamente por la produccion de H,0, producto de su
metabolismo fermentativo. Ademas su genoma codifica un complejo arsenal de proteinas
las cuales le confieren cierta ventaja encontrando, el enzima glutatidon peroxidasa, con
actividad protectora frente al H,0,, el complejo enzimatico ATPasa-V podria regular el pH
acido del medio, proteinas Com del sistema de Qudérum sensing para captacién de ADN vy
adquirir nuevos genes a través de la transferencia genética horizontal y la proteina PrtS
con actividad serin proteasa, con posible actividad proteolitica. Sin embargo el genoma de
S. mutans presenta también un complejo arsenal de bacteriocinas (mutacinas). Se
propone que estas proteinas encontradas en cada especie podrian ser utilizadas para
sobrevivir en el estresante ambiente del biofilm dental. Estas proteinas fueron las mas
relevantes en el estudio y podrian proporcionar alguna capacidad para competir y
coexistir ecolégicamente en cada especie y relacionarse entre bacterias interespecificas

competidoras dentro de la biopelicula dental.

72



VI. CONCLUSIONES.

Se caracterizé la informacién del genoma de S. sanguinis SK36 y S. mutans UA159,
mediante el andlisis de 22 categorias funcionales COGs siendo [E] Metabolismo y
transporte de aminoacidos, [G] Metabolismo y transporte de carbohidratos, [P]
Metabolismo y transporte de iones inorganicos, las categorias funcionales que
presentan un mayor numero de proteinas involucrados, segun su caracteristico

metabolismo nutricional dentro del biofilm dental.

Se identificd rutas metabdlicas completas especificas de S. sanguinis SK36 como
degradacion de histidina, biosintesis de esfingolipidos y metabolismo de porfirinas.
S. mutans UA159, presenta enzimas especificas en rutas metabdlicas incompletas
como ciclo de Krebs, degradacién de glutamina, sintesis del almiddn, sin embargo

no son relevantes en la competencia.

Se describié el modelo de sefializacién celular, especificamente el sistema de
Qudrum sensing encontrado en S. sanguinis SK36 y S. mutans UA159, en base a
proteinas ortélogas analizadas y a literatura cientifica en el servidor Pubmed con
valores significantes en especies cercanas filogenéticamente al género

Streptococcus.

Se realizé la comparaciéon de proteinas con significancia siendo las proteinas del
complejo enzimatico ATP-V, complejo proteico com (QS) y la enzima glutatiéon
peroxidasa las implicadas en la competencia y la proteina ptrS con actividad
proteasa, las mutacinas, el regulador CcpA y las ATPasa-F las implicadas en la

coexistencia entre ambos microorganismos.
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VIl. RECOMENDACIONES.

El modelo predictivo in silico acerca de la competencia y coexistencia entre

Streptococcus sanguinis y Streptococcus mutans se ha realizado pretendiendo crear un

marco de trabajo inicial lo suficientemente util para dirigir la investigacién de futuros

procesos de validacion experimentales y se recomienda:

Recomendacion General:

Corroborar los estudios tedricos realizados en esta tesis a través herramientas de
biologia molecular haciendo énfasis en la generacién de mutantes de S. sanguinis y
S. mutans de las principales proteinas que permitan establecer la competencia

entre ambas especies, con énfasis en aquellas de interés en Biomedicina oral.

Recomendaciones Especificas:

Realizar un microarreglo del mutante CcpA de S. sanguinis SK36, para conocer toda
la red de genes regulados en condiciones de estrés.

Realizar knockout del gen que codifica la posible enzima glutation peroxidasa en S.
sanguinis SK36, para determinar si esta proteina participa en la virulencia o en la
proteccion contra H,0; en el biofilm dental.

Caracterizar molecularmente las proteinas que codifican el posible complejo
enzimatico ATPasa-V.

Caracterizar molecularmente la proteina prtS que codifica la posible serina
proteasa presente en S. sanguinis SK36, purificar y evaluar su actividad proteolitica
en condiciones in vitro.

Caracterizar molecularmente los genes que codifican el posible sistema de

competencia genética en S. sanguinis SK36.
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VIIl. GLOSARIO

Bioinformatica: Uso de herramientas computacionales para analizar, predecir y
acceder a secuencias de ADN, proteinas y ARN (Madigan et al., 2003).

Biofilm: Colonia de células microbianas recubiertas o incluidas en sustancias
mucosas y adheridas a una superficie (Madigan et al., 2003).

Genoma: Todos los genes de una célula o virus (Madigan et al., 2003).

Gendmica: Disciplina que involucra el mapeo, secuenciacién y analisis de genomas
(Madigan et al., 2003).

In silico: Uso de herramientas computacionales para andlisis sofisticados (Madigan
etal.,, 2003).

