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Resumen

El papel bioldgico de los lipidos en las arqueas no es claro. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es proporcionar un panorama general del metabolismo de lipidos en estos organismos usando
un enfoque filogendmico y distintos métodos de reconstruccion ancestral de caracteres. Nuestros
resultados indican que algunas arqueas podrian ser capaces de sintetizar los componentes esenciales
de los fosfoglicerolipidos de naturaleza bacteriana. Sin embargo, las aciltransferasas que unen el
glicerol-3-fosfato y los acidos grasos estan ausentes en este grupo. El andlisis bioquimico sugiere que
la biosintesis de isoprenoides precedid la biosintesis de acidos grasos. No obstante, no fue posible
determinar si la membrana celular del cenancestro estaba compuesta por isoprenoides o acidos
grasos, dado que ambos tipos de lipidos probablemente estuvieron presentes cuando esta entidad
biolégica aparecié. Nuestros datos también muestran que las enzimas que participan exclusivamente
sintesis de triglicéridos estdn ausentes en arquea. De esta manera, el almacenaje de energia debio
surgir en bacterias como otros autores han sugerido. No se encontrd evidencia que respalde el papel
de los fosfoinositidos, terpenoides policiclicos y esfingolipidos como moléculas de sefalizacion.



Abstract

The biological role of lipid molecules in archaeal species remains poorly understood. Thus, our
goal is to provide insight into archaeal lipid metabolism using a phylogenomic approach and different
ancestral state reconstruction methods. Our results show that some archaea might be capable of
synthesizing the main building blocks of bacterial-like glycerolipids. However, the acyltransferases
that link together glycerol-3-phosphate and fatty acids are missing in this group. The biochemical
analysis suggests that isoprenoid biosynthesis preceded the biosynthesis of fatty acids. However, it
was not possible to determine whether the cell membrane of the cenancestor was made of
isoprenoids or whether it was made of fatty acids, because both kinds of lipids probably were
available at the time this biological entity appeared. Our data also show that the enzymes that
exclusively participate in triglyceride synthesis are absent in archaea. Thus, energy storage first
appeared in bacteria as other authors have proposed. We did not find any evidence that supports the
role of phosphoinositides, cyclic triterpenoids and shpingolipids as signaling molecules.



I. Introduccion
1.1 Biologia de las Arqueas

El dominio celular Archaea es un grupo monofilético de procariontes con una
historia evolutiva independiente de las bacterias. Su estatus taxonédmico se sustenta
principalmente en: (i) el analisis filogenético de secuencias de rRNA (Woese y Fox 1977); (ii)
la distintiva composicidén lipidica de su membrana celular (Tornabene y Langworthy 1979),
(iii) la ausencia de mureina en su pared celular (Kandler y Konig 1998) y (iv) las diferencias
entre la maquinaria de replicacion y transcripcion de arqueas y bacterias (Werner 2007).
La clasificacién taxondmica actual de este grupo estd basada en el andlisis filogenético de
rRNA y proteinas ribosomales y oficialmente reconoce cuatro phyla: Euryarchaeota,
Crenarchaeota, Korarchaeota y Thaumarchaeota (Pester, Schleper y Vagner 2011;
Brochier-Armanet, Gribaldo y Fortere 2012).

Las filogenias de la H*-ATPasa (Gogarten et al. 1989; lwabe et al. 1989), de los
factores de elongacién Tu y G (lwabe et al. 1989), de la aminoacil-tRNA sintetasa (Brown y
Doolittle 1995), de la carbamoilfosfato sintetasa (Lawson, Charlebois y Dillon 1996), de la
particula de reconocimiento de senal (SRP) y del receptor de la SRP (Gribaldo y
Cammarano 1998) apoyan la hipdtesis de una divergencia temprana entre bacterias y
arqueas a partir de un ultimo ancestro comun (Woese y Fox 1977; Woese, Kandler y
Wheelis 1990; Woese 1998; Graham et al. 2000). Una hipdtesis alternativa sugiere que las
arqueas se originaron recientemente a partir de un ancestro eubacteriano como
consecuencia de una rapida adaptacién secundaria a la hipertermofilia (Cavalier-Smith
2002). Aunque el registro fésil parece apoyar el origen reciente de las arqueas (Chappe,
Albrecht y Michaelis 1982), la adaptacién a la hipertermofilia no es suficiente para explicar
las diferencias en el aparato de replicacién de las arqueas, ni la sustitucién del G3P por
G1P en los lipidos de la membrana de estos organismos (Gribaldo y Brochier-Armanet
2006).

Las arqueas ocupan una gran variedad de nichos ecoldgicos (Keough, Scmidt y
Hicks 2003; Galand et al. 2005; Kim et al. 2005; Knittel et al. 2005), pero se les ha asociado
a los ambientes mas extremos de nuestro planeta. Estos organismos se han establecido
con éxito en el subsuelo del lecho marino (Jgrgensen y D’Hondt 2006), en chimeneas
hidrotermales (Takai y Horikoshi 1999), manantiales sulfurosos (Skirnisdottir et al. 2000),
lagunas con temperatura superior a los 100° C (Barns et al. 1994; Hobel et al. 2005),
estanques o mares hipersalinos (Oren et al. 1990, 1995) y glaciares (Murray et al. 1998).
Las arqueas se han adaptado para sobrevivir simultdneamente condiciones de estrés
energético cronico y de temperatura y pH extremos (Kaneshiro y Clark 1995; DeLong 2000;
Fliterer 2004; Cavicchioli 2006; Valentine 2007).
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1.2 Evolucién del Metabolismo de Lipidos
1.2.1 Lipidos y su Funcion Bioldégica

Los lipidos son moléculas anfifilicas solubles en solventes orgdnicos, pero no en
agua. Sus funciones bioldgicas mas reconocidas incluyen: (1) su papel como componentes
estructurales de las membranas bioldgicas, (2) el almacenaje de energia y (3) su rol como
moléculas de sefalizacion (van Meer, Voelker y Feigenson 2008).

1.2.2 Las Membranas Celulares Contemporaneas

La membrana celular es la estructura bioldgica que separa el interior de las células
del medio circundante y que permite el transporte selectivo de iones y moléculas entre
ambos espacios. La composicién bioquimica de esta estructura es notablemente distinta
entre arqueas, bacterias y eucariontes; las principales diferencias, segun Peretd, Lopez-
Garcia y Moreira (2004), son: (i) las cadenas alifaticas de los fosfolipidos que integran la
membrana celular de las arqueas estan compuestas por isoprenoides, mientras que las
cadenas alifaticas de los fosfolipidos que integran la membrana celular de las bacterias y
los eucariontes estan compuestas por acidos grasos. (ii) Las cadenas alifaticas de los
fosfolipidos de las arqueas se unen al isémero glicerol-1-fosfato (G1P), pero las cadenas
alifaticas de los fosfolipidos de las bacterias y los eucariontes se unen al glicerol-3-fosfato
(G3P). (iii) Las cadenas alifaticas se unen al glicerol fosfato a través de un enlace éter en
arqueas y mediante un enlace éster en bacterias y eucariontes. La diferencia mds
importante es la estereoquimica del glicerol-fosfato, dado que no existe reporte de
excepcion alguna. No obstante, se desconoce la razén de esta preferencia. Se ha atribuido
a la inestabilidad de las membranas heteroquirales dicha diferenciacién (Koga et al. 1998;
Waichtershauser 2003). Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas de ambos
enantiomeros son equivalentes (Koga y Morii 2007), Incluso se ha demostrado que la
estabilidad de las membranas heteroquirales es igual o mayor que la de las membranas
homoquirales (Shimada y Yamagishi 2011). Por lo tanto, la razén de esta preferencia
todavia es desconocida.
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Figura 1. Diferencias bioquimicas entre los lipidos de la membrana de arqueas, bacterias y eucariontes.

