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Resumen

El propésito de este trabajo fue detectar y establecer la ubicacion de
las diferencias y semejanzas de las enzimas que participan en la biosintesis
de acidos grasos de las arquea utilizando herramientas bioinformaticas
como Clustal X, MEGA y BLAST y consultando bases de datos como KEGG,
Pfam y SCOP. Sélo se detectaron 6 enzimas involucradas en la sintesis de
acidos grasos en las arquea: 6.3.4.14, 6.4.1.2, 2.3.1.86, 2.3.1.180, 1.1.1.100
y 1.3.1.39. El analisis sustenta la hipoétesis de que la ruta metabdlica FAS I
se ensambl6 de acuerdo al modelo tipo “patchwork”. El andlisis filogenético
de las enzimas no coincidié con el arbol genealdgico de las especies. Los
sesgos constitutivos, la tasa evolutiva variable, la heterotaquia y el transporte
horizontal de genes pudieron haber alterado el anélisis filogenético. La
prueba de Kruskal-Wallis indica que la mayoria de las enzimas presentan
méas homologias que lo esperado Los analisis estadisticos de regresion
lineal y multifactorial descartaron la posibilidad de que el pH, la temperatura

y la salinidad hayan propiciado la elevada tasa de duplicacion génica.
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Abstract

The main purpose of this study was to detect and place the
differences and similarities among the enzymes that synthesize fatty acids in
Archaea using bioinformatic tools such as Clustal X, MEGA and BLAST and
consulting specialized databases such as KEGG, Pfam and SCOP. Only 6
enzymes were detected: 6.3.4.14, 6.4.1.2, 2.3.1.86, 2.3.1.180, 1.1.1.100 and
1.3.1.39. The structural comparison supports the “patchwork” evolution
model of the FAS Il metabolic pathway. The phylogenetic analysis of the
enzymes didn't always match with previous species phylogeny.
Compositional biases, long branch attraction, heterotachy and horizontal
gene transfer were all factors that modified the internal branching pattern.
Kruskal-Wallis test indicated that most enzymes present more homologies
than expected. Linear regression and multi-factorial regression analysis ruled
out the possibility of pH, temperature and ion concentration as being factors

favoring the elevated duplication rate.
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| Infroduccién
1.1 Biologia de las arquea

De acuerdo con el analisis filogenético de secuencias de RNA
ribosomal (rRNA) 16S, las arquea son un grupo monofilético de procariontes
diferente a las bacterias (Woese y Fox, 1977). Ademas de esta caracteristica
molecular, existe otra singularidad estructural que sustenta la clasificacion
actual de estos organismos, las arquea se distinguen por poseer cadenas de
isoprenoides de longitud variable, unidas exclusivamente a través de enlaces
de éter a la porcion glicerol de los lipidos de la membrana citoplasmatica
(Tornabene y Langworthy, 1979).

Sin embargo, diversas cromparaciones gendmicas revelan una
estrecha relacién entre los rasgos informativos de las arqueas y del
nucleocitoplasma eucarionte, pero mayor semejanza con los aspectos
metabdlicos de las bacterias (Olsen y Woese, 1997; Forterre et al. 2002)

iniciaihente, las arquea fueron divididas en dos grupos:
Euryarchaeota y Crenarchaeota (Woese et al. 1990). El manual de
sistematica bacteriolégica de Bergey (Boone y Castenholz, 2001) reconoce
ocho ordenes para el phylum Euryarchaeota: Termococci, Metanopyri,
Metanococci, Metanobacteria, Termoplasmata, Archaeoglobi, Halobacteria y
Metanomicrobia; y cuatro ordenes para el phylum Crenarchaeota:
Termoproteales, Caldisphaerales, Desulfurococcales y Sulfolobales. Forterre
et al. (2002) propone una clasificacién distinta, reconoce nueve ordenes para
el phylum Euryarchaeota: Metanobacteriales, Metanomicrobiales,

Metanococcales, Metanosarcinales, Metanopyrales, Halobacteriales,



Termoplasmatales, Termococcales y Archaeoglobales; mientras que
reconoce tres ordenes para el phylum Crenarchaeota: Termoproteales,
Desulfurococcales y Sulfolabales. Recientemente se han propuesto tres
nuevos phyla: el phylum Korarchaeota (Barns ef al. 1996), con un solo
integrante, Candidatus Korarchaeum Cryptofilum (Elkins et al. 2008); el
phylum Nanoarchaeota, también con un Unico integrante, Nanoarchaeum
equitans (Huber et al. 2002); y el phylum Thaumarchaeota, con
Cenarchaeum symbiosum y sus parientes (Brochier-Armanet et al. 2008).
Aunque en la actualidad se tienen pruebas de que las arquea ocupan
distintos nichos ecolégicos (Keough et al. 2003; Lepp et al. 2004; Galand et
al. 2005; Kim et al. 2005; Kleikemper ef al. 2005; Knittel et al. 2005; Mills et
al. 2005), todavia se les asocia con frecuencia a los ambientes mas
extremos de nuestro planeta. Las arquea se han establecido con éxito en
aquellos sitios que casi ningln otro organismo ha podido colonizar, se les
encuentra en el subsuelo del fondo marino (Jergensen y b’Hondt, 2006), en
chimeneas hidrotermales (Jones et al. 1983; Takai y Horikoshi 1999, Stefan
et al. 2000; Huber et al. 2002), en manantiales sulfurosos (Whildaber et al.
1987: Skirnisdottir et al. 2000), lagunas de agua hirviendo (Barns et al. 1994;
Barns et al. 1996, Hobel ef al. 2005) o estanques y mares hipersalinos (Oren
et al. 1990: Oren et al. 1995, Waing et al. 2000), hasta en el hielo (Battin et
al. 2001; Ravenschlag et al. 2001; Cavicchioli, 2006). Las arquea estan
perfectamente adaptadas para soportar las condiciones ambientales mas
adversas: anoxia (Collins et al. 2005), estrés energético cronico (Valentine,

2007), numerosas atmosferas de presion, temperaturas muy bajas (Preston



et al. 1996, Murray et al. 1998) o exageradamente elevadas, pH igual a 0
(Futterer et al. 2004) o pH superior a 10 e hipersalinidad. Sin embargo, es
comtn hallarlas lidiando con varias de ellas al mismo tiempo (Whildaber et
al. 1987: Elferink et al. 1992; Kaneshiro y Clark, 1995; Del.ong, 2000; Fan et
al. 2004 Futterer et al. 2004; Mesbah y Wiegel, 2008.).
1.2 Caracteristicas de la membrana citoplasmética de las arquea

La membrana celular es una bicapa de fosfolipidos donde se
encuentra embebida una gran cantidad de proteinas (Singer y Nicolson,
1972). Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas (moléculas con una region
hidrofébica y una hidrofilica) compuestas por una porcion glicerol fosfato
unida a dos cadenas laterales de hidrocarburos a través de enlaces de éester
(Nelson y Cox, 2005). Sin embargo, existen notables diferencias entre los
lipidos de la membrana citoplasmatica de las arquea y los organismos
pertenecientes a los demas dominios:

(I) Las cadenas de hidrocarburos se unen a las posiciones sn-2 y sn-3
de la porcién glicerol de los lipidos arqueanos, mientras que en bacterias y
eucariontes las cadenas de hidrocarburos se unen a las posiciones sn-1y
sn-2. Esto significa que el glicerol fosfato de los lipidos en las arquea es el
sn-glicerol-1-fosfato, enantiomero del sn-glicerol-3-fosfato de los fosfolipidos
bacterianos y eucariéticos (Kates, 1993; Pereté et al. 2004; Koga y Morii,
2007).

(1) En los lipidos de las arquea, las cadenas de hidrocarburos se unen
a la porcion glicerol a través de enlaces de éter exclusivamente. En

contraste, los lipidos de las bacterias poseen enlaces de éster entre los



acidos grasos y la porcién glicerol (Kates, 1993; Peret6 et al. 2004; Koga y
Morii, 2007).

(Il) Las cadenas de hidrocarburos de los lipidos de las arquea, son
isoprenoides altamente metilados, mientras que en su contraparte
bacteriana, la gran mayoria son acidos grasos saturados de cadena larga
(Kates, 1993, Peret6 et al. 2004; Koga y Morii, 2007).

(IV) En un gran nimero de especies de arquea se encuentran
presentes lipidos bipolares con un nucleo tetraetérico. Estos lipidos se
expanden para formar una monocapa lipidica (Kates, 1993; Pereté ef al.
2004; Koga y Morii, 2007).
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Figura 1. Caracteristicas de los lipidos de las arquea. Los fosfolipidos de las arquea se
caracterizan por (i) su estructura G-1-P, (i) tener enlaces de éter, (jii) tener cadenas de
isoprenoides y (iv) lipidos tetraetéricos bipolares. La mayoria de las cabezas polares son
compartidas por arqueas y bacterias. Imagen modificada de Koga y Morii, 2007.

De estas caracteristicas, la estereoestructura del glicerofosfato es el
rasgo filogenético y evolutivo de mayor significado de los lipidos de las
arquea. Sin embargo, la diferencia enantiomérica parece ser una propiedad

fisicoquimicamente insignificante de la membrana de las arquea, porque los



enantiomeros son fisicoquimicamente equivalentes, exceptuando su
quiralidad. Los enlaces de éter, las cadenas de isoprenoides y los lipidos
bipolares tetraetéricos son mas relevantes para las propiedades
fisicoquimicas de los lipidos de la membrana de las arquea (Koga y Morii,
2007).

La estructura de las membranas biolégicas se mantiene
principalmente unida a través de enlaces no covalentes como los de Van der
Waals e interacciones eléctricas (Morrison y Boyd, 1998).

La membrana celular funciona como una barrera entre el citoplasma y
el medio, controlando el movimiento de solutos (iones y nutrientes) hacia el
interior y el exterior de la célula (Alberts et al. 2002). La membrana
citoplasmatica es crucial para la generacion de energia metaboélica a través
de la transduccion de energia iénica. En este proceso, la energia de un
gradiente electroquimico generado por el paso de un ién a través de la
membrana es transformada en otras formas 'de energia o viceversa.

Los liposomas compuestos por lipidos tetraetéricos arqueanos son
mas estables que los liposomas de lipidos bacterianos y su permeabilidad a
los protones es menor a una temperatura particular (Elfrink et al. 1994; van
de Vossenberg et al. 1995; van de Vossenberg ef al. 1998. El nicleo de los
isoprenoides es el responsable de esta baja permeabilidad (Yamauchi et al.
1993). Los enlaces de éter son mas resistentes a la oxidacion y a las altas
temperaturas que los enlaces de éster. Consecuentemente, los liposomas
preparados con lipidos de Arquea son mas termoestables (Chang, 1994).