Ortdlogos: Genes que se encuentran en un organismo y que son similares a los de
otro organismo pero que difieren por el propio proceso de especiacién (Madigan et
al., 2003).

Operdn: Uno o mas genes transcriptos en un unico ARN bajo el control de un Unico
sitio regulador (Madigan et al., 2003).

Pardélogos: Genes de un organismo cuya similitud es el resultado de una
duplicacién génica en algun punto de la evolucion del organismo (Madigan et al.,
2003).

Qudérum sensing: Rutas reguladoras de bacterias que responden a la densidad
poblacional (Madigan et al., 2003).

ARNr 16S: Un polinucleétido grande (~1500pb) que funciona como parte de la
subunidad pequena del ribosoma de procariotas y de cuya secuencia puede
obtenerse informacién evolutiva (Madigan et al., 2003).

Sistema de dos componentes: Sistema regulador que contiene una proteina
guinasa sensodra y una proteina reguladora de la respuesta (Madigan et al., 2003).
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IX. RESUMEN

La caries dental es una de las enfermedades mas comunes en el ser humano, es un
problema que afecta la calidad de vida de las personas y demanda altos recursos de parte
de los servicios de salud. Con el fin de disminuir la caries, una mejor comprensién del
papel patogénico de los microorganismos en las enfermedades dentales es necesaria.
Estudios permiten conocer los organismos involucrados en la coexistencia y el
antagonismo, S. sanguinis, es un colonizador primario este produce cantidades de
perdxido de hidrogeno (H,0,) que inhiben el crecimiento de S. mutans y este produce
péptidos antimicrobianos (mutacinas) estos péptidos podrian jugar un papel en la
competencia contra S. sanguinis. El objetivo de la presente investigacion fue predecir cual
es modelo metabdlico general de la competencia y coexistencia entre S. sanguinis SK36 y
S. mutans UA159 en el biofilm dental. Se analizaron dos genomas mediante herramientas
bioinformaticas. Los resultados demuestran que la competencia y coexistencia no es
Unicamente por la produccién de H,0, en S. sanguinis, sino que ademds su genoma
codifica un complejo arsenal de proteinas las cuales les podrian dar ventajas encontrando
las proteinas del complejo enzimatico ATPasa-V, complejo proteico com (QS) y la enzima
glutatidon peroxidasa las implicadas en la competencia y la proteina ptrS con actividad
proteasa, las mutacinas, el regulador CcpA y las ATPasa-F las implicadas en la coexistencia
entre ambos microorganismos. Estas podrian ser las posibles proteinas que proporcionen
ventaja ecoldgica inusual respectivamente en cada microorganismo, para sobrevivir en el
estresante y fluctuante ambiente del biofilm dental. El modelo predictivo in silico acerca
de la competencia y coexistencia se ha realizado pretendiendo crear un marco inicial de
trabajo lo suficientemente util para dirigir la investigacion de futuros procesos de

validacién experimental.
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ANEXO 01

Tabla 08. Tabla general de proteinas analizadas en el presente estudio, con significancia

estadistica a través del parametro e-value y % de identidad.

Gen Posible funcion N° EC Mejor hits /Organismo % ldentidad E- value Score COG Locus
PPD Piruvato fosfato diquinasa 2.7.9.1 S. gordonii Challis 81 0 1483 574 ssal053
PEP Fosfoenolpiruvato sintasa 2.7.9.2 S. cristatus 94 0 1626 3848 ssal012
SpxB Piruvato oxidasa 1.2.3.3 S. pneumoniae 98 0 1193 28 ssa0391
ntpA ATP-V sintasa A 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 98 0 1201 1155 ssa0091
ntpB ATP-V sintasa B 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 99 0 946 1156 ssa0092
ntpC ATP-V sintasa C 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 96 0 668 ssa0088
ntpD ATP-V sintasa D 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 99 8e -145 413 1394 ssa0093
ntpE ATP-V sintasa E 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 95 le-128 371 ssa0087
ntpG ATP-V sintasa F 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 99 2e -70 216 1436 ssa0089
ntpl ATP-V sintasa | 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 96 0 1218 1269 ssa0085
ntpK ATP-V sintasa K 3.6.3.14 S. gordonii Challis CH1 100 6e -104 306 ssa0086
gor Glutation reductasa 1.8.1.7 S. parasanguinis FW213 83 0 764 1249 ssal533
basA Glutation peroxidasa 1.11.1.9 S. pneumoniae TIGR4 64 1le-70 221 386 ssal523
CCpA Prot. A control de catabolito S. pneumoniae 87 0 578 1609 ssal576
CCpA Prot. A control de catabolito S. ratti 93 0 631 1609 smu.1591
comD Histidina quinasa S. peumoniae 45 2e -99 315 2972 ssa2379
comE proteina reguladora S. pneumoiae 66 le-123 363 3279 $sa2378
comX Regulador transcripcional S. pneumoniae GA 50 2e -43 151 ssa0016
comFA Prot. de competencia tardia S. pneumoniae TIGR4 71 0 648 4098 ssal836
CglA Prot. de competencia S. pneumoniae G54 75 3e-171 489 2804 ssa0184
CglB Prot. de competencia S. pneumoniae 69 le-149 436 1459 ssa0185
comGC Prot. de competencia S. pneumoniae GA 64 le-34 125 4537 ssa0186
CglD Prot. de competencia S. pneumoniae D39 59 le-43 150 $sa0187
comEB Deaminasa S. pneumoniae GA 87 6e -98 290 2131 ssal497
comF Prot. de competencia S. pneumoniae TIGR4 47 3e -66 214 1040 ssal835
CelA Prot. de competencia S. pneumoniae TIGR5 50 4e -60 199 1555 ssa0715
comA Transportador ABC-ATP. S. ratti 90 0 1387 2274 smu.286
comB Transportador ABC-ATP. S. ratti 70 le-151 430 smu.287
prtS serin proteasa —Subtilisina S. gordonii Challis CH1 76 0 2325 $sa1882
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Tabla 09. Numero y porcentaje de genes para las categorias funcionales COGs de S.
sanguinis SK36 y S. mutans UA159.