1.2.3 Biosintesis de Isoprenoides

El isopentenil difosfato es el precursor universal de los isoprenoides. En la mayoria
de los eucariontes la sintesis de este compuesto se lleva a cabo por la via del mevalonatoy
en las arqueas a través de una version modificada de la misma ruta (Smit y Mushegian
2000; Kuzuyama 2002). Una ruta biosintética no homoéloga de este precursor, la ruta del

metileritritol fosfato, prevalece en las bacterias y los eucariontes fotosintéticos (Kuzuyama
2002).
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Figura 2. Ruta del mevalonato de arqueas y eucariontes. AACT, acetoacetil-CoA tiolasa; HMGS, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA sintasa; HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; MVK, mevalonato cinasa; PMK,
fosfomevalonato cinasa; MDC, difosfomevalonato descarboxilasa; IDI, isopentenil difosfato isomerasa.

El origen de la ruta del mevalonato no es claro. Boucher y Doolittle (2000) y
Boucher, Kamekura y Doolittle (2004) propusieron que la ruta del mevalonato no estuvo
presente en el Ultimo ancestro comun y que su ocurrencia en bacterias se debe a eventos
de transferencia horizontal de genes posteriores al surgimiento de la ruta del metil-
ertitritol fosfato en estos organismos. Por otro lado, Lombard y Moreira (2011a)
propusieron que una ruta semejante a la ruta del mevalonato de los eucariontes estuvo
presente en el Ultimo ancestro comun; dicha ruta fue heredada verticalmente por arqueas,
bacterias y eucariontes y, posteriormente, fue sustituida por la ruta del metileritritol
fosfato en bacterias. Smit y Mushegian (2000) propusieron que el remplazo no-homélogo
causd las diferencias entre la ruta del mevalonato de las arqueas y los eucariontes. Su
hipétesis fue confirmada parcialmente por el descubrimiento de la isopentenil difosfato
isomerasa 2 (Kaneda et al. 2001) y de la isopentenil fosfato cinasa (Grochowski, Xu y

Metabolismo de Lipidos en Arqueas| 4



White 2006), enzimas de origen polifilético que catalizan dos de las Ultimas tres reacciones
de la sintesis enzimatica del isopentenil difosfato en arqueas.

1.2.4 Biosintesis de Acidos Grasos

Existen dos variantes moleculares de la biosintesis de acidos grasos: FAS | y FAS I
En la variante FAS | un péptido multienzimatico cataliza todas las reacciones del ciclo. La
variante FAS | es comun en mamiferos, hongos y organismos bacterianos pertenecientes
al grupo Corynebacterium-Mycobacterium-Nocardia (Schweizer y Hofmann 2004; Smith y
Tsai 2007). Por otro lado, cada reaccion de la ruta FAS Il es catalizada por una enzima
discreta. La variante FAS Il predomina en bacterias y plantas (Campbell y Cronan 2001).
Homodlogos de los genes involucrados en la biosintesis de acidos grasos han sido
detectados en arqueas, lo cual sugiere que esta ruta pudo haber estado presente en el
ultimo ancestro comun (Peretd, Lopez-Garcia y Moreira 2004). Se ha propuesto que los
péptidos multifuncionales que sintetizan los acidos grasos en animales, hongos y algunas
bacterias son producto de la fusion de genes de la FAS Il (McCarthy y Hardie 1984).

1
CH, - C - S-CoA :
R-CH=CH-C-S-ACP
1 AccABCD e
10 / Fab I FabA o
HO=C<CH, =L~ S:Coh R-CH, - CH, - C - S-ACP
™o
l - R-CH-CH,-C-S-ACP
0 i i
HO-C-CH,-C - S-ACP H
/ FabG |
FabH (iniciacion)/ (l? ﬁ :
FabF o FabB (elongacion) R-C-CH,-C-S-ACP :
I < :
R - C - S-CoA FabH
¢ FahG, etc.
i
R-C-S-ACP o) o
SACP FabF I i FabB e
R-CH=CH-C-CH,-C-S-ACP,_ R-CH=CH-CH,-C-S-ACP
R =CH, Para FabH FabA
OH o o

R = CH, - (CH,),..Para FabF i I FabA !
R=CH,-CH-CH,-C - S-ACP R=CH,-CH=CH-C-S-ACP

R=CH,-(CH,); ParaFabA

Figura 3. Biosintesis de acidos grasos Il. AccC, biotina carboxilasa; AccB, proteina acarreadora de biotina
carboxilada; AccA, carboxiltransferasa subunidad a; AccD, carboxiltransferasa subunidad B; ACP, proteina
acarreadora de acilos; FabD, malonil-CoA:ACP transacilasa; FabH, B-cetoacil-ACP sintasa Ill; FabB, B-cetoacil-
ACP sintasa |; FabF, B-cetoacil-ACP sintasa IlI; FabG, B-cetoacil-ACP reductasa; FabZ, B-hidroxiacil-ACP
deshidratasa; FabA, B-hidroxidecanoil-ACP deshidratasa; Fabl, enoil-ACP reductasa |; FabK, enoil-ACP
reductasa Il; FabL, enoil-ACP reductasa ll.

1.2.5 Biosintesis de Triacilgliceroles
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Los triacilgliceroles son compuestos lipidicos capaces de almacenar energia y
contener compuestos téxicos. Los eucariontes pueden sintetizarlos de dos maneras: (a) la
sintesis de novo a partir de G3P y (b) la sintesis a partir de monoacilglicerol (Shi y Cheng
2009). La sintesis de triglicéridos ocurre por una via alterna no-homodloga en algunos
procariontes, particularmente en el grupo de las actinobacterias (Alvarez y Steinblichel
2002).
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Figura 4. Biosintesis de Triacilgliceroles. A) Ruta eucarionte. GPAT, glicerol-fosfato aciltransferasa; AGPAT,
acil-glicerol-fosfato aciltransferasa; PAP, acido fosfatidico fosfohidrolasa; MGAT, acil-CoA:monoacilglicerol
aciltransferasa; DGAT, acil-CoA:diacilglicerol acil-transferasa; PDAT, fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa.
B) Ruta bacteriana.

En la mayoria de los eucariontes la reaccién que permite la formacidn de triésteres
de glicerol puede ser catalizada por tres enzimas distintas y de origen polifilético: la acil-
CoA:diacilglicerol aciltransferasa 1 (Cases et al. 1998), la acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferasa 2 (Cases et al. 2001) y la fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa (Dahlqvist
et al. 2000). La cera sintasa/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa (WS/DGAT) es una
enzima bifuncional que cataliza la sintesis de ésteres lineares (ceras) y triacilgliceroles en
bacterias (Waéltermann, Stoveken y Steinblchel 2007). La WS/DGAT bacteriana no
comparte un origen comun con ninguna de las enzimas que catalizan la sintesis de
triglicéridos en eucariontes ni con la cera sintasa que cataliza la sintesis de ceras en
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Simmondsia chinensis (Lardizabal et al. 2000; Waltermann, Stéveken y Steinbiichel 2007).
Sin embargo, se ha identificado en Petunia hybrida una WS/DGAT con estructura primaria
similar a la WS/DGAT de Acinetobacter calcoaceticus (King et al. 2007). Turkish y Sturley
(2009) propusieron que la biosintesis de estos compuestos surgié primero en bacterias,
dénde fueron utiles para contener compuestos toéxicos.

1.2.6 Segundos Mensajeros Lipidicos

Los segundos mensajeros son moléculas liberadas en el interior de las células que
transducen sefiales extracelulares al interior de la célula. Desde su descubrimiento, se ha
descrito una gran variedad de moléculas lipidicas que funcionan como segundos
mensajeros (Liscovitch y Cantley 1994; Spiegel, Foster y Kolesnick 1996; Prokazova et al.
2007).