Ademas, a diferencia de los enlaces de éster, los lipidos tetraetéricos no son



susceptibles a la degradacion de pH alcalino y degradaciéon enzimatica por
las fosfolipasas (Choquet et al. 1994).

Las bacterias y las arquea pueden responder a los cambios de la
temperatura en el ambiente modificando la composicién lipidica de su
membrana celular (Gaughran, 1947). Estas adecuaciones son necesarias
para mantener a la membrana en un estado liquido cristalino (Rusell y
Fukunaga, 1990) y para limitar la tasa de difusién de protones. A altas
temperaturas, las bacterias logran esto incrementando la longitud de la
cadena de los lipidos, las ramificaciones y/o el grado de saturacién las
cadenas acilo (Reizer et al. 1985; Svobodova y Svoboda 1988). En algunas
arquea el grado de ciclacion del isoprenoide C40 en los lipidos tetraetéricos
se incremente a altas temperaturas (De Rosa y Gambacorta, 1988). Al
aumentar el grado de ciclacién de las cadenas isoprenoides C40 los lipidos
pueden compactarse mas, lo que ocasiona un movimiento mas restringido
de los lipidos y provoca que la membrana se torne muy fluida. En otras
arquea, ademas de la ciclacion, el incremento de temperatura induce el
cambio de lipidos dietéricos por lipidos tetraetéricos (Sprott ef al. 1991).

1.3 Biosintesis de Acidos Grasos en Bacteria (FAS II)

Dependiendo del tipo de enzimas y proteinas que participen en la
biosintesis de acidos grasos (FAS), existen dos variantes moleculares de
este proceso. En la variante del primer tipo (FAS I), los sitios activos que
catalizan el ciclo sintético se localizan en los distintos dominios de grandes
proteinas multifuncionales. En contraste, en la otra variante (FAS Il) cada

accion enzimatica es catalizada por una proteina discreta. A pesar de esta



importante diferencia, los mecanismos quimicos implicados en la biosintesis
de acidos grasos de ambas vias son virtualmente idénticos (Campbell y
Cronan, 2001).

Las enzimas y proteinas involucradas en la biosintesis de acidos
grasos tipo I, se dividen en dos categorias distintas: aquellas con
secuencias proteinicas altamente conservadas y una categoria menos
conservada. Las proteinas muy conservadas son frecuentemente
codificadas dentro de agrupaciones de genes con un orden bastante
conservado. Los genes fab estan involucrados en la conversion de acetil-
CoA y malonil-CoA en &cidos grasos de cadenas largas. Los genes
requeridos para la sintesis de malonil-CoA codifican la enzima de cuatro
subunidades, acetil-CoA carboxilasa, y se conocen como los genes acc
(Campbell y Cronan, 2001).

La acetil-CoA carboxilasa cataliza el primer paso de la biosintesis de
acidos grasos, la conversion de acetil-CoA a malonil-CoA. La reaccion se
lleva a acabo en dos pasos: la carboxilaciéon ATP dependiente de la biotina
con bicarbonato para formar carboxibiotina; y la transferencia del grupo
carboxilo de la carboxibiotina a la acetil-CoA para formar malonil-CoA (Waite
y Wakil, 1962).

Cada reaccion es catalizada por un complejo proteinico diferente. La
biotina es acoplada a un residuo de lisina de la proteina acarreadora de
biotina-carboxilo (BCCP, codificada por accB), mediante un enlace covalente
amidico generado por una enzima especifica, la apo-biotina ligasa

(codificada por birA), y es esencial para su actividad. La carboxilacién de la



biotina es catalizada por la biotina carboxilasa (codificada por accC). Los
genes accB y accC forman un operén. La carboxilacion de la biotina implica
la reaccion del ATP y CO, para formar un carboxifosfato de vida corta, que
luego interacttia con la biotina en la BCCP para transferir el CO, (Liy
Cronan, 1992)

La enzima carboxiltransferasa que transfiere el grupo carboxilo de la
region biotinilada de la BCCP a la aceti-CoA es un heterotetramero
compuesto por dos copias de dos subunidades diferentes, las subunidades a
y B (codificadas por accA y acecD, respectivamente). El andlisis de
secuencias sugiere que el sitio de unién a la acetil-CoA yace dentro de la
subunidad AccA. accA y accD se encuentran alejados el uno del otro y de
accCB (Liy Cronan, 1992)

Para que el grupo malonato pueda ser usado para la biosintesis de
acidos grasos, primero debe ser transferido de la malonil-CoA a la malonil-
ACP por la malonil-CoA :. ACP ftransacilasa, codificada por el gen fabD.
Durante el curso de la reaccion una se forma la malonil-serina y el
subsecuente ataque nucleofilico por el sulfhidrilo de la ACP sobre este éster
genera malonil-ACP (Williamson y Wakil, 1968; Ruch y Vagelos, 1973).

Los ultimos dos carbonos de la cadena del &cido graso son los
primeros en introducirse a la cadena naciente y se puede considerar a la
acetil-CoA la molecula templete de la sintesis de &cidos grasos. La
condensacion inicial, catalizada por la B-cetoacil-ACP sintetasa Ill (FabH),
utiliza acetil-CoA y malonil-ACP para producir la acetoacetil-ACP de cuatro

carbonos con la pérdida concomitante de CO, (Tsay et al. 1992)
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Figura 2. Ciclo iterativo de reacciones para la adicién de dos carbones. (1) Condensacion,
(2) reduccion, (3) deshidratacion y (4) reduccion. Modificado de Gurr et al, 2002,

Cuatro enzimas participan en cada uno de los ciclos iterativos de la
elongacion (Figura 2). Primero, la B-cetoacil-ACP sintetasa | o || (fabB o
fabF) afiade dos carbonos de la malonilF-ACP a la creciente acilo-ACP
(Garwin et al.1980). El cetoéster resultante es reducido por una B-cetoacil-
ACP reductasa (fabG) NADHP-dependiente, y una molécula de agua es
removida por una B-hidroxiacilo-ACP deshidratasa que pueden ser fabA o
fabZ (Heath y Rock, 1996). El Ultimo paso es catalizado por la enoil-ACP
reductasa (fabl) para formar acilo-ACP saturada, la cual sirve como sustrato
para ofra reaccion de condensacion (Bergler, et al. 1996).

La sobreproduccion de FabB tiene dos efectos: un elevado
incremento de Aacido cis-vaccénico en fosfolipidos y resistencia a la

tiolactomicina y cerulenina (Heath et al. 2002). La B-cetoacil-ACP sintetasa |l
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(FabF) es muy similar a FabB. No es esencial para el crecimiento de
Escherichia coli, pero es indispensable para la regulacion de la composicion
de acidos grasos como respuesta a las fluctuaciones de la temperatura
(Garwin et al. 1980). La B-cetoacil-ACP sintetasa lll se caracteriza por su
preferencia por el templete ligado a CoA, en lugar de acilo-ACP (Tsay et al.
1992).

El gen de la B-cetoacil-ACP reductasa (FabG) se localiza dentro del
grupo de genes fab, entre los genes fabD y acpP y es cotranscrito con acpP.
La proteina funciona con cadenas de cualquier longitud y exhibe una unién
cooperativa a NADHP (Campbell y Cronan, 2001).

E. coli posee dos B-hidroxiacilo-ACP deshidratasas. Una es codificada
por fabZ, y funciona con cadenas de cualquier longitud, saturadas o
insaturadas. Esta enzima es diferente a la B-hidroxidecanocil-ACP
deshidratasa/isomerasa (codificada por fabA). La enzima FabA deshidrata
acidos grasos saturados, pero no insaturados y cataliza la isomerizacion
clave, en el punto donde la biosintesis de &cidos grasos insaturados diverge
de la biosintesis de &cidos grasos saturados. Ambas enzimas comparten
una debil homologia. La histidina del sitio activo se localiza en un largo tdnel
que actlia como regla molecular para asegurarse que solo intermediarios de
10 carbonos sean isomerizados (Heath et al. 2002).

El Gltimo paso en cada ronda de elongacion en E. coli es la reduccién
NADH dependiente del doble enlace trans, catalizado por la enoil-ACP

reductasa | NADH dependiente, codificada por fabl (Heath y Rock, 1995).
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La ruta descrita anteriormente basta para producir los &cidos grasos
saturados encontrados en los fosfolipidos de la membrana, principalmente
acido palmitico, en E. coli. El radio de &cidos grasos saturados: insaturados
es un determinante clave de la fluidez de la membrana, y cambia de acuerdo
a la temperatura. La deshidratasa/isomerasa codificada por fabA cataliza
una reaccién vital en el punto donde ambas vias se bifurcan: la
isomerizacién de la trans-2-decanoil-ACP a cis-B-decanoil-ACP. El
compuesto cis-3 no es utilizado como sustrato de por la enoil-ACP-
reductasa, sino que es rapidamente en una reaccién que requiere de FabB
(Heath ef al. 2002). Tanto FabB como FabF son capaces de participar en la
sintesis de acidos grasos saturados como insaturados, y funcionan de
manera similar con todas las acilo-ACP de cadena largo, excepto palmitoleil-
ACP.

1.4 Origen y evolucién de rutas metabdlicas

El metabolismo es una compleja red de procesos fisico-quimicos, Ia
mayoria de ellos catalizados por enzimas, que permite la supervivencia y la
perpetuacion de los seres vivos (Alves et al. 2002). Aunque existen varias
hipotesis que intentan explicar el origen y la evolucion de las rutas
metabolicas (Lazcano y Miller 1999; Rsion y Thornton 2002; Schmidt ef al.
2003), el modelo retrégrado y el modelo de “patchwork” son las méas citadas
para explicar el posible origen y la evolucion de esta serie de reacciones en

los seres vivos.
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Figura 3. Modelo retrogrado de evolucion de rutas metabélicas. Un organismo heterotrofico
agota el abastecimiento natural del metabolito A. El reclutamiento fortuito de una enzima
(Enz 1) capaz de sintetizar A de B y C confiere una ventaja al organismo. Cuando las
concentraciones de B y E decaen. Son compensadas por el reclutamiento de las enzimas
‘Enz’ 2 y 'Enz 3', respectivamente. Modificado de Rison y Thornton, 2002.

