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Resumen

El ultimo ancestro comun (LCA, por sus siglas en inglés) representa la etapa de
evolucidn bioldgica previa a la diversificacion de los dominios primarios, una poblacién que