1.2.6.1 Biosintesis de Fosfoinositidos

Un fosfoinositido es un fosfolipido que contiene uno o mas inositoles modificados
por la adicion de uno o mas grupos fosfato. Los derivados del inositol son comunes en
todos los eucariontes y estan ampliamente distribuidos en las arqueas, aunque no se han
detectado en haldfilas extremas. La presencia de estos compuestos soélo se ha reportado
en actinobacterias y bacterias hipertermdfilas (Michell 2007, 2008, 2011). Las arqueas
usan el inositol para sintetizar fosfolipidos de la membrana y solutos compatibles
(Rodrigues et al. 2009). Por otro lado, los eucariontes utilizan los derivados del inositol
para regular numerosos procesos celulares (Rhee y Bae 1997). La biosintesis de inositol y
sus derivados inicia con la produccién de D-mio-inisitol-3-fosfato a partir de la ciclacidn de
D-glucosa-6-fosfato. Todas las mio-inositol-3-fosfato sintasas que utilizan los seres vivos
para generar D-mio-inisitol-3-fosfato tienen un origen comun (Michell 2007). El analisis
filogenético sugiere que las bacterias adquirieron esta enzima por transferencia horizontal
de genes (Nesbg et al. 2001). Michell (2007, 2008, 2011) ha sugerido que el inositol fue
sintetizado por primera vez en arqueas y que la diversificacidn de las funciones del inositol
ocurrié en eucariontes, luego de la separacién de los linajes que dieron origen a los
amoebazoos y metazoos.

1.2.6.2 Biosintesis de Esteroles

Los esteroles son una clase de esteroides que se caracterizan por tener un nucleo
de cuatro anillos compuesto de tres anillos de seis carbonos y un anillo de cinco carbonos.
La mayoria de los esteroles contiene una cadena lateral de 8 a 10 carbonos en la posiciéon
17. Los esteroles son un rasgo distintivo de los eucariontes. En estos organismos, los
esteroles brindan estabilidad a la membrana celular y son la base de algunas hormonas
gue participan en la regulacidn celular. La presencia de esteroles sélo ha sido reportada en
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pocas especies de bacterias como: Methylococcus capsulatus (Bird et al. 1971; Bouvier et
al. 1976), Gemmata obsucuriglobus (Pearson, Budin y Brocks 2003) y algunas especies de
Myxobacteria (Bode et al. 2003). Los esteroles controlan la fluidez y la permeabilidad de la
membrana de estos organismos. No se han reportado arqueas capaces de sintetizar
esteroles (Desmond y Gribaldo 2009).
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Figura 5. Biosintesis de terpenoides policiclicos. SHC, escualeno-hopeno ciclasa; OSC dxido-escualeno ciclasa.

Dado que la biosintesis de esteroles es un proceso estrictamente aerobio, se ha
asumido que la sintesis de este tipo de esteroides sélo pudo ocurrir hasta que hubo
suficiente O en la atmdsfera (Galea y Brown 2009). Se ha propuesto que la sintesis
anaerobia de hopanoides en bacterias antecedié la sintesis aerobia de esteroles en
eucariontes y que la sintesis de esteroles en bacterias es resultado de la transferencia
horizontal de genes. Estudios basados en modelos de evolucién minima han rechazado la
idea de que la acumulacién de O? en la atmésfera haya sido un factor clave para el origen
de la biosintesis de esteroles y han objetado la propuesta de la sintesis de hopanoides
como predecesora de la sintesis de esteroles. En estos estudios se propone que la sintesis
de hopanoides y la sintesis de esteroles comparten un origen comun y su orden de
aparicién es incierta, y se sugiere que el factor que determind la aparicion de estos
compuestos fue la preferencia por el plegamiento adoptado por el sustrato que utiliza la
oxidoescualeno ciclasa (OSC) para producir estos hidrocarburos tetraciclicos (Fischer y
Pearson 2007).

1.2.6.3 Biosintesis de Esfingolipidos

Los esfingolipidos son una clase de lipidos que se distingue por contener una base
esfingoide a la cual se unen un acido graso y un grupo polar (Futerman y Riezman 2005).
Su distribuciéon en eucariontes es ubicua, pero en bacterias su ocurrencia es escaza y
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restringida casi siempre a organismos anaerobios (Olsen y Jantzen 2001). No existen en la
literatura reportes de estos compuestos en arqueas. En eucariontes, los esfingolipidos
estan involucrados en la regulacién de muchos procesos celulares y son componentes
esenciales de las balsas lipidicas que forman parte de la membrana celular (Prieschl y
Baumruker 2000; Hannun y Obeid 2008). En bacterias, la funcion bioldgica de los
esfingolipidos no es clara, aunque recientemente se ha reportado que Sphingomonas
capsulata los utiliza para remplazar funcionalmente los lipopolisacaridos (LPS) de la
membrana exterior (Olsen y Jantzen 2001; Geiger et al. 2010). En algunas especies de
bacterias se han aislado las enzimas serina palmitoil transferasa y esfingosina 1-fosfato
liasa (Yard et al. 2007 y Bourquin et al. 2010). En eucariontes, la serina palmitoil
transferasa cataliza la primera reaccién de la biosintesis de esfingolipidos y la esfingosina
1-fosfato liasa cataliza la reaccidn que produce la mayor cantidad de metabolitos
generados en esta ruta biosintética (Futerman y Riezman 2005). La serina palmitoil
transferasa pertenece a una familia de a-oxoamina sintasas dependientes de piridoxal 5’-
fosfato (Futerman y Riezman 2005). Por lo que se ha sugerido que la sintesis de
esfingolipidos tuvo su origen en bacterias a partir de otros miembros de la familia de a-
oxoamina sintasas (Hannich, Umebayashi y Riezman 2011).

Palmitoil-CoA + Serina

Serina
Palmitoiltransferasa

3-cetoesfinganina
3-cetoesfinganina Esfingosina ) .
Reductasa v Cinasa ESf'"QOSL';Z-; -fosfato
Esfinganina g&—————Esfinganina-1- 3 Hexade'zcanal +
Dihidroceramida Esfingosina-1- fosfato Etanolamina fosfato
Sintasa fosfato fosfatasa

Dihidroceramida Fosfatasa
Dihidroceramida

Desaturasa Ceramida
GlcCer .
Sintasa CGalT SM Sintasa
Glucosilceramida Esfingomielina
Galactosilceramida

GSLs complejos

Figura 6. Biosintesis de esfingolipidos.
Il. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es proporcionar una perspectiva general del
metabolismo de lipidos de las arqueas. Los objetivos particulares son: 1) identificar las
enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos en arqueas y 2) proponer un escenario
evolutivo para dicho metabolismo.

lll. Metodologia

Metabolismo de Lipidos en Arqueas| 9



Las secuencias de aminoacidos de todas las enzimas involucradas en el
metabolismo de lipidos y/o el metabolismo de terpenoides y policétidos fueron
descargadas de la base de datos KEGG (Aoki-Kinoshita y Kanehisa 2007). Todos los
proteomas de las arqueas, bacterias y eucariontes utilizados en este estudio también
fueron descargados de la misma base de datos.

Cada enzima almacenada en la base de datos KEGG posee una clave Unica conocida
como numero K. A todos los genes homdlogos de una enzima previamente caracterizada
se les asigna la misma etiqueta de manera automadtica. Con el fin de evitar sesgos en la
busqueda de genes homdlogos, se identificaron los grupos de ortélogos comprendidos por
el mismo numero K. Todas las secuencias asignadas al mismo numero K fueron
comparadas con ellas mismas empleando BLAST (Altschul et al. 1990). Sélo se
seleccionaron los hits con un e-value => 1x10™° y si fueron producto de una comparacién
de secuencias que compartieron => 75% de la longitud total. Todas las secuencias que
compartieron los mismos resultados fueron catalogadas dentro del mismo grupo ortdlogo.
Una secuencia de cada grupo ortélogo fue seleccionada y sus homédlogos fueron buscados
con BLAST (e-value => 1x10'°) en los proteomas de arqueas.