El modelo retréogrado establece que las rutas metabdlicas
evolucionaron “hacia atras” a partir de un metabolito clave (Horowitz, 1945).
Esta teorfa se sustenta en la hipotesis heterotréfica de Oparin (1968) y entre
la correspondencia uno a uno entre genes y enzimas sugerida por Beadle y
Tatum (1941) y da por sentada la existencia de un ambiente quimico en el
cual el metabolito clave y los posibles intermediaros estaban disponibles. Un
organismo heterétrofo dependiente de la molécula A, consumird el
metabolito hasta el punto en el que la disponibilidad decadente limite su
crecimiento; en dicho ambiente, un organismo capaz de sintetizar la
molecula A a partir de los precursores ambientales B y C, tendra una ventaja
selectiva. Cualquier mutante con una enzima que catalice esta reaccion se
propagara rapidamente; ademas en la continua ausencia del metabolito A,
cualquier mutacion de la enzima seré letal, favoreciendo su conservacion. A
su vez, mientras la concentracién de B o C se agota, el proceso sera

repetido con el reclutamiento similar de otras enzimas. Horowitz también
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sugirié que la escasez simultanea de los dos intermediarios (e.g. B o C)
favoreceria la asociaciéon simbidtica entre dos mutantes, uno capaz de
sintetizar B y otro capaz de sintetizar C de otros precursores ambientales.
Posteriormente, el descubrimiento de los operones le permitié a Horowitz
(1965) replantear su idea original y proponer que el agrupamiento de genes
que codifican enzimas de una ruta dada, puede ser explicado como el
resultado de duplicaciones tempranas en tandem. Sin embargo, el modelo
retrégrado no puede explicar la evolucion de rutas metabdlicas que incluyen
metabolitos inestables, cuya sintesis y acumulacion parece improbable en el
ambiente prebidtico (Lazcano y Miller, 1999; Rison y Thornton, 2002).
Ademas, muchos de estos intermediarios son compuestos anioénicos
fosforilados, los cuales no podrian permear faciimente las membranas
primitivas, carentes de transportadores especializados (Jensen, 1976). Esta
teoria sélo puede explicar la evolucidon de rutas metabdlicas en un medio rico
en intermediarios metabolicos; la destruccion final del ambiente orgéanico
evitaria la evolucion de rutas metabdlicas de manera retrograda (Rison y
Thornton, 2002).

El modelo tipo “patchwork” establece que las rutas metabélicas se
ensamblaron a través del reclutamiento de enzimas primitivas que
reaccionaban con una gran cantidad de sustratos quimicamente
relacionados, que después evolucionaron hacia enzimas mas eficientes y
especificas que catalizan un solo paso de una sola ruta, mediante la
duplicacién génica y la diversificacion (Jensen, 1976). La duplicacion génica

pudo ser promovida por la falta de mecanismos de reparacion del DNA y los
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altos niveles de radiacion ionizante en el ambiente precambrico (Koch,
1972). Este modelo explica la diversificacion de enzimas ancestrales de
poca especificidad hacia familias de catalizadores especializados, se debe
mutaciones puntuales, pequefias supresiones y otros cambios mintisculos.
Como los procariontes son organismos haploides, la mayoria de estos
pequeiios cambios genéticos se expresarian en cuanto hubiesen surgido,
resultando una rapida evolucion metabodlica (Peretdé ef al. 1997). Sin
embargo, este modelo sélo puede funcionar luego de la aparicion de la
biosintesis de proteinas y el desarrollo de enzimas; después de la aparicion
del mundo DNA-proteinas. Este mecanismo no aplica a las rutas
metabdlicas mas tempranas porque habia pocas, si acaso algunas enzimas
disponibles. Pero, puede aplicar para rutas posteriores (Lazcano y Miller,

1999).

(3) (b}

te) . e 1)

Figura 4. Modelo "patchwork” de evolucion de rutas metabdlicas. Este modelo pudo
favorecer un mecanismo de sustrato especifico (a), sin embargo las enzimas presentaban
baja especificidad (b). La duplicacién de cualquier gen seria muy ventajosa pues mas
metabolito seria sintetizado (c). Esta duplicacion, seguida por la especializacion de la
enzima daria lugar a las rutas que existen actualmente (d). Modificado de Rison y Thornton,
2002.
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A pesar de sus diferencias, estas hipotesis se basan en la idea de que
la duplicacién geénica, seguida por la divergencia, puede originar nuevas
rutas metabdlicas (Ohno, 1970). La duplicacion génica, es el fenémeno en
el cual ocurre la duplicacién de una o varias secuencias de DNA, que
codifican un gen en particular y su principal funcién es proporcionar material
genetico nuevo para la adaptacion de los seres vivos (Hughes, 2005) y
resulta del entrecruzamiento desigual, de la retroposicion, o la duplicacion
cromosomica (Page y Holmes, 1998). El entrecruzamiento desigual
usualmente genera duplicaciones génicas en tandem. Dependiendo de la
posicion del entrecruzamiento, la regién duplicada puede contener parte de
un gen, un gen entero, o varios genes. Si en los dos casos anteriores la
region duplicada presentaba intrones, estos también estaran presentes en
los genes duplicados (Zhang, 2003). La retroposicion ocurre cuando un RNA
mensajero (MRNA) es retrotranscrito a DNA complementario (¢cDNA) y luego
insertado en el genoma. En este proceso hay pérdida de intrones y
secuencias reguladoras, presencia de secuencias poli A y presencia de
repeticiones cortas flanqueantes (Marques et al. 2005). Una importante
diferencia con el entrecruzamiento desigual es que los genes generados por
retroposicion, es que casi nunca se encuentran ligados al gen original,
porque la insercion del cDNA al genoma es mas o menos azarosa. También
es imposible tener bloques de genes duplicados, a menos de que los genes

involucrados formen parte de un Operéon (Zhang, 2003). La duplicacién
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cromosomica o gendmica probablemente ocurre por una falta de disyuncion
entre los cromosomas después de la replicacion del DNA (Zhang, 2003).

El destino de una duplicacion sera determinado por la funcién de los
genes duplicados. (i) La redundancia funcional generada por la duplicacion
de un gen puede resultar no ventajosa. La pseudogenizacion de un gen
ocurre cuando una de las copias pierde su funcionalidad por la acumulacion
gradual de mutaciones (Haldane, 1933). (ii) Un gen puede ser conservado si
las cantidades extras de proteina o RNA producidas son beneficiosas. Los
genes paralogos pueden mantenerse funcionales si se encuentran sujetos a
evolucion concertada, esto quiere decir, que existe una transferencia de
informacién genética no reciproca entre secuencias similares, en el cual no
hay intercambio del DNA flanqueante (Liao, 1999); o por seleccion
purificadora, la cual actia en contra de mutaciones supresoras (Kimura y
Ohta, 1974). (i) La subfuncionalizacién tiene lugar cuando las copias
nuevas adquiere una parte de las fﬁnciones del gen ancestral (Jensen,
1976). (iv) La adquisicion de una nueva funcion debida a una gran cantidad
de sustituciones de aminoacidos (Ohno, 1970).

1.5 Las moléculas como fuentes de informacion

Los genes y las proteinas derivadas de los genes, son las moleculas
que mas historia de los seres vivos conservan (Zuckerkandl y Pauling,
1965). Numerosos métodos computacionales han sido desarrollados para
poder analizar la informacién que confienen.

Existen diversas bases de datos que almacenan las secuencias de

nucledtidos de un gen o aminoacidos de un polipéptido, o que clasifican y
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ordenan a las proteinas dependiendo de su funcién o conformacion
estructural. EI GenBank (Benson et al. 2007) es probablemente el mas
conocido de estos bancos de datos, y contiene una enorme cantidad de
secuencias nucleotidicas; la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto
(KEGG) es otra base de datos que ofrece al publico recursos similares
(Kanehisa y Goto, 2000). Pfam se utiliza para identificar y clasificar los
dominios funcionales que integran las proteinas y SCOP las clasifica
dependiendo de su acomodo espacial y es muy Util para inferir si comparten
un mismo ancestro basandose en esta propiedad (Murzin et al. 1985, Finn et
al. 2008).

En la actualidad existen millones de genes cuya funcion se
desconoce. Una manera 4gil de averiguar el papel que desempefian esta
proteinas es comparando sus secuencias y encontrar homologias con las
moléculas ya descritas. El método bioinformético més popular para encontrar
homologias entre las secuencias es realizando una comparacion con el
programa BLAST, (Basic Local Alignment Search Tool), el cual detecta
similitudes débiles pero biolégicamente significativas y es un orden de
magnitud mas réapido que los algoritmos heuristicos existentes (Altschul et al.
1990).

El andlisis filogenético de secuencias de DNA o proteinas se ha vuelto
una importante herramienta para estudiar la historia evolutiva de las rutas
metabolicas. Varios algoritmos matematicos han sido propuestos para
obtener la filogenia mas aproximada a la verdadera: de distancia (neighbor-

joining), méxima parsimonia o de maxima similitud. También se han
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implementado diversos analisis estadisticos como el booistrap, para
fortalecer los resultados obtenidos de los analisis filogenéticos. Hay muchos
programas gratuitos y disponibles en Internet, Mega 4.0 (Tamura ef al. 2007)

y Mr. Bayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) son un ejemplo.



Il Antecedentes: Esteres de glicerol en Archaea

Los precursores esenciales para la sintesis de isoprenoides que
integran la membrana citoplasmatica de las arquea son sintetizados por la
via del mevalonato (Smith y Mushiegan, 2000). La importancia adaptativa y
taxondmica de la membrana celular de las arquea ha promovido su estudio y
existen varias publicaciones al respecto (Tornabene y Langworthy, 1979;
Koga y Morii, 2007). Sin embargo, muy poco se sabe sobre los ésteres de
glicerol que poseen estos organismos y la funcion que desempefian, incluso
algunos autores dan por hecho que no tienen (Campbell y Cronan, 2001). En
2004, Pereto et al. compararon las secuencias de las enzimas que catalizan
la biosintesis de algunas bacteria con el genoma de algunas arquea y
encontré varias homologias. Sin embargo, no se ha reportado un analisis
mas profundo de esta ruta, que revele las diferencias y semejanzas entre las
enzimas gue sintetizan estas moléculas y las especies de arquea que las
poseen. Por lo tanto, el problema central a resolver consiste en establecer

dichas semejanzas y diferencias.
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lll Objetivos

1) Obtener los proteomas de Archaea disponibles en la base de datos
KEGG.

2) Determinar el mecanismo de ensamblaje de la FAS Il en las arquea.