COG? SK36" SK36° UA159¢  UA159°
[B] 0.04% 1 0.05% 1
[C] 3.87% 92 3.89% 80
[D] 1.60% 38 1.27% 26
[E] 14.75% 351 14.94% 307
[F] 3.82% 91 3.94% 81
[G] 9.12% 217 9.15% 188
[H] 3.57% 85 2.97% 61
n 2.56% 61 3.07% 63
4] 7.48% 178 8.18% 168
K] 8.32% 198 9.15% 188
[L] 6.60% 157 7.74% 159
[M] 4.92% 117 4.62% 95
[N] 1.89% 45 1.07% 22
[O] 3.28% 78 3.36% 69
[P] 9.37% 223 9.64% 198
[Ql 2.10% 50 1.95% 40
[R] 15.34% 365 15.43% 317
[S] 6.64% 158 6.47% 133
[T] 4.24% 101 4.62% 95
[U] 1.68% 40 1.27% 26
V] 4.92% 117 5.30% 109
[W] 0.04% 1 0.05% 1

a: categoria funcional COGs

b: COGs en porcentajes de Streptococcus sanguinis SK36, c: N° de ORFs en S. sanguinis

d: COGs en porcentajes de Streptococcus mutans UA159, e: N° de ORFs en S. mutans
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ANEXO 02

1960 ORI s 22530RFs

1: Streptococcus_mutans_UA159_chromosome_NC_004350
2: Streptococcus_sanguinis_SK36_chromosome_ NC_009009

Figura 16. Diagrama de Veen. Comparacién total de genes (ORFs) entre S. sanguinis SK36 que
presenta 1960 ORFs y S. mutans UA159 presenta 2253 ORFs. Ambas especies comparten 1207
ORFs (ortélogos) comunes en ambas especies con significante % de identidad. Ademas S. mutans
presenta 753 ORFs Unicos y S. sanguinis 1046 ORFs Unicos. Se sugiere que S. sanguinis podria
tener cierta ventaja gendmico evolutiva por presentar una mayor cantidad de genes, los cuales
podrian ser usados en ventaja de diferentes procesos metabdlicos o biolégicos en contra de sus
competidores dentro de la cavidad oral, especificamente en el biofilm dental.
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ANEXO 03

Primera Fase
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Figura 17. Flujograma del trabajo bioinformatico (analisis in silico) el cual comprende cuatro fases
detalladas en la metodologia del trabajo. Paper base Valdés et al, 2003. Se usaron cerca de 13 base
de datos de genes, proteinas y genomas de microorganismos.
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ANEXO 04

Lista de web de Base de datos (BD) y softwars utilizados en el estudio bioinformatico.

BASE DE DATOS- BD

e NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e PUBMED: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

e BLAST: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

e MATCHER: https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss matcher/
e MicrobesOnline: http://www.microbesonline.org/

e Regprecise: http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/

e KEGG: http://www.genome.jp/kegg/

e MetaCyc: http://metacyc.org/

e MicroScope: http://www.cns.fr/agc/microscope/home/index.php

e BRENDA: http://www.brenda-enzymes.org/

e CELLO: http://cello.life.nctu.edu.tw/

e SignalP: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

e TMHMM: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
e Pfam: http://pfam.sanger.ac.uk/

e MEME: http://meme.nbcr.net/meme/ : Motif-based sequence analysis tools

SOFTWARE:

e (ClustalX: http://www.clustal.org/

e MEGA: http://www.megasoftware.net/

e Mauve: http://gel.ahabs.wisc.edu/mauve/

e Artemis: http://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/
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