Las enzimas que requieren O para llevar a cabo su funcién fueron identificadas
utilizando la base de datos KEGG Compunds. Las coenzimas asociadas a las enzimas
involucradas en las rutas FAS Il, MVA y MEP fueron identificadas con la base de datos
BRENDA (Scheer et al. 2011). Los dominios proteinicos de las enzimas detectadas fueron
detectados con la base de datos Pfam (Finn et al. 2010).

Las secuencias fueron alineadas con MUSCLE (Edgar 2004) y las filogenias
estimadas con el método de Neighbor-Joining y su soporte estadistico fue calculado con
una prueba de bootstrap (100 réplicas) en el programa MEGAS (Tamura et al. 2011). La
filogenia utilizada para la reconstrucciéon de caracteres ancestrales fue estimada con
RaxML (Stamatakis 2006) utilizando el modelo GTRGAMMAI y un nimero p igual a 1000.
La reconstruccion de caracteres ancestrales se llevé a cabo con el programa Mesquite
v2.75 (Maddison y Maddison 2011) utilizando un modelo de mdxima verosimilitud.

IV. Resultados
4.1 Biosintesis de Acidos Grasos y Fosfolipidos

El glicerol-3-fosfato puede ser sintetizado de dos maneras: reduciendo
dihidroxiacetona fosfato o fosforilando glicerol. La primera reaccién es catalizada por la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (gpsA) y la segunda es catalizada por la glicerol cinasa
(glpK). GpsA sélo fue detectada en 6 euriarqueas, mientras que glpK fue detectada en 45
miembros de los phyla Euryarchaeota, Crenarchaeota y Korarchaeota (cuadro 1).
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La acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza la primera reaccién de la biosintesis de
acidos grasos; es una enzima multimérica y sus componentes funcionales son tres: una
biotina carboxilasa (BC), una proteina acarreadora de biotina carboxilada (BCCP) y una
carboxil transferasa (CT) (Jitrapakdee y Wallace 2003). Sélo en 14 organismos fueron
detectadas las 3 subunidades (cuadro 1). Pero, puede observarse que en los genomas
analizados cada subunidad muestra un patrén de distribucién Unico e independiente.

La proteina acarreadora de acilos (ACP) transporta los productos intermedios a lo
largo de la FAS Il. La malonil-CoA:ACP transacilasa (fabD) transfiere el malonato que sera
utilizado como sustrato para iniciar las reacciones de elongacion al grupo prostético 4-
fosfopantoteina que la ACP sintasa agregd a la ACP. Ni la proteina ACP ni la ACPs fueron
detectadas en este trabajo; FabD sélo fue detectada en los genomas de H. turkmenika y H.
Borinquense (cuadro 1).

Cuadro 1. Representacion grafica de la presencia y la ausencia de las enzimas involucradas en la biosintesis
de 4acidos grasos tipo Il en los genomas de arqueas. glp, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa; glpK, glicerol
cinasa; acpP, proteina acarreadora de acilos; acpS, ACP sintasa; accC, biotina carboxilasa; accB, proteina
acarreadora de biotina carboxilada; accA, carboxiltransferasa subunidad a; accD, carboxiltransferasa
subunidad B; fabD, malonil-CoA:ACP transacilasa; fabH, B-cetoacil-ACP sintasa lll; fabG, B-cetoacil-ACP
reductasa; fabZ, B-hidroxiacil-ACP deshidratasa; fabA, B-hidroxidecanoil-ACP deshidratasa; fabl, enoil-ACP
reductasa |; fabK, enoil-ACP reductasa Il; fabL, enoil-ACP reductasa lll; fabB, B-cetoacil-ACP sintasa I; fabF, -
cetoacil-ACP sintasa Il.
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La B-cetoacil-ACP sintasa lll cataliza la primera reaccién de elongacion durante la
fase de iniciacion de este proceso. La distribucidn de esta enzima en el dominio Archaea
es amplia, aunque no fue detectada en el phylum Thaumarchaeota (cuadro 1).

La B-cetoacil-ACP reductasa (fabG) reduce el producto de las B-cetoacil-ACP
sintasas que elongan las cadenas de dacidos grasos. Los resultados indican que su
distribucidn en este dominio es extensa (cuadro 1) y que algunos organismos extremofilos
cuentan con mads de una copia de este gen (material suplementario).
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Las B-hidroxiacil-ACP deshidratasas (fabA y fabZ) catalizan la deshidratacién de los
B -hidroxiacilos-ACP. Ningin homdlogo de estas enzimas fue detectado (cuadro 1).

Cuadro 2. Representacion grafica de la presencia y la ausencia de las enzimas involucradas en la biosintesis
de glicerolipidos en los genomas de arqueas. plsX, acil-ACP:fosfato transacilasa; plsY, sn-glicerol-3-fosfato
aciltransferasa; plsB, sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa; plsC, 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa;
cdsA, citidin-difosfato-diglicérido sintasa; GNPAT, dihidroxiacetonafosfato aciltransferasa; GPAT 1-2, glicerol-
3-fosfato aciltransferasa 1-2; GPAT 3-4, glicerol-3-fosfato aciltransferasa 3-4; GAT, glicerol-3-
fosfato/dihidroxiacetonafosfato aciltransferasa; ATS1, glicerol-3-fosfato aciltransferasa; GPAT, glicerol-3-
fosfato aciltransferasa; AGPAT 1-2, acil-CoA:1-acilglicerol-sn-3-fosfato aciltransferasa a-B; AGPAT 3-4, acil-
CoA:1-acilglicerol-sn-3-fosfato aciltransferasa y-6; LPAAT, lisocardiolipina/lisofosfolipido aciltransferasa;
MBOAT, O-aciltransferasa acoplada a membrana 1-2; LPAAT, lisofosfolipido aciltransferasa; TGL4,
triacilglicerol lipasa/esteril ester hidrolasa/fosfolipasa A2/lisofosfatidato aciltransferasa; PPAP2, fosfatidato

fosfatasa.
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La enzima enoil-ACP reductasa | (fabl) y sus isoformas, enoil-ACP reductasa Il (fab K)
y enoil-ACP reductasa Il (fabL), catalizan la segunda reducciéon de cada ciclo de la FAS II.
Sélo los genomas de A. fulgidus, H. marismortuiy H. turkmenica codifican un homoélogo de
las tres isoformas (cuadro 1). No se detectd la presencia de fabK en ningun otro genoma,
mientras que fabl y la fabL fueron detectadas en varias especies de los phyla
Euryarchaeota y Crenarchaeaota. Multiples hits de ambas enzimas fueron observados en
los genomas de organismos haldfilos e hipertermofilos.

Las enzimas B-cetoacil-ACP sintasa | (fabB) y B-cetoacil-ACP sintasa Il (fabF)
catalizan la reaccion de condensacion durante la fase de elongacion. Estas proteinas sélo
fueron detectada en H. turkmenica y H. borinquense.