3) Establecer las posibles rutas evolutivas de las enzimas que catalizan la

biosintesis de &cidos grasos tipo Il en el dominio Archaea.
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IV Hipétesis

El andlisis bioinforméatico de las enzimas que sintetizan los acidos
grasos en el grupo Archaea revelard las diferencias y semejanzas que
existen entre las especies estudiadas, revelando las regiones conservadas y

las mas variables.
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V Material y Métodos

LLas secuencias de aminoacidos de las enzimas que catalizan la
biosintesis de acidos grasos tipo Il en Escherichia coli, Mycobacterium
tuberculosis y Salmonella enterica se obtuvieron de la Enciclopedia de
Genes y Genomas de Kyoto (http://www.genome.jp/kegg/) y se compararon
con una recopilacién de 49 proteomas de arqueas, para detectar posibles
homologias, utilizando BLAST con un valor de e <0.0001 (probabilidad de

que dos secuencias se parezcan por mero azar;)

Tabla I. Enzimas que catalizan la biosintesis de &cidos grasos tipo Il (FAS Il) en Escherichia
coli HS (ecx), Mycobacterium tuberculosis CDC 1551 (mtc) y Salmonella enterica subsp.
enterica serovar choleraesius (sec). El numero EC es un sistema de clasificacion numérica
de las enzimas basado en la reaccion que estas catalizan.

Numero

Enzima EC Reaccidén
me e 6.4.1.2 é‘g}l: + acetyl-CoA + HCO(3)(-) = ADP + phosphate + malonyl-
. . ATP + biotin-carboxyl-carrier protein + CO(2) = ADP + phosphate
Blioting cartioliass a4 + carboxybiotin-carboxyl-carrier protein
. : Acetyl-CoA + malonyl-[acyl-carrier-protein] = acetoacyl-(acyl-
3-cetoacil-ACP sintetasa lll 2.3.1.180 carrier-protein] + CoA + CO(2)
: - Acyl-[acyl-carrier-protein] + malonyl-[acyl-carrier-protein] = 3-
3-cetoaci-ACP sintetasa | Ealad oxoacyl-facyl-carrier-protein] + CO(2) + [acyl-carrier-protein]
Acetyl-CoA + n malonyl-CoA + 2n NADH + 2n NADPH =
Lipoacil-CoA sintetasa 2.3.1.86 long-chain-acyl-CoA + n CoA + n CO2 + 2n NAD(+) + 2n
NADP(+)
. (3R)-3-hydroxyacyl-[acyl-carrier protein] + NADP(+) = 3-oxoacyl-
3-cetoacil-ACP reductasa 1.1.1.100 [acyl-carrier protein] + NADPH
Enoil-ACP reductasa (NADPH) 1.3.1.39 Acyl-{acyl-carrier protein] + NADP(+) = trans-2,3-dehydroacyl-

[acyl-carrier protein] + NADPH

(Z)-hexadec-11-enoyl-[acyl-carrier protein] + malonyl-[acyl-carrier
3-cetoacyl-ACP sintetasa Il 2.3.1.179  protein] = (Z)-3-oxooctadec-13-enoyl-[acyl-carrier protein] +
CO(2) + [acyl-carrier protein]

Malonyl-CoA + [acyl-carrier protein] = CoA + malonyl-[acyl-carrier

Malonil CoA:ACP transacylasa 2.3.1.39 protein]

5.1 Andlisis funcional y estructural de la FAS I

Las secuencias generadas por el BLAST se compararon con la base
de datos Pfam. Una vez identificadas las regiones funcionales de estas
moléculas, las secuencias correspondientes se compararon con la base de

datos SCOP.
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5.2 Analisis filogenético y estadistico de la FAS Il

Las secuencias de aminoacidos se alinearon con el programa Clustal
X (Thompson et al. 1997). Cuando fue necesario, las secuencias se editaron
con el programa BioEdit (Hall, 1999). Los analisis filogenéticos
correspondientes se llevaron acabo con el programa MEGA version 4.0. Los
arboles filogenéticos de las distintas enzimas involucradas, se generaron
empleando el método de distancia Neighbor Joining y se evalud la
confiabilidad de su topologia con una prueba de bootstrap, utilizando 100
réplicas.

Con el programa StatGraphics Centurion XV se realizé un anélisis de
variancia para saber si existen diferencias significativas entre el nimero de
duplicaciones de cada enzima. Para determinar si el numero de
duplicaciones tiene alguna relacion con el pH, la temperatura o la salinidad
se realizd una regresion lineal simple. Un analisis de regresion multifactorial
se utilizé para observar como afectan estas variébles en conjunto el numero

de duplicaciones presente en cada enzima.




VI Resultados

El BLAST detecté 763 homologias en total (Tabla I1): 95 para la
enzima Acetil CoA-Carboxilasa (6.4.1.2), 86 para la Biotina Carboxilasa
(6.3.4.14), 42 para la 3-cetoacil-ACP sintetasa Ill (2.3.1.180), 41 para la 3-
cetoacil-ACP sintetasa | (2.3.1.41), 224 para la lipo-Acil-CoA sintetasa
(2.3.1.86), 178 para la 3-cetoacil-ACP reductasa (1.1.1.100) y 97 Pero, no
encontré ninguna secuencia homéloga para las enzimas Malonil CoA:ACP
transacilasa (2.3.1.39) y 3-cetoacil-ACP sintetasa Il (2.3.1.179), en ninguna
Arquea.

La mayoria de las secuencias de la enzima 1.3.1.39 generadas por el
BLAST son las mismas que el andlisis gener6 para la enzima 1.1.1.100. El
BLAST de las enzimas 2.3.1.180 y 2.3.1.41 también generé numerosas
redundancias, por ejemplo: el BLAST de los genes MT0557 y SC1141 de la
enzima 2.3.1.180 y A1213 de la enzima 2.3.1.41 genero la misma secuencia
en Aeropyrum pernix (ape:APE_1873.1).

Las enzimas Fatty-Acyl-CoA sintetasa (2.3.1.86) y 3-cetoacil-ACP
reductasa (1.1.1.100) son las enzimas que presentaron el mayor niimero de
homologias: 224 y 178, respectivamente.

Haloarcula marismortui fue la especie que presentdé mas homologias,
54; mientras que Nanoarchaeum equitans fue la especie que presento
menos, 1.

5.1 Analisis Funcional y Estructural
El analisis funcional de las enzimas 2.3.1.41 y 2.3.1.180 demostré que

las secuencias homoélogas obtenidas por el BLAST pertenecen a la enzima
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Tabla IIl. Resultados del BLAST. cetil CoA-Carboxilasa (6.4.1.2) y biotina carboxilasa (6.3.4.14)), Malonil CoA:ACP transacilasa (2.3.1.39), 3-
cetoacil-ACP sintetasa Il (2.3.1.180), 3-cetoacil-ACP sintetasa Il (2.3.1.179), 3-cetoacil-ACP sintetasa | (2.3.1.41), lipoacil-CoA sintetasa (2.3.1.86),
3-cetoacil-ACP reductasa (1.1.1.100) y enoil-ACP reductasa (NADPH) (1.3.1.39).

Epecie 6.4.1.2 6.3.4.14 2.31.179 2.3.1.180 2.3.1.86 2.3.4.41 2.3.1.39 1.1.1.100 1.3.1.39 Total

Methanococcus jannaschii mja 4 4 0 1 0 1 0 0 0 10
Methanococcus maripaludis S2 mmp 3 3 0 2 5 1 0 0 0 14
Methanococcus maripaludis C5 mmg 3 3 0 1 4 1 0 0 0 12
Methanosarcina acetivorans mac 2 3 0 1 5 1 0 7 3 22
Methanosarcina barkeri mba 3 3 0 1 3 1 0 2 1 14
Methanococcoides burtonii mbu 3 4 0 1 4 1 0 0 0 13
Methanosaeta thermophila mtp 3 3 0 1 7 1 0 0 0 15
Methanocorpusculum labreanum mla 3 3 0 1 8 1 0 i 1 18
Methanoculleus marisnigri mem 3 3 0 1 8 1 0 5 2 24
Methanobacterium thermoautotrophicum mth 3 3 0 2 7 1 0 0 0 16
Methanosphaera stadtmanae mst 3 3 0 1 2 1 0 2 1 13
Methanopyrus kandleri mka 2 3 0 1 0 1 0 0 0 7

Archaeoglobus fulgidus afu 5 4 0 1 24 2 0 1 1 38
Halobacterium sp. NRC-1 hal 3 2 0 1 6 1 0 10 3 26
Haloarcula marismortui hma 6 3 0 2 16 1 0 18 8 54
Haloquadratum walsbyi hwa 2 3 0 1 3 1 0 " 3 24
Natronomonas pharaonis nph 5 3 0 2 12 2 0 17 9 50
Thermoplasma acidophilum tac 0 0 0 1 7 2 0 9 5 24
Thermoplasma volcanium tvo 0 0 0 1 6 1 o} 3 4 18
Picrophilus torridus pto 0 1 0 1 b 1 0 4 2 14
Pyrococcus horikoshii pho 3 2 0 1 0 1 0 2 1 10
Pyrococcus abyssi pab 2 1 0 1 0 1 0 4 2 11

Pyrococcus furiosus pfu 3 2 0 1 0 1 0 5 2 14
Thermococcus kodakaraensis tko 3 2 0 1 0 1 0 4 2 13
Aeropyrum pernix ape 0 0 0 2 6 2 0 2 1 13
Staphylothermus marinus smr 4 3 0 1 0 1 0 2 2 13
Hyperthermus butylicus hbu 4 3 0 1 0 1 0 4 2 15
Sulfolobus solfataricus ss0 3 3 0 1 20 1 0 11 6 45
Sulfolobus tokodaii sto 3 3 0 1 14 1 0 9 6 37
Sulfolobus acidocaldarius sai 4 4 0 2 18 2 0 12 9 51

Metallosphaera sedula mse 3 3 0 1 10 1 0 8 5 31

Pyrobaculum aerophilum pai 1 1 0 1 8 1 0 5 4 21

Pyrobaculum islandicum pis 1 1 0 1 4 1 0 3 1 12
Pyrobaculum calidifontis pcl 1 1 0 1 6 1 0 5 4 18
Pyrobaculum arsenaticum pas 1 1 0 1 4 1 0 6 5 19
Thermofilum pendens tpe 3 2 0 1 2 1 0 2 1 12
Nanoarchaeum equitans neq 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Total 95 86 0 42 224 41 0 178 97 763

°14



Tabla ill. Cuadro comparativo de dominios entre las secuencias problema Escherichia coli HS y los homélogos detectados por el BLAST en