No se encontraron las enzimas necesarias para la sintesis de glicerolipidos
bacterianos/eucariontes en los genomas de arqueas (cuadro 2). En el genoma
Thermococcus sibiricus se detectd un posible homodlogo de la citidin difosfato-diglicérido
sintetasa y en el genoma de Methanobacterium sp. AL-21 se detectd un posible homdlogo
de la dihidroxiacetonafosfato aciltransferasa.
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Figura 7. Biosintesis de lipidos polares. G3PDH, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa; G1PDH, glicerol-1-fosfato
deshidrogenasa; G3P, glicerol-3-fosfato; G1P, glicerol-1-fosfato; GGGP, 3-O-geranilgeranil-sn-glicerol fosfato;
GGGPS, GGGP sintasa; PA, acido fosfatidico; DGGGP, 2,3-di-O-geranilgeranil-sn-glicerol-fosfato; DGGGPS,
DGGGP sintasa; CDP citidin difosfato; PCS, fosfatidilcolina sintasa; PSS, fosfatidilserina sintasa; PGS,
fosfatidilglicerol sintasa; PIS; fosfatidilinositol sintasa; ASS, arquetidilserina sintasa; AGS, arquetidilglicerol
sintasa; AlS, arquetidilinositol sintasa; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; AS, arquetidilserina; PGP,
fosfatidilglicerolfosfato; AGP, arquetidilglicerolfosfato; Pl fosfatidilinositol; AS, arquetidilinositol; PSD
fosfatidilserina descarboxilasa; PGPP, fosfatidilglicerolfosfato fosfatasa; ASD, arquetidilserina descarboxilasa;
PE, fosfatidiletanolamina; AE, arquetidiletanolamina; PG, fosfatidilglicerol; AG, arquetidilglicerol.
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Sélo en los genomas de algunas arqueas del phylum Euryarchaeota se encontraron
las enzimas requeridas para la sintesis de lipidos polares (cuadro 3). Los genomas de los
siguientes organismos son los Unicos que contienen todas las enzimas para la sintesis de
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina via metilacién: Methanococcus
aeolicus, Methanosarcina acetivorans, M. barkeri, M. mazei, M. burtonii,
Methanohalophilus mahii, A. fulgidus, F. placidus, H. lacusprofundi, H. turkmenika, N.
magdii y H. joetgali. Los genomas de los organismos Methanocaldococcus infernus,
Methanococcus mariplaudis S2, M. mariplaudis C5, M. mariplaudis C6, M. mariplaudis C7,
M. vannielli, M. voltae, Methanosphaera stadtmanae y Methanobrevibacter ruminantium
s6lo contienen un homdlogo de la fosfatidilserina sintasa. En los genomas de las
euriarqueotas Methanocaldococcus jannaschii, M. fervens, M. vulcanius, M. sp. FS406-22,
Methanohalobium evestigatum, Methanothermobacter thermoautotrophicus, M.
marburgensis, Methanobacterium sp. AL-21, Methanopyrus kandleri, Halobacterium sp.
NRC-1 y H. borinquense se detectaron homodlogos de la fosfatidilserina sintasa vy
fosfatidilserina descarboxilasa. El resto de los organismos contiene al menos una copia de
la fosfatidilserina sintasa, fosfatidilserina descarboxilasa y la fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa, pero no contienen la fosfatidil-N-metiletanolamina N-metiltransferasa,
enzima que cataliza la ultima reaccién de la sintesis de fosfatidilcolina via metilacion;
contienen al menos un posible homédlogo de la fosfatidilserina sintasa, fosfatidilserina
descarboxilasa y la fosfatidil-N-metiletanolamina N-metiltransferasa, pero no contienen la
fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa; o sélo contienen al menos una copia de la
fosfatidiletanolamina  N-metiltransferasa y la fosfatidil-N-metiletanolamina  N-
metiltransferasa. No se detectaron las enzimas requeridas para la sintesis de
fosfatidilcolina a partir de acido fosfatidico o CDP-diacilglicerol en los genomas de las
arqueas.

Cuadro 3. Representacion grafica de la presencia y la ausencia de las enzimas involucradas en la sintesis de
lipidos polares en los genomas de arqueas. PSS, fosfatidilserina sintasa; PSD, fosfatidilserina descarboxilasa;
PEMT, fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa; PEMMT, fosfatidil-N-metiletanolamina N-metiltransferasa;
PLA2G, fosfolipasa A; PLB, fosfolipasa A; TGL4, fosfolipasa A; PCS, fosfatidilcolina sintasa.

W
Ul
Ul
Ul
Ul
W
{0
W
W
W

il
H
H
'H
N
'H
'H
'H
H
N
H
H
H

vy

Bl

kg
vy

snmoon|
sngopppy

uniidosay
snusyopydens|
[Ere—
wipgowsay|
snundosony|
wneripaeu))
wheripiToy

woss
Jdo
e
2200

| 431sApy a3y

u
u
Jesou
30U
o
et
sesou
ydsou
dioaou
u
u
u
dsou
1qou
eqou
pou
u
o
snqol
wnap
o
sm00w.
wnpunjosdynppy
snagosdouwsayy|
wnaeiparouey

wnoys
eus

mawropo:
sy
wny
wn
wnpnas
e
spRg
wnpap
s

Gene

PLA2G

PLE
TGLA
PCs

4.2 Biosintesis de Triacilgliceroles
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Las enzimas requeridas para la sintesis de triacilglicerol no fueron detectadas, aunque el
genoma de Methanocella paludicola presenta un homologo de la diacilglicerol transferasa
eucarionte (cuadro 4).

Cuadro 4. Representacion grafica de la presencia y la ausencia de las enzimas involucradas en la sintesis de
triglicéridos en los genomas de arqueas. WS/DGAT, cera sintasa/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa; DGAT,
diacilglicerol aciltransferasa; PDAT, fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa; DGAT 1, diacilglicerol
aciltransferasa 1; DGAT 2, diacilglicerol aciltransferasa 2.
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4.3 Biosintesis de Terpenoides Policiclicos

De las dos o6xido-escualeno ciclasas que catalizan la ciclacién del escualeno en
eucariontes, Unicamente fue detectada la lanosterol sintasa. Esta enzima sélo se encontré
en los genomas de Methanosarcina acetivorans, M. barkeri y Methanocella paludicola. La
escualeno-hopeno ciclasa que cataliza la ciclacién anaerobia del mismo compuesto en
bacterias Unicamente se detectdé en los genomas de Halorubrum lacusprofundi e

Ignicoccus hospitalis.

Cuadro 5. Representacion grafica de la presencia y la ausencia de las enzimas involucradas en la sintesis de
terpenoides policiclicos en los genomas de arqueas. SHC, escualeno-hopeno ciclasa.
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Secuencias similares a la secuencia de la esterol 14-desmetilasa fueron detectadas
exclusivamente en varios organismos pertenecientes al phylum Euryarchaeota. La esterol
4a-carboxilato 3-deshidrogenasa fue detectada en organismos de todos los phyla, excepto
el phylum Nanoarchaeota. La colestenol A-isomerasa fue detectada sélo en los genomas
M. paludicola y de la arquea metanogénica todavia sin cultivar RC-1. Sélo en
euriarqueotas fueron detectados posibles homélogos de la esterol-24-C-metiltransferasa.
La C-22 esterol desaturasa fue identificada en H. marismortui, H. walsbyi, N. pharaonis, H.
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lacusprofundi, H. uthaensis, H. mukohatei, H. turkmenika, H. jeotgali y H. borinquense. La
esterol 14-desmetilasa solo fue detectada en arqueas haldfilas pertenecientes al phylum
Euryarchaeota. En los genomas de H. Turkmenika y la arquea metanogénica todavia sin
cultivar RC-1 se detectaron secuencias similares a la secuencia de la 24-metilenesterol C-
metiltransferasa. El posible homdlogo de una enzima perteneciente a la superfamilia P450
fue detectado en los genomas de N. pharaonis, H. mukohatei, H. turkmenika, H. jeotgali y
H. borinquense (material suplementario).

4.4 Biosintesis de Esfingolipidos

No se encontraron las enzimas necesarias para la sintesis de esfingolipidos en los
genomas de los organismos incluidos en este trabajo (cuadro 6). Pero, homodlogos de la
subunidad 3 de la serina palmitoil transferasa, 3-ketosfinganina reductasa y esfingosina 1-
fosfato liasa se detectaron en los genomas de varios organismos de los principales phyla
del domino Arguea. En los genomas de Picrophilus torridus y Crenarchaeum symbiosum se
detecto la presencia de un posible homologo de la glucosilceramida sintasa.

Cuadro 6. Representacion grafica de la presencia y la ausencia de las enzimas involucradas en la sintesis de
esfingolipidos en los genomas de arqueas. SPT, serina palmitoil transferasa; 3KSR, 3-cetoesfinganina
reductasa; SK, esfingosina cinasa; SPP, esfingosina 1-fosfato fosfatasa; SPL, esfingosina 1-fosfato liasa;
DHCerS dihidroceramida sintasa; DHCerD, dihidroceramida reductasa; CGalT, uridin difosfato-galactosa
ceramida galactosiltransferasa; SMS, esfingomielina sintasa; GlcCerS, glucosilceramida sintasa.
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V. Discusién
5.1 Biosintesis de Fosfoglicerolipidos de Naturaleza Bacteriana/Eucarionte en Arqueas

Los fosfoglicerolipidos son los componentes esenciales de la membrana celular de
todos los seres vivos. No obstante, la naturaleza de estas moléculas es distinta entre los
dominios Archaea, Bacteria y Eukarya. La sintesis de estos compuestos consta de dos fases:
1) la produccién de los elementos que les conforman y 2) el enlace de dichos elementos.
En esta seccién se analizara la posibilidad de que las arqueas sean capaces de sintetizar
lipidos de naturaleza bacteriana/eucarionte.

5.1.1 Biosintesis de Glicerol-3-Fosfato
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La frecuencia de ocurrencia de la glicerol cinasa en arqueas y su amplia distribucion
sugieren que pudo haber estado presente en el Ultimo ancestro comun de estos
organismos (cuadro 1). Sin embargo, la distribucidn irregular de esta proteina sugiere lo
contrario, y que su ocurrencia se debe a multiples eventos de transferencia horizontal de
genes. La reconstruccion ancestral de caracteres apoya la primera hipétesis. Pero, debido
a que las relaciones internas de este grupo no pudieron resolverse los resultados de este
analisis podrian ser producto de un artefacto.

5.1.2 Biosintesis de Acidos Grasos

La acetil-CoA carboxilasa cataliza la sintesis del sustrato necesario para iniciar la
FAS Il en bacterias. Esta proteina pertenece a una gran familia de enzimas dependientes
de biotina involucradas en una amplia variedad de procesos metabdlicos. Todos los
miembros de esta familia contienen el dominio BCCP, mientras que el dominio BC sélo
estad presente en las biotinas carboxilasas. Los dominios CT son de origen polifilético y
confieren a las distintas carboxilasas su especificidad (Jitrapakdee y Wallace, 2003).

Dos carboxilasas dependientes de biotina (BDC) han sido identificadas en arqueas:
una acetil/propionil-CoA carboxilasa involucrada en la fijacion de CO, por la via del 3-
hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (Menendez et al. 1999; Chuakrut et al. 2003; Hugler
et al. 2003) y una piruvato carboxilasa involucrada en el ciclo del citrato y la
glucogenogénesis (Mukhopadhay, Stoddard y Wolfe 1998; Mukhopadhay, Patel, Wolfe
2000). Lineas experimentales independientes han rechazado la participacién de la
acetil/propionil-CoA carboxilasa arqueal en la biosintesis de acidos grasos (Cronan 2001;
Hagler et al. 2003).

La capacidad de fijar CO, por la via del 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato sélo
ha sido descrito en organismos sulfolobales y metallosphaerales (Berg et al. 2010), pero la
distribucion del dominio CT sugiere que esta habilidad no se restringe a este orden
(cuadro 1). Sin embargo, la subunidad BCCP no fue detectada en estas especies (cuadro 1).
El tamafo de este péptido es de ~90 residuos y su estructura primaria estd poco
conservada (Lombard y Moreira 2011b), factores pudieron haber afectado la busqueda de
esta subunidad en los genomas de arqueas. El dominio BC estd presente en la mayoria de
estos organismos y ocasionalmente se detectaron copias adicionales del gen que codifica
esta subunidad. En la filogenia estimada con todas estas secuencias se distinguen dos
grandes clados: en uno se agrupan genes involucrados en la biosintesis de pirimidina y
arginina (Holden, Thoden y Raushel 1999) y el otro incluye los genes que codifican la
subunidad BC de la ACC (datos no mostrados). La busqueda de dominios proteinicos indica
gue las secuencias anidadas en el segundo grupo conservan un arreglo similar constituido
por los dominios CPSase_L_chain, CPSase_L D2 y Biotin_carb_C (cuadro 7).
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Cuadro 7. Dominios proteinicos que integran la subunidad BC de las enzimas acetil-CoA carboxilasa, piruvato
carboxilasa y propionil carboxilasa.

Enzima KO Dominio Dominios Proteinicos
Celular

Acetil-CoA K01961 Bacteria CPSase_L_chain  CPS_L_D2  Biotin_carb_C
carboxilasa Archaea CPSase_L_chain  CPS_L_D2  Biotin_carb_C
Piruvato K01951 Bacteria CPSase_L_chain  CPS_L_D2  Biotin_carb_C
carboxilasa Archaea CPSase_L_chain  CPS_L_D2  Biotin_carb_C  *BPL_LplA_LipB
Propionil-CoA 1965 Bacteria  CPSase_L_chain  CPS_L D2 Biotin_carb_C  Biotin_lipoyl
carboxilasa
Acetil-

/propionil-CoA  K01964 Archaea CPSase_L_chain  CPS_L_D2  Biotin_carb_C
Carboxilasa
Acetil-

/propionil-CoA  K11263 Archaea CPSase_L_chain  CPS_L_D2  Biotin_carb_C Biotin_lipoyl

Carboxilasa

El analisis filogenético revela que estas secuencias se agrupan en tres clados. En el
primero podemos observar genes que pertenecen exclusivamente a organismos de los
ordenes Sulfolobus y Metallosphaera. Estos genes codifican la subunidad BC de la
acetil/propionil-CoA carboxilasa involucrada en la fijacion de CO2. A pesar de que se
detectaron otras secuencias identificadas con el mismo nimero K éstas no se agruparon
en el mismo clado. De hecho, algunos de estos genes codifican la subunidad A de la
piruvato carboxilasa, proteina que también pertenece a la gran familia de enzimas
dependientes de biotina (Mukhopadhay, Patel, Wolfe 2000). Cenarchaeum symbiosum
emplea una version modificada del ciclo del 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (Berg
et al. 2010). Esto podria explicar por qué se agrupa en el mismo clado, pero no junto a las
otras secuencias. En el segundo clado se agruparon genes que soélo pertenecen a
organismos haldfilos. Estos genes también estan clasificados como una acetil/propionil-
CoA carboxilasa, pero el numero K que se les ha asignado es distinto. La capacidad de fijar
CO2 en estos organismos no ha sido reportada y tampoco existen reportes sobre la
funcién de estos genes. En el mismo clado se agrupa la secuencia que codifica la
carbamoil-fosfato sintasa de Natrialba magdii. Sin embargo, es necesario el analisis
experimental de estas proteinas para determinar su verdadera funcién. Aunque en el
tercer clado se agrupan todas las secuencias que codifican la subunidad A de la piruvato
carboxilasa de estos organismos, la subunidad A de la piruvato carboxilasa de
Pseudomonas aeruginosa no se anida en este grupo, posiblemente porque estas
secuencias han divergido mucho a través del tiempo.
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Figura 8. Andlisis filogenético de la subunidad BC. En anaranjado la subunidad BC de la acetil-/propionil-CoA
carboxilasa (K11263); en verde la subunidad BC de la acetil-CoA/propionil-CoA carboxilasa (K01964); en azul
la subunidad BC de la piruvato carboxilasa (K01959); en rojo la subunidad BC de la acetil-CoA carboxilasa
(K01961); en gris la subunidad BC de la propionil-CoA carboxilasa (K01965); y en negro la subunidad BC de la
carbamoil-fosfato sintasa (K01955). El color de las ramas indica la procedencia de las secuencias: verde para
bacterias, azul para euriarqueotas, rosa para crenarqueotas y morado para thaumarqueotas.