Archaea

Enzima
6.4.1.2 23141 1.1.1.100 1.341.9
Especie = EcHS_A0187 EcHS_A2467 EcHS_A3448 EcHS_A1213 EcHS_A1215 EcHS_A1401

afu PF01039 PF01039 PF02786 PF00289 PF02785 PF08541 PF00106
ape PF08541 PF00106 PF00106
cma

hal PF01039 PF01039 PF01154 PF08540 PF00106 PF00106
hbu PF01039 PF01039 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
hma PF01039 PF01039 PF02786 PF00289 PF02785 PF00364 PF01796 PFD0106 PF00106
hwa PF01039 PF01039 PF02786 PF00289 PF02785 PF00364 PF00106 PF00106
iho

mac PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
mae

mba PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
mbn

mbu PF02786 PF00289 PF02785 PF00364 PF001154 PF08541
mem PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541 PF00106 P00106
mhu

mja PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541

mka PF001154 PF08541

mia PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF0B541 P00106 PF00106
mmp PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF0B541
mmq PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541
mmx

mmz

mse PF01039 PF08541 PF00106 PF00106
msi

mst PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
mth PF02786 PF00289 PF02785 PF001154 PF08541

mtp PF02786 PF00289 PF02785 PF08541

mvn

neq PF00106

nmr

nph PF01039 PF01039 PF01796 PF00106 PF00106
pab PF01039 PF01038 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
pai PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
pas PF08541 PF00106 PF00106
pcl PF001154 PF08541 PF00106 PF00106

9¢



Tabla lll. Cuadro comparativo de dominios entre las secuencias problema Escherichia coli HS y los homoélogos detectados por el BLAST en

Archaea

Enzima
6.4.1.2 2.3.1.41 1.1.1.100 1.3.1.8
Especie EcHS_A0187 EcHS_A2467 EcHS_A3448 EcHS_A1213 EcHS_A1215 EcHS_A1401
pfu PF01033 PF01039 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
pho PF01039 PF01039 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
pis PF001154 PF08541 PF00106 PFo0106
pto PF001154 PF08541 PF00106 PF001086
rci
sai PF01039 PF01039 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
smr PF01039 PF01039 PF08541 PF00106 PF00106
sso PF01039 PF08541 PF00106 PF00106
sto PF01039 PF01039 PF08541 PFO0106 PF00106
tac PF08541 PF00106 PF00106
tko PF01039 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
tpe PF01039 PF01039 PF001154 PF08541 PF00106 PF00106
tvo PF08541 PF00106 PF00106

4T



Tabla IV. Tabla comparativa de dominios entre las secuencias

problema de Mycobacterium tuberculosis CDC1551 y los homélogos detectados por

el BLAST.
Enzima
6.4.1.2 1.1.1.100 1.3.1.9 6.3.4.14 2.3.1.180
Especie MTO0927 MTO0256 MT0793 MT1393 MT1530 MT2836 MT3606 MT3664 MT1531 MT2576 MTO0557
afu PF01038 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PFo0106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
ape PF00106 PF00106 PF00106 PF00108 PF0O0106 PF00106 PF00106 PF08541
cma
hal PF01039 PF00106 PF00106 PF00106 PF001086 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785
hbu PF01038 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
hma PF01038 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785
hwa PF01039 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785
iho
mac PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mae
mba PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mbn
mbu PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mem PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mhu
mja PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mka PF00288 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mla PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mma?
mmp PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
mmq PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mmx
mmz
mse PF01039 PF00106 PFo0108 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
msi
mst PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mth PF00288 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mtp PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
mvn
neq PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106
nmr
nph PF01039 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08540
pab PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00364 PF01154 PF08541
pai PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
pas PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF08541
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Tabla V. Tabla comparativa de dominios entre las secuencias problema de Mycobacterium fuberculosis CDC1551 y los homélogos detectados por

el BLAST. :
Enzima
6.4.1.2 1.1.1.100 1.3.1.9 6.3.4.14 2.3.1.180
Especie MT0927 MT0256 MT0733 MT1393 MT1530 MT2836 MT3606 MIT3664 MT1531 MT2576 MTO0557
pel PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PFD0106 PF00106 PF00106 PFO0106 PF00289 PF02786 PFO2787 PF01154 PF08541
pfu PF01039 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
pho PF01039 PF00106 PFD0106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00108 PF00288 PF02786 PF02787 PF01154 PF0B541
pis PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF0D106 PF00106 PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
pto PFD0106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
rci PF00289 PF02786 PF02785
sai PF01039 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
smr PF0D1039 PF00106 PF00106 PF001086 PF00106 PF00106 PF0O0106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
ss0 PFO1039 PF00106 PF00108 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
sto PF0O1039 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787
tac PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF00106 PF0O0106 PF00106 PFD0O106 PF08541
tko PF01039 PF00106 PF00106 PF00106 PF001086 PF00106 PF0OO106 PF00106 PF00464 PF01154 PF0B541
tpe PFD1039 PF00106 PFOO106 PF00106 PF00106 PF00106 PF0O0106 PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
tvo PF00106 PF00106 PF00106 PF001086 PF00106 PF00106 PF001086 PF08541

6¢
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Tabla IV (continuacion). Tabla comparativa de dominios entre las secuencias problema de
Mycobacterium tuberculosis CDC1551 y los homoélogos detectados por el BLAST en

Archaea.
Enzima
2.3.1.86
MT1041 MTi244  MT1387  MT4793  MT1796 _ MT2580  MT3011  MT3023  MT3610  MT3666
PFO0501  PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PF00501  PFO0501 PF00501 PF00501 PFO0501  PF00501  PFO0501  PF0O0501  PF00501  PF0O0501
PFO0501  PF0O0501 PF00501 PFO0501  PF00501  PFO0501  PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PFO0501 PF00501 PFO0501 PF00501  PFO0501  PFO0501  PF00501  PF00501  PF00501
PFO0501  PF00501 PF00501 PFO0501  PF00501  PF00501  PF00501  PF0O0501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PF00501 PF00501 PF00501 PF00501  PFO0501  PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PEO0501  PF00501 PF00501 PFO0501 PFO0501  PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PEO0501  PFO0501 PFO0501 PFO0501 PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PF00501 PF00501 PF00501 PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PFO0501  PFO0501
PFO0501 PF0O0501 PFO0501 PFO0501 PF00501  PF00501  PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501
PF00501  PFO0501 PF00501 PF0O0501 PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PFO0501  PF00501
PF00501 PF00501 PF00501 PF00501 PF0O0501  PFO0501  PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PFO0501 PF00501 PF00501 PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PF00501  PF00501
PFO0501  PF00501 PF00501 PFO0501  PF00501  PF00501  PFO0501  PF0O0501  PFO0501  PF0O0501
PFO0501  PFO0501 PFO0501 PF00501  PF00501  PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PF0O0501 PF0O0501 PFO0501  PFO0501  PFO0501  PFO0501  PF00501.  PF00501  PF0O0501
PFOD501  PF0O0501 PF00501 PFO0501 PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501  PF00501  PF0O0501
PFO0501  PF00501 PFO0501 PFO0501 PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PF00501  PF0O0501
PFO0501  PFO0501 PF00501 PF00501 PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501
PFO0501  PFO0501 PF00501 PF0O0501 PF0O0501  PFO0501  PFO0501  PFO0501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PF0O0501 PF0O0501 PFO0501  PF0O0501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PF0O0501 PF00501 PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PFO0501  PF00501
PFO0501  PF00501 PF00501 PF00501 PF00501  PF0O0501  PFO0501  PF00501  PFO0501  PFO0501
PFO0501  PF00501 PF0D0501 PF00501 PF00501  PF00501  PFO0501  PFO0501  PF00501  PFO0501
PFO0501  PF00501 PFO0501 PF00501 PF00501  PF00501  PF00501  PFO0501  PF00501  PFO0501
PFO0501  PFO0501 PF00501 PF00501  PFO0501  PF0O0501  PFO0D501  PF00501  PFO0501  PFO0501




Tabla V. Tabla comparativa de dominios entre las secuencias problema de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis y los
homélogos detectados por el BLAST en Archaea.

Enzima
6.4.1.2 1.1.1.100 1349 6.3.4.14 2.3.1.180
Especie §C0232 SC2368 SC3317 SC3318 5C1143 SC1694 SC3318 sC1i41
afu PF01039 PF01039 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
ape PF00106 PF08541
cma
hal PF01039 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00108 PF00289 PF02786 PF02785 PFD1154 PF08540
hbu PF01039 PF01039 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PFD0289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
hma PF01039 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08540
hwa PF01039 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08540
iho
mac PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mae
mba PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mbn
mbu PF00682 PF02436 PFD0364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mem PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mhu
mja PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mka PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mia PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mma?
mmp PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02787 PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
mmg PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mmx
mmz
mse PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PFO0106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
msi
mst PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PFD0289 PF02786 PFD2785 PF01154 PF08541
mth PF00682 PF02436 PFD0364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
mip PF00682 PF02436 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF0D0289 PF02786 PF02785 PF08541
mvn
neq PF00289 PF02786 PF02785 PF0O0106
nmr
nph PF01039 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF001086 PF00106 PF00289 PF02786 PF0D2785 PF01154 PF08540
pab PF01039 PF01039 PF00364 PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
pai i PF00289 PF02786 PF02787 PF00108 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
pas PF00289 PF02786 PF02787 PFD0106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF08541

Le



Tabla V. Tabla comparativa de dominios entre las secuencias problema de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis y los
homoélogos detectados por el BLAST en Archaea.

Enzima
6.4.1.2 1.1.1.100 1.31.9 6.3.4.14 2.3,1.180
Especie §C0232 SC2368 SC3317 SC3318 §C1143 SC1694 SC3318 SC1141
pcl PF00289 PF02786 PF02787 PF00106 PF00106 PFD0289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
pfu PF01039 PF01038 PF00364 PF00289 PF02786 PF02787 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
pho PF01039 PF01039 PF00682 PF02436 PF00364 PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
pis PF00289 PF02786 PF02787 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF01154 PF08541
pto PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
rei
sai PF01039 PF01039 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
smr PF01039 PF01039 PF00364 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
sso PF01038 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
sto PF01039 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF08541
tac PF00289 PF02786 PF02787 PF001086 PF00106 PF00289 PF02786 PF02787 PF08541
tko PF01039 PF00682 PF02436 PF00364 PF00106 PF00106 PF01154 PF08541
tpe PF01039 PF01039 PF00289 PF02786 PF02785 PF00106 PF00106 PF00289 PF02786 PF02785 PF01154 PF08541
tvo PF00106 PF00106 PF08541

(A
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2.3.1.180. Sin embargo, no fue suficiente para confirmar la reaccion que
catalizan las enzimas 1.1.1.100 y 1.3.1.39. También indica que no se
encuentran presentes los dominios PF03255 y PFO1155 en la enzima 6.4.1.2
y PF08545 en la enzima 2.3.1.180 (Tablas Ill, IV y V). Ademas, revela la
existencia de varios dominios que no se detectaron en las secuencias de
Escherichia coli HS, Mycobacterium tuberculosis CDC 1551 y Salmonella
enterica subsp. enterica serovar choleraesius: PF00682 y PF02436 en la
enzima 6.4.1.2, PFO01154 y PF08540 en la enzima 2.3.1.180.

El analisis estructural de los dominios funcionales PF01154, PF08540
y PF08541 indica que estas regiones comparten un arreglo espacial similar y
sugiere que proceden de un ancestro comun.
5.2 Analisis Filogenético y Estadistico

6.4.1.2 Carboxil Transferasa

La topologia que presenta el cladograma obtenido difiere
significativamente del arbol filogenético generado con secuencias de rRNA
del dominio Archaea (Briochier-Armanet et al. 2008) Thermophilus pendens
(tpe:Tpen0156) y Staphylothermus marinus (smr:Smar1426), organismos
que pertenecen al orden de las Crenarchaeota, fueron emparentados con
varias especies del orden Euryarchaeota, aunque la prueba del bootstrap
indica que esta asociacion es estadisticamente débil. Ademas, ninguna de
las secuencias de las especies halobacteriales fue agrupada con algun otro
organismo Euryarchaeota. Lo mismo sucedié con la Unica secuencia de
Hyperthermus butylicus (hbu: Hbut1155), miembro de las Crenarchaeota

(Figura 6).
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Figura 5. Arbol filogenético de la subunidad carboxil transferasa de la enzima Acetil-CoA
carboxilasa (6.4.1.2). Los ntimeros en las ramas son las posibilidades bayesianas del clado.
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Figura 6. Arbol filogenético de la subunidad BCCP de la enzima Acetil-CoA carboxilasa
(6.4.1.2). Los numeros en las ramas son las posibilidades bayesianas del clado.
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6.4.1.2 BCCP

Aunque la topologia del &rbol filogenético no coincide con analisis
filogenéticos de rRNA previos (Briochier-Armanet et al. 2008), el soporte
estadistico, seguin la prueba de bootstrap, de este cladograma es robusto. El
grupo de las Metanosarcinales (emparentado con los microbiales) se
encuentra, en este caso, mas proximo a los Metanobacteriales y a los
Metanococcales (Figura 7).

6.3.4.14 Biotina Carboxilasa

Pese a que el andlisis filogenético reconocio dos grandes clados, uno
que corresponde al orden Euryarchaeota y otro al orden Crenarchaeota, no
todas las secuencias fueron agrupadas dentro del clado al que pertenecen.
Tampoco la topologia interna coincide con la topologia que presenta el arbol
de las especies (Briochier-Armanet ef al. 2008). En este diagrama podemos
observar que las secuencias del grupo externo se agruparon con las de las
especies Halobacteriales, lo que sugiere un posible transporte horizontal de
genes por parte de estas arquea a este grupo de bacterias. Sin embargo, el
bootstrap indica que esta relacion no es estadisticamente sélida (Figura 8).

2.3.1.180 3-cetoacil-ACP sintetasa Il

La mayoria de las secuencias fueron agrupadas en dos clados:;
Euryarchaeota y Crenarchaeota. Sin embargo, las secuencias de las
enzimas de las especies Halobacteriales no fueron incluidas dentro de las
Euryarchaeota, orden al que pertenecen. Por el contrario, T. pendens, orden
Crenarchaeota, fue agrupado dentro del orden Euryarcheota, y su relacién

es estadisticamente fuerte, lo que sugiere la ocurrencia de transporte
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Figura 7. Arbol filogenético de la Biotina Carboxilasa (6.3.4.14). Los nimeros en las ramas

son las posibilidades bayesianas del clado.
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Figura 8. Arbol filogenético de la j3-cetoacil-[ACP] sintetasa Ill (2.3.1.180). Los ntimeros en
las ramas son las posibilidades bayesianas del clado.
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horizontal de genes. La ramificacion interna del orden de las Crenarchaeota
no coincide con la filogenia ribosomal, pero se encuentra bien sostenida por
la prueba de bootsrap. Las posibles duplicaciones no fueron ubicadas dentro
de la genealogia principal, debido, probablemente, a variaciones
significativas (Figura 9).

El arbol filogenético de las enzimas 1.1.1.100 y 1.3.1.39 (Figura 11)
no gener6 un patrén similar al arbol filogenético obtenido por Brochier-
Armanet ef al. (2008). Fue imposible generar arbol filogenético de la enzima
2.3.1.180.

Debido a que el nimero de duplicaciones de cada enzima no posee
una aparente distribucién normal, se realiz6 una prueba Kruskal-Wallis, la
cual indica que existe una diferencia significativa (p<0.05) entre el ntiimero
de duplicaciones las enzimas. La figura 10 muestra cuales enzimas son
significativamente distintas. Seguin lo observado en la figura 3, la enzima

2.3.1.180 es la mas diferente (p<0.05).

8.4.1.2 o

6.2.4.14
73.0.180 | » I,. »

1.3.1.39 . o
2.3.1.86 m i o a

16 20 24
Nimero de duplicaciones
Figura 10. El rango de cada muesca muestra la incertidumbre asociada con el estimado de

la mediana de ese grupo. Las muescas son construidas de tal modo que cualesquiera dos
muestras que no se traslapen pueden declararse significativamente distintas (p<0.05).

=
- b
L=}
3

El analisis de regresi6n lineal simple sugiere que no existe una

relacion significativa entre el pH, la salinidad y la temperatura y el nimero de
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duplicaciones observado en la mayoria de las enzimas (p<0.05; Tabla VI).
Aunque detecté una posible relacion entre el nimero de duplicaciones
observadas en la enzima 6.4.1.2 y el pH, el coeficiente de correlacion indica
que esta dependencia es muy débil. Del mismo modo sucede con la enzima
6.3.4.14 y la temperatura. El andlisis también encontré una relacion
moderada entre el nimero de duplicaciones de la enzima 1.1.1.100 y la

salinidad.

Tabla VI. Anélisis de regresion lineal simple. res el coeficiente de correlacion y p el valor de
P

pH Salinidad Temperatura

Enzima r P i p R p
6.4.1.2 0.33 0.04 0.26 0.12 -0.20 0.22
6.3.4.14 0.23 0.16 0.10 0.55 -0.35 0.03
2.3.1.180 0.08 0.60 -0.14 0.40 -0.20 0.23
2.3.1.86 -0.15 0.37 0.12 0.45 -0.17 0.31
1.1.1.100 -0.16 0.32 0.52 0.00 -0.18 0.27
1.3.1.39 -0.28 0.08 0.26 0.14 -0.05 0.76

El analisis de regresion multifactorial sefiala que no existe un efecto
sinérgico entre el pH, la salinidad y la temperatura sobre el niimero de
duplicaciones observado en la mayorfa de las enzimas (Tabla VII). A pesar
de que detecté una posible relacién entre la enzima 1.1.1.100 y las variables
estudiadas, sélo explica un 28.84% de este fenémeno. Ademas, el analisis

descarta la temperatura como un factor trascendental en esta relacion.

Tabla VII. Anélisis de regresién multifactorial. / variabilidad observada y p valor de P.

Enzima r P
6.4.1.2 9.40 % 0.10
6.3.4.14 10.60 % 0.08
2.3.1.180 0.00 % 0.63
2.3.1.86 0.00 % 0.53
1.1.1.100 28.84 % 0.00

1.3.1.39 9.90 % 0.09




Vii Discusiones
6.1 Anadlisis Funcional y Estructural

De acuerdo con la clasificacion funcional y estructural las enzimas
6.4.1.2, 6.3.4.14, 2.31.180, 1.1.1.100 y 1.3.1.39 no comparten un origen
comun, o han divergido tanto que es muy dfiicil o imposible rastrar su
genealogia. La informacion generada por la clasificacion funcional y
estructural sustenta la evolucion de la ruta por el modelo tipo “patchwork”
propuesto por Jensen (1976). Aunque las enzimas 2.3.1.41, 2.3.1.179 y
2.3.1.180 comparten estructuras similares lo que sugiere un mismo origen,
no puede aseverarse que la ruta haya evolucionado “hacia atras” como
propone Horowitz (1945), pues sélo catalizan una parte del proceso.

Las enzimas 2.3.1.41, 2.3.1.179 y 2.3.1.180 pertenecen a un grupo de
la superfamilia de las tiolasas que cataliza la reaccién de condensacién de
Claisen y comparten una estructura y funcion similar (Jiang et al., 2008).
Todas las enzﬁnas de la superfamilia poseen una cisteina en el sitio activo
que actia como un nucledfilo y ancla la cadena naciente durante las
reacciones de condensacion. Las enzimas 2.3.1.41y 2.3.1.179 (Huang et al.,
1998, Olsen et al., 1999) conservan, ademas de la cisteina, dos residuos de
histidina invariables (CHH), mientras que en la enzima 2.3.1.180 (Qiu et al.,
1999) un residuo de asparagina sustituye la tltima histidina: CHN (Figura

12).
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A Thiolase Il KAS |

Figura 11. Comparacion de la estructura terciaria y de los sitios activos de cinco enzimas de
la superfamilia de las tiolasas. (A) Estructura monomérica con las a-hélices en rojo y hojas B
en verde. (B) Sitios activos de las enzimas. La cisteina del sitio activo nucleofilico se
posiciona en el centro, se puede ver que los residuos de histidina (H) de la tiolasa y la KAS |
son equivalentes a los residuos de asparagina (N) de la KAS Ill, CHS y HMGS. Imagen
modificada de Jiang et al., 2008.

Existen varios sitios conservados entre las secuencias de la enzima
2.3.1.180 generadas por el BLAST y las secuencias de la 3-hidroxil-3-
metilglutaril-CoA sintetasa (2.3.3.10) de M. jannaschii, M. acetivorans y A.
perix. Ademas de conservar los residuos CHN, la HMGS contiene un residuo
de glutamato que actia como base en la reaccion no descarboxilante (ECHN;
Campobasso et al., 2004), el cual también se encuentra presente en las
secuencias obtenidas (Figura 13).