La proteina acarreadora de acilos (ACP) transporta los productos intermedios de la
sintesis de acidos grasos e interacciona con todas las enzimas involucradas en este
proceso excepto la acetil-CoA carboxilasa. La ACP sintasa activa la ACP transfiriéndole el
grupo prostético al cual la malonil-CoA:ACP transacilasa habra de transferir el malonato
producido por la acetil-CoA carboxilasa. Ninguna de estas enzimas ha sido detectada en
estudios anteriores (Peretd, Lopez-Garcia y Moreira 2004; Lombard, Ldépez-Garcia y
Moreira 2012b) y tampoco fueron detectadas en este trabajo. Peretd, Lopez-Garcia y
Moreira (2004) en un principio propusieron que enzimas analogas aun no descritas
llevaban a cabo estas reacciones, pero recientemente Lombard, Lépez-Garcia y Moreira
(2012b) propusieron que las arqueas pueden sintetizar acidos grasos en ausencia de estas
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proteinas. En el mismo trabajo los autores sostienen que estas moléculas pudieron
prevalecer en la membrana de las bacterias gracias a este eficiente sistema de transporte
y que las arqueas implementaron otros mecanismos para elaborar su membrana aunque
conservaron elementos del sistema ancestral. Sin embargo, la biosintesis de acidos grasos
es un proceso metabdlico energéticamente costoso (Nelson y Cox 2005); una gran
cantidad de arqueas ocupa habitats donde el abasto energético es insuficiente para
mantener la actividad celular (Valentine 2007). Por lo tanto, hubiera sido inconveniente
para estos organismos invertir recursos valiosos en la produccién de estos compuestos
cuando los componentes de su membrana son los mas adecuados para sobrevivir en
ambientes extremos.

Todas las enzimas que catalizan las reacciones de elongaciéon de la FAS I
pertenecen a la superfamilia de las tiolasas y comparten un origen comun. En la literatura
no existe un consenso sobre la distribucién de estas enzimas en el dominio Archaea y los
resultados de este trabajo no concuerdan con ninguno de los reportes citados (cuadro 9).
En este estudio sélo fue detectada la B-cetoacil-ACP sintasa Il (FabH). FabH cataliza la
primera reaccién de condensacion durante la fase de iniciaciéon y las enzimas B-cetoacil-
ACP sintasa | (fabB) y B-cetoacil-ACP sintasa Il (fabF) lo hacen durante la fase de
elongacion. FabB y fabF ademas estan involucradas en la biosintesis de acidos grasos
insaturados. Por lo tanto, nuestros resultados indican que las arqueas son incapaces de
sintetizar acidos grasos saturados e insaturados. Sin embargo, la fabH de algunas bacterias
puede producir cadenas alifaticas de 12 o mds carbonos (Musayev et al. 2005). Este hecho
abre la posibilidad a que las arqueas pudieran sintetizar acidos grasos saturados de
distinta longitud.

Cuadro 8. Distribucion de las B-cetoacil-ACP sintasas en el dominio Archaea.

Publicacion Iniciacion Elongacion
B-cetoacil-ACP sintasa lll  B-cetoacil-ACP sintasal  B-cetoacil-ACP sintasa Il
Ortiz-Aldana (2013) X
Pereto, Lopez-Garcia 'y X X

Moreira (2004)
Jiang, Kim y Suh (2008) X
Lombard, Lopez-Garcia y
Moreira (2012b)

De las 81 secuencias reportadas en este estudio como B-cetoacil-ACP sintasa lll,
s6lo 16 presentan los mismos dominios proteinicos que la B-cetoacil-ACP sintasa Ill de E.
coli contiene (cuadro 9). Las demas presentan un arreglo distinto que no se asemeja al de
ninglin miembro de la superfamilia de las tiolasas. La comparacién de dominios apoya la
idea de que algunas arqueas sean capaces de sintetizar hidrocarburos aliciclicos.
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Cuadro 9. Dominios proteinicos que integran las enzimas B-cetoacil-ACP sintasa I, Il y ll1.

Enzima Dominios Proteinicos
B-cetoacil-ACP sintasa | Ketoacyl-synt Ketoacyl-synt-C
B-cetoacil-ACP sintasa Il Ketoacyl-synt Ketoacyl-synt-C
B-cetoacil-ACP sintasa Ill ACP_syn_lIl ACP_syn_lII_C
3-hidroxil-3-metilglutaril-CoA Sintasa HMG_CoA_synt_N HMG_CoA_synt_C
B-cetoacil-ACP sintasa Ill (a) ACP_syn_lIl ACP_syn_lII_C
B-cetoacil-ACP sintasa Ill (b) HMG_CoA_synt_N ACP_syn_lII_C

El andlisis filogenético robustece la posibilidad de que las secuencias que contienen
los dominios ACP_syn_Ill y ACP_syn_lll C pertenecen a enzimas involucradas en la
biosintesis de acidos grasos: la mayoria de las B-cetoacil-ACP sintasa Il (a) se agrupa en el
mismo clado donde se anida la B-cetoacil-ACP sintasa Il de E. coli. Este andlisis también
sugiere que algunas de las secuencias que contienen los dominios HMG_CoA_synt Ny
ACP_syn_lll_C podrian llevar a cabo la misma funcién.
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Figura 9. Analisis filogenético de la B-cetoacil-ACP sintasa Ill. En rojo las secuencias que contienen los
dominios proteinicos ACP_syn_lIl y ACP_syn_IIl C y en naranja las secuencias las secuencias que contienen
los dominios proteinicos HMG_CoA_synt_Ny ACP_syn_lll_C.
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La B-cetoacil-ACP reductasa y las enoil-ACP reductasas |, Il y Ill pertenecen a una
nutrida familia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (Jornvall et al. 1995;
Oppermann et al. 2002). La mayoria de las secuencias detectadas presenta el dominio
adh_short y sugiere que no se detectd ningun homoélogo de fabK (material suplementario).
Sin embargo el analisis composicional no es lo suficientemente sensible para distinguir
una proteina de otra (cuadro 10). Y el soporte estadistico del analisis filogenético no es lo
suficientemente robusto para permitirnos inferir cuales enzimas encontramos (datos no
mostrados).

Cuadro 10. Dominios proteinicos que integran las enzimas B-cetoacil-ACP reductasa y enoil-reductasas |, Il y
.

Enzima Dominio Proteinico
B-cetoacil-ACP reductasa adh_short
Enoil-ACP reductasa | adh_short
Enoil-ACP reductasa Il NPD
Enoil-ACP reductasa lli adh_short

Ninguna deshidratasa fue detectada en este trabajo. Sin embargo, en reportes
anteriores se ha manifestado que los genomas de algunas arqueas contienen alguno de
estos genes, aunque no se ha descrito su funcion (Peretd, Lépez-Garcia y Moreira 2004;
Lombard y Moreira 2012). Es posible que el valor de corte y los estrictos métodos de
seleccion hayan sesgado nuestra busqueda.

5.1.3 Aciltransferasas

Las aciltransferasas son esenciales para la produccion de glicerolipidos. Estas
enzimas son las responsables de la formacidn del enlace éster entre el glicerol-3-fosfato y
los acidos grasos de bacterias y eucariontes. Nuestros resultados indican que las arqueas
son incapaces de llevar a cabo esta unién. Lombard, Lépez-Garcia y Moreira (2012c)
observaron la misma tendencia en el caso de la via procarionte. Por lo tanto, nuestros
resultados indican las arqueas son incapaces de usar fosfoglicerolipidos de naturaleza
bacteriana/eucarionte para incorporarlos en su membrana citoplasmatica o para
almacenar energia.

5.2 Naturaleza de la Membrana del Ultimo Ancestro Comtin

Las diferencias bioquimicas entre la membrana celular de arqueas, bacterias y
eucariontes han impedido determinar la naturaleza del ultimo ancestro comun. En la
actualidad el modelo propuesto por Peretd-Lépez-Garcia y Moreira (2004) y Lombard,
Lépez-Garcia y Moreira (2012a) es el mas aceptado. Segun estos autores el cenancestro
contaba con enzimas inespecificas capaces de sintetizar G1P y G3P, a los cuales se unian
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isoprenoides y 4cidos grasos, respectivamente. La distribucién de las enzimas que
participan en la sintesis de dichos compuestos apoya su esquema. Sin embargo, como se
demuestra en este y otros trabajos (Lombard y Moreira 2012c), las aciltransderasas que
unen las cadenas laterales a su estereoisdmero correspondiente no son universales. Por lo
tanto, es muy probable que estas enzimas hayan aparecido luego de que los dominios
Bacteria y Archaea se separaron.