En las arquea, la HMGS cataliza la condensacion de Claisen de acetil-
CoA con acetoacetil-CoA en la ruta del mevalonato. La HMGS forma un
homodimero, cada monémero consiste de dos regiones estructurales referidas
como region superior e inferior. La regién superior de la HMGS y la regién
superior de lé enzima 2.3.1.180 pueden superponerse, implicando un origen

comun. Las respectivas regiones inferiores muestran el mayor grado de
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variacion dentro de las enzimas. La HMGS posee méas aminoacidos en la
region C-terminal, mientras que en la enzima 2.3.1.180 es de menor tamafio y
no presenta grandes inserciones (la chalcén sintetasa tiene una insercion de 36
aminoacidos cerca del extremo N-terminal, mientras que la tiolasa contiene una
insercion de 100 aminoacidos cerca de la ﬁitad de la molécula).

El analisis funcional de las secuencias generadas por el BLAST,
indica que el dominio PFO1154 cataliza la funcién del domino HMGS N-
terminal, lo que robustece la idea de que la HMGS y la enzima 2.3.1.180
comparten un mismo origen; también sefiala que el dominio PF08541
cataliza la funcion dominio C-terminal de la 3-oxoacil-[acp] sintetasa IlI y el
dominio PF08540 cataliza la actividad del dominio HMGS C-terminal, lo cual
sugiere que la mayoria de estas secuencias pertenece a enzimas que
catalizan la reaccion 2.3.1.180 y no la 2.3.1.41 0 2.3.3.10. Sin embargo, se
recomienda realizar ensayos bioquimicos y genéticos para corroborar esta
informacion.

6.2 Analisis Filogenético y Estadistico

A pesar de que el analisis filogenético de las enzimas 6.3.4.14 y
2.3.1.180 reconocio la presencia de dos grandes clados (Crenarchaeota y
Euryarchaeota), la ramificacion interna no coincidié con el patron observado
en la filogenia de varias moléculas de rRNA (Brochier-Armanet et al., 2008).
Gribaldo y Philippe (2002) identificaron 3 factores que pueden conducir a la

interpretacion inadecuada de un arbol filogenético:
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la enzima 2.3.1.180 y la enzima
HMGS reportada por Jiang et al., 2008.
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1. Sesgos constitutivos: especies distantes comparten gran cantidad de
su contenido nucleotidico o de aminoacidos y son afiliadas
incorrectamente.

2. Tasa evolutiva variable: agrupamiento equivocado de los taxa con
mayor tasa de evolucion.

3. Heterotaquia: la tasa de sustitucion varia a lo largo de la molécula a
través del tiempo y los organismos que comparten estos mismos
sitios son agrupados sin poseer un parentesco verdadero o cercano.
Aunque la filogenia que presentan estas enzimas no es la misma que

observada con marcadores moleculares mas precisos, seria aventurado
negar que es correcta.

Philippe y Douady (2003) consideran que el transporte horizontal de
genes (HGT) entre procariontes es otro factor preponderante al momento de
construir una filogenia. Este fenomeno puede ocasionar una inferencia
completamente incongruente con la realidad. En la figura 8 se puede
observar que los Termococcales y los Archaeoglobales son emparentados
directamente con los Desulforococcales y los Sulfolabales, miembros de las
Crenarchaeota. Sin embargo, antes debe descartarse los factores
previamente descritos no hayan alterado la filogenia y realizar otros analisis
que apoyen la hipétesis del HGT.

La superfamilia de las deshidrogenasas de cadena corta posee una
alta variabilidad y consecuentemente ha dado origen a una gran variedad de

moléculas de este tipo con distinta especificidad. Esto explica por que las
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secuencias de las enzimas 1.1.1.100 y 1.3.1.39 no puedan afiliarse
correctamente.

Debido a que la redundancia funcional de un gen duplicado puede no
ser ventajosa, casi siempre la copia resultante es perdida por la acumulacion
gradual de mutaciones (Zhang, 2003). Y aunque este modelo ha sido
sometido a numerosos andlisis matematicos, no se ajusta a los datos
existentes (Lynch y Force, 1999). Es sostenido que la preponderancia del
metabolismo de elementos primarios puede limitar su variabilidad. A
diferencia del metabolismo primario, los genes involucrados en el
metabolismo de elementos secundarios se distinguen por su alta tasa de
variacion. Se ha predicho que esta diversidad es promovida por la
duplicacion génica y la posterior neofuncionalizacién de las enzimas
(Kliebenstein, 2008). A pesar de las diferencias que existen actualmente
entre los elementos y la sintesis de los elementos que componen la
membrana citoplasmatica de las arquea y los demas seres vivos (Smith y
Mushegian, 2000; Koga y Morii, 2007), las evidencias sugieren que el Gltimo
ancestro comun poseia la informacién genética necesaria y la maquinaria
enzimética suficiente para sintetizar los precursores estructurales de ambas
membranas (Peret6 et al., 2004). Aunque las arquea todavia son capaces de
sintetizar acidos grasos, probablemente esta ruta metabélica fue sustituida
por otra como consecuencia de una adaptacién secundaria a ambientes
extremos, propiciando un alto grado de variacion dentro de esta via

(Cavallier-Smith, 2006).
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Los analisis estadisticos de regresion lineal y multifactorial eliminan la
posibilidad de que el gran numero de duplicaciones génicas detectadas se
deba a factores ambientales como el pH, la temperatura o la salinidad. Sin
embargo, no se puede descartar la idea de que los ésteres de glicerol
sintetizados por estas enzimas formen parte de la membrana citoplasmatica
de las arquea, ademas de mantener la estabilidad fisica de la célula, los
acidos grasos también tienen otras funciones importantes, pueden actuar
como mensajeros a respuestas exiracelulares o cofactores de enzimas
(Nelsen y Cox, 2005). El hecho de que los mutantes incapaces de sintetizar
fosfolipidos relativamente sencillos no sean viables apoya esta hipotesis

(Raetz y Dowhan, 1990).



VIl Conclusiones

Sdlo se detectaron 6 enzimas que presentan homologas: Acetil CoA-
Carboxilasa (6.4.1.2), Biotina Carboxilasa (6.3.4.14), 3-cetoacil-ACP
sintetasa Il (2.3.1.180), lipoacil-CoA sintetasa (2.3.1.86), 3-cetoacil-ACP
reductasa (1.1.1.100) y enoil-ACP reductasa (NADPH) (1.3.1.39).

La ruta metabélica FAS Il se ensamblé de acuerdo al modelo tipo
“patchwork” propuesto por Jensen.

El andlisis filogenético detectd los dos 6rdenes de Archaea. Sin
embargo la topologia interna no siempre coincidié con el arbol genealdgico
de las especies.

Los sesgos constitutivos, la tasa evolutiva variable, la heterotaquia y
el ftransporte horizontal de genes afectaron el andlisis filogenético
modificando ocasionalmente la topologia interna.

La mayoria de las enzimas encontradas, excepto la enzima 2.3.1.180,
presenta el doble o mas homologias que lo esperado.

Los anélisis estadisticos de regresion lineal y multifactorial descartan
la posibilidad de que el pH, la temperatura y la salinidad hayan propiciado la

elevada tasa de duplicacion génica.
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X Anexos

Tabla VIIl. Genes que codifican las enzimas involucradas en la biosintesis de acidos grasos

tipo Il (FAS 1) en Escherichia coli HS (ecx), Mycobacterium tuberculosis CDC 1551 (mic)

Salmonella enterica subsp. enterica serovar choleraesius (sec), segun la Enciclopedia de

Genes y Genomas (KEGG) y dominios funcionales que integran cada proteina, segtin Pfam.

Enzima

Especie

E. coli (ecx)

S. enterica (sec)

M. tuberculosis (mtc)

6.4.1.2

6.3.4.14

2.3.1.179

2.3.1.180

2.3.1.86

2.3.1.41

2.3.1.39
1.1.1.100

1.3.1.39

EcHS_A018 (PF03255)
ECHS_A2467 (PF01155,
PF01039)
EcHS_A3448 (PF00289,
PF00286, PF02785)

EcHS_A1213 (PF08545,
PF08541)
EcHS_A1217 (PF00109,
PF02801)
EcHs_A2474 (PF00109,
PF02801)

EcHS_A1215 (PF00106)

EcHS_A1401 (PF00106)

SC0232 (PF03255)
$C2368 (PF01155,
PF01039)
SC3317 (PF00364)

SC3318 (PF00289,
PF02786, PF02785)
SC3318 (PF00289,
PF02786, PF02785

SC1145 (PF00109,
PF02801)

SC1141 (PF08545,
PF08541)

SC2380 (PF00108,
PF02801)

SC1142 (PF00698)
SC1143 (PF00106)

SC1694 (PF001086)

MT0927 (PF01039)
MT1763 (-)

MT2576 (PF00289,
PF02786, PF02785,
PF00364)
MT3384 (PF0028¢,
PF00289, PF02785,
PF00364)
MT2305 (PF00108,
PF02801)
MT2306 (PF00109,
PF02801)
MTO0557 (PF08545,
PF08541)
MT1041 (PF00501)
MT1244 (PF00501)
MT1387 (PF00501)
MT1793 (PF00501)
MT1976 (PF00501)
MT2580 (PF00501)
MT3011 (PF00501)
MT3023 (PF00501)
MT3610 (PF00501)
MT3666 (PF00501)
MT2306 (PF00109,
PF02801)
MT2306 (PF00108,
PF02801)
MT3021.1 (PF00109,
PF02801, PF08990
MT2303 (PF00698)
MT0256 (PF00106)
MTO0793 (PF00106)
MT1393 (PF00106)
MT1530 (PF00106)
MT2836 (PF00106)
MT3606 (PF00106)
MT3664 (PF00106)
MT1531 (-)
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Tabla IX. Clasificacion funcional (Pfam) y estructural (SCOP) de los dominios que integran las
enzimas que catalizan la FAS Il en Escherichia coli HS, Mycobacterium tuberculosis CDC 1554

y Salmonella enterica subsp. enterica serovar choleraesius.

Pfam

SCOP

PF03255

PF01155

PF01038

PF00364

PF00289

PF02786

PF02785

PF00109

PF02801

PF08890

PF08545

PF08541

PF00106

PF00501

Acetil CoA carboxilasa, subunidad
alfa de la carboxiltransferasa

Expresion/sintesis de hidrogenasa,
familia hypA

Dominio Carboxil Transferasa

Enzima Biotina-requirente

Carbamoil-fosfato Sintetasa cadena
L, dominio N-terminal

Carbamoil-fosfato Sintetasa cadena
L, dominio de unién a ATP

Biotina carboxilasa, dominio C-
terminal

Beta-cetoacil sintetasa, dominio N-

terminal

Beta-cetoacil sintetasa, dominio C-
terminal

Proteina similar a fago XkdN

3-oxoacil-[protefna acarreadora de
acilo-(acp)] sintetasa Il

3-oxoacil-[proteina acarreadora de
acilo-(acp)] sintetasa Il C-terminal

Deshidrogenasa de cadena corta

Enzima AMP-binding

Clase: ND

Plegamiento: ND

Superfamilia: ND

Familia: ND

Clase: ND

Plegamiento: ND

Superfamilia: ND

Familia: ND

Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: CIpP/Crotonasa
Superfamilia: ClpP/Crotonasa
Familia: carboxilasa-biotina
dependiente, dominio carboxil
transferasa

Clase: toda beta proteina
Plegamiento: hibrido barril-sandwich
Superfamilia: hibrido de un motivo
Familia: proteinas y dominios
acarreadoras de biotinil/lipoil
Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: dominio de pre-
anclaje de ATP

Superfamilia: dominio de pre-
anclaje a ATP

Familia: dominio similar a BC N-
terminal

Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: anclaje a ATP
Superfamilia: dominio similar a
glutation sintetasa ATP-binding
Familia: dominio similar a BC-ATP
binding

Clase: Toda beta proteina
Plegamiento: hibrido barril-sandwich
Superfamilia: hibrido de un solo
motivo rudimentario

Familia: dominio similar a BC C-
terminal

Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: Tiolasa similar
Superfamilia: Tiolasa similar
Familia: Tiolasa similar

Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: Tiolasa similar
Superfamilia: Tiolasa similar
Familia: Tiolasa similar

Clase: ND

Plegamiento: ND

Superfamilia: ND

Familia: ND

Clase: alfay beta proteina (a/b)
Plegamiento: fipo tiolasa
Superfamilia: tipo tiolasa

Familia: tipo chalcon sintetasa
Clase: alfay beta proteina (a/b)
Plegamiento: tipo tiolasa
Superfamilia: tipo tiolasa
Familia: tipo chalcon sintetasa
Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: dominio plegamiento-
Rossman NAD(P) binding
Superfamilia: dominio plegamiento-
Rossman NAD(P) binding
Familia: oxidoreductasa tirosina-
dependiente

Clase: proteina de dominios
multiples (alfa y beta)
Plegamiento: similar a Acetil-CoA
sintetasa
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Tabla IX. Clasificacion funcional (Pfam) y estructural (SCOP) de los dominios que integran las
enzimas que catalizan la FAS Il en Escherichia coli HS, Mycobacterium tuberculosis CDC 1551
y Salmonella enterica subsp. enterica serovar choleraesius.

Pfam SCOP
Superfamilia: similar a Acetil-CoA
sintetasa
Familia: similar a Acetil-CoA
sintetasa
PF00698 Dominio acil trasnferasa Clase: alfa y beta proteina (alfa/beta)

Plegamiento: similar a ferredoxina
Superfamilia: probable dominio de
anclaje a ACP de la malonil-
CoA'ACP transacilasa

Familia: probable dominio de anclaje
a ACP de la malonil-CoA:ACP
transacilasa




62

Tabla X. Clasificacion funcional (Pfam) y estructural (SCOP) de los dominios que integran
las enzimas que catalizan la FAS Il en Arquea.

Pfam

SCOP

PF01039

PF00682

PF02436

PF00364

PF00289

PF02786

PF02785

PF02787

PF01154

PF08540

PF08641

PF00106

PF00501

Dominio Carboxil Transferasa

Tipo HMGL

Dominio conservado de la
carboxilasa

Enzima Biolina-requirente

Carbamoil-fosfato Sintetasa cadena
L., dominio N-terminal

Carbamoil-fosfato Sintetasa cadena
L, dominio de unién a ATP

Biotina carboxilasa, dominio C-
terminal

Carbamoil-fosfalo Sintetasa cadena
L., dominio de oligomerizacion

Hidroximetilglutaril-CoA sintetasa, N-

terminal

Hidroximetilglutaril-CoA sintelasa, C-
terminal

3-oxoacil-[proteina acarreadora de
acilo-(acp)] sintetasa Il C-terminal

Deshidrogenasa de cadena corla

Enzima AMP-binding

Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: ClpP/Crotonasa
Superfamilia: ClpP/Crotonasa
Familia: dominio carboxil transferasa
de la carboxilasa-biotina dependiente
Clase: alfay bela proteina (a/b)
Plegamiento: barril TIM alfa/beta
Superfamilia: aldolasa

Familia: tipo HMGL

Clase: toda alfa proteina
Plegamiento: dominio RuvA C-
terminal

Superfamilia: dominio lipo post-
HMGL

Familia: dominio conservado de la
carboxilasa

Clase: toda beta proteina
Plegamiento: hibrido baril-sandwich
Superfamilia: hibrido de un mofive
Familia: proteinas y dominios
acarreadoras de biotinil/lipoil
Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: dominio de pre-
anclaje de ATP

Superfamilia: dominio de pre-
anclaje a ATP

Familia: dominio tipo BC N-terminal
Clase: alfay beta proteina (a/b)
Plegamiento: anclaje a ATP
Superfamilia: dominio similar a
glutation sintetasa ATP-binding
Familia: dominio tipo BC-ATP
binding

Clase: Toda beta proteina
Plegamiento: hibrido barril-sandwich
Superfamilia: hibrido de un solo
motivo rudimentario

Familia: dominio similar a BC C-
terminal

Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: anclaje a ATP
Superfamilia: dominio similar a
glutation sintetasa ATP-binding
Familia: dominio similar a BC-ATP
binding

Clase: alfay beta proteina (a/b)
Plegamiento: fipo tiolasa
Superfamilia: tipo liolasa

Familia: tipo chalcon sintetasa
Clase: alfay beta proteina (a/b)
Plegamiento: lipo tiolasa
Superfamilia: lipo tiolasa

Familia: tipo chalcon sintetasa
Clase: alfay beta proteina (a/b)
Plegamiento: tipo liolasa
Superfamilia: tipo tiolasa

Familia: tipo chalcon sintetasa
Clase: alfa y beta proteina (a/b)
Plegamiento: dominio de
plegamiento Rossman de anclaje a
NAD(P) binding

Superfamilia: dominio de
plegamiento Rossman de anclaje a
NAD(P) binding

Familia: oxidoreductasa tirosina-
dependiente

Clase: proteina de dominios
multiples (alfa y beta)
Plegamiento: tipo Acelil-CoA
sintetasa

Superfamilia: tipo Acetil-CoA
sintetasa

Familia: tipo Acelil-CoA sintet
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Figura 13. Arbol filogenético de 226 secuencias de rRNA 16S de arqueas y bacterias,
generado por maxima similitud. Modificado de Brochiere-Armanet et al. 2008.



Tabla XI. Biologia de las arquea cuyo proteoma fue utilizado en este trabajo.

Especie

Estilo de Vida

Temperatura (°C) Salinidad (NaCl/mM) pH Metabolismo Respiracion

Methanococcus jannaschii vida libre g5 40 5} autdtrofo anaerobia
Methanococcus maripaludis vida libre 38 15 7 autétrofo anaerobia
Methanosarcina acetivorans vida libre 40 20 7 autétrofo anaerobia
Methanosarcina barkeri vida libre 87 100 7 autdtrofo anaerobia
Methanococcoides burtonii vida libre 23 40 7 autdtrofo anaerobia
Methanosaeta thermophila vida libre 60 0 7 autétrofo anaerobia
Methanocorpusculum labreanum vida libre 37 256 7 autétrofo anaerobia
Methanoculleus marisnigri vida libre 37 1000 7 autotrofo anaerobia
Methanobacterium thermoautotrophicum vida libre 65 15 7 autdirofo anaerobia
Methanosphaera stadimanae vida libre 36 0,01 7 autétrofo anaerobia
Methanopyrus kandleri vida libre 98 40 6,5 autétrofo anaerobia
Archaeoglobus fulgidus vida libre 83 24 7 autétrofo anaerobia
Halobacterium sp. NRC-1 vida libre 42 4500 7 heterétrofo aerobia facultativa
Haloarcula marismortui vida libre 45 3300 7 heterdtrofo aerobia
Haloquadratum walsbyi vida libre 45 3300 6.5 heterétrofo aerobia
Natronomonas pharaonis vida libre 45 350 8,5 heterétrofo aerobia
Thermoplasma acidophilum vida libre 6 02 2 heterdtrofo aerobia
Thermoplasma volcanium vida libre 60 0,01 2 heterdtrofo aerobia facultativa
Picrophilus torridus vida libre 60 0,01 07 heterétrofo aerobia
Pyrococcus horikoshii vida libre 98 44 4 heterétrofo anaerobia
Pyrococcus abyssi vida libre 26 51 58 heterétrofo anaerobia
Pyrococcus furiosus vida libre 100 40 7 heterétrofo anaerobia
Thermococcus kodakaraensis vida libre 85 {5 58 heterétrofo anaerobia
Aeropyrum pernix vida libre 95 58 F heterétrofo aerobia
Staphylothermus marinus vida libre 92 59 7 heterétrofo anaerobia
Hyperthermus butylicus vida libre 100 29 7 heterétrofo anaerobia
Sulfolobus solfataricus vida libre 80 0,01 7 heterdtrofo aerobia
Sulfolobus tokodaii vida libre 80 0,01 2,5 heterédtrofo aerobia
Sulfolobus acidocaldarius vida libre 80 0,01 2 autotrofo aerobia
Metallosphaera sedula vida libre péd 0,01 2 autétrofo facultativo aerobia
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Tabla XI. Biologia de las arquea cuyo proteoma fue utilizado en este trabajo.

Especie Estilo de Vida Temperatura (°C) Salinidad (NaCl/mM) pH Metabolismo Respiracién
Pyrobaculum aerophilum vida libre 100 24 7 heterétrofo facultativo anaerobia
Pyrobaculum islandicum vida libre 100 0,01 7 heterétrofo facultativo anaerobia
Pyrobaculum calidifontis vida libre 95 0 g heterétrofo aerobia
Pyrobaculum arsenaticum vida libre 95 0 7 heterétrofo facultativo anaerobia
Thermofilum pendens vida libre 90 0,01 5 heterétrofo anaerobia
Nanoarchaeum equitans simbionte obligado 90 40 6 heterétrofo anaerobia
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