La acumulacién de oxigeno en la atmdsfera hace unos 2, 200 millones de afos (ma)
permitié el surgimiento de nuevas rutas metabdlicas (Raymond y Blankenship 2004;
Raymond y Segré 2006). Ninguna de las enzimas involucradas en la biosintesis de acidos
grasos e isoprenoides requiere 0% para llevar a cabo su funcién. Por lo tanto, podemos
deducir que ambas rutas aparecieron antes de que este compuesto se acumulara en la
atmosfera.

Las coenzimas de origen bioldgico son moléculas accesorias que se unen de
manera transitoria a las proteinas y son indispensables para que una enzima pueda llevar
a cabo su funcién. El papel que desempefian estas moléculas en el metabolismo moderno
es fundamental y es bien aceptado que las coenzimas de origen ribonucleotidico y otros
cofactores son los fosiles metabdlicos mas antiguos (Reyes-Prieto et al. 2012).

Cuadro 11. Coenzimas involucradas en la biosintesis de acidos grasos e isoprenoides.

Ruta Metabdlica

MVA FASII
4’-fosfopantoteina X
ADP X
ATP
Biotina
CoA
NAD
NADP
FMN
FAD

Coenzima

>

X X X X X
X X X X X X X

Ambas rutas necesitan cofactores derivados de ribonucleétidos (cuadro 11). Sin
embargo, esto no implica que sean antiguas. Por ejemplo, aunque la biosintesis de
colesterol es un proceso bioldgico reciente, también depende de cofactores derivados de
ribonucledtidos (Herndndez-Morales et al. en proceso). No obstante, la biosintesis de
acidos grasos también precisa biotina y 4’-fosfopantoteina. Ademas de cofactores
derivados de ribonucleétidos, la sintesis de biotina requiere coenzima A (Visser y Kellogg
1978). Considerando que la biosintesis de coenzima A sdlo depende de cofactores
derivados de ribonucleétidos, la sintesis de biotina debid surgir después (Hernandez-
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Morales et al. en proceso). Por otro lado, La 4’-fosfopantoteina es un derivado del
pantotenato. La biosintesis de pantotenato requiere tetrahidrofolato, cuya biosintesis sélo
requiere cofactores derivados de ribonucledtidos. Por lo tanto, la biosintesis de 4’-
fosfopantoteina sélo pudo haber ocurrido una vez establecida la sintesis bioldgica de
cofactores orgdanicos derivados de ribonucleétidos (Hernandez-Morales et al. en proceso).
Antes de decidir cudl podria ser la ruta mas antigua, debe ser analizado con detalle el
contexto de las enzimas que requieren estos cofactores.

La 4'-fosfopantoteina es el vinculo entre la ACP y los productos intermedios de la
biosintesis de acidos grasos. Como ha sido demostrado, la ACP no estd presente en
arqueas. El uso de este cofactor, por lo tanto, fortalece la idea de que existe un grupo
primordial de enzimas involucradas en la biosintesis de acidos al que la ACP no pertenece
porgue fue una innovacién implementada por las bacterias (Lombard y Moreira 2012b).
Por otro lado, la biotina es el sitio de anclaje del grupo carboxilo que habrad de ser
transferido al acetil-CoA para producir malonil-CoA, y asi poder dar inicio a la biosintesis
de &cidos grasos. Entonces, aunque los pasos siguientes dependan de cofactores
derivados de ribonucleédtidos, esto proceso sélo pudo haberse establecido una vez que la
biotina pudo ser sintetizada bioldgicamente. De este modo, la biosintesis de isoprenoides
debiod preceder a la biosintesis de acidos grasos. Sin embargo, la composicion lipidica de la
membrana del Ultimo ancestro comin no puede ser determinada. Estas moléculas son
producto de una etapa anterior a la aparicion del LCA y seguramente estuvieron
disponibles cuando esta entidad biolégica habitd la tierra. Por lo tanto, el cenancestro
pudo hacer uso de una amplia variedad de moléculas para darle soporte a esta estructura.

5.3 Almacenaje de Energia

La biosintesis de triésteres de glicerol depende de las aciltransferasas involucradas
en la sintesis de fosfoglicerolipidos y de aciltransferasas que catalizan la transferencia de
una tercera cadena de 4cidos grasos a la molécula de glicerol. Ninguna de estas enzimas
fue detectada en este trabajo y la presencia de triglicéridos en estos organismos no ha
sido demostrada (Waltermann y Steinbiichel 2006). Por lo tanto, podemos descartar que
las arqueas sean capaces de utilizar estos compuestos para almacenar energia. Es posible
gue la biosintesis de triésteres de glicerol haya surgido en bacterias como sugieren Turkish
y Sturley (2009).

5.4 Segundos Mensajeros Lipidicos

Las hormonas esteroides pueden regular la expresién de los genes en organismos
eucariontes. El colesterol es el precursor de estas hormonas y es un producto de la
ciclacion del triterpeno conocido como escualeno (Nelson y Cox 2005). Las o6xido-
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escualeno ciclasas que convierten el escualeno en un terpenoide policiclico no fueron
detectadas. Ademas, nuestros datos indican que las enzimas que modifican el nucleo de
cuatro anillos producido por las OSC tampoco son comunes en arqueas. Por lo tanto,
nuestros resultados rechazan la posibilidad de que los terpenoides policiclicos regulen la
expresion de los genes de estos organismos.

Segun Hannich, Umebayashi y Riezmann (2011) biosintesis de esfingolipidos surgid
en bacterias. Su hipodtesis se sustenta en la presencia de la serina palmitoil transferasa y la
esfingosina 1-fosfato liasa en estos organismos. La distribucién de ambas enzimas en el
dominio Arquea es amplia. Sin embargo, la reconstruccidn de caracteres ancestrales indica
gue es poco probable que estas enzimas hayan estado presentes en el cenancestro y que
posiblemente fueron adquiridas en multiples eventos de transporte horizontal de genes
(Anexos).

VI. Conclusiones

Algunas especies del dominio Arquea tienen la posibilidad de sintetizar glicerol-3-
fosfato y acidos grasos. Pero son incapaces de producir fosfoglicerolipidos de naturaleza
bacteriana/eucarionte, porque las aciltransferansas que generan el enlace entre el G3P y
los acidos grasos estan ausentes en estos organismos.

La biosintesis de isoprenoides antecedié a la biosintesis de acidos grasos. Sin
embargo, esto no implica que la membrana del cenancestro haya estado compuesta de
isoprenoides, debido a que los productos de las rutas MVA y FAS Il estuvieron disponibles
cuando aparecié el ultimo ancestro comun.

Las arqueas no pueden utilizar triésteres de glicerol como reservorios de energia o
depdsitos de sustancias toxicas. Las enzimas que catalizan la transferencia de los acidos
grasos al glicerol-3-fosfato no estdn presentes en este grupo de procariontes.

Las arqueas no utilizan segundos mensajeros derivados de isoprenoides para
regular la expresién de sus genes. La evidencia presentada en este trabajo es insuficiente
para proponer que estos organismos son capaces de sintetizar esfingolipidos con la
finalidad de regular algin proceso celular.
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Anexo 1a. Reconstruccién de Caracteres Ancestrales de la glicerol cinasa.
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Anexo 1b. Reconstruccion de Caracteres Ancestrales de la serina palmitoil transferasa.
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Anexo 1c. Reconstruccion de Caracteres Ancestrales de la esfingosina 1-fosfato liasa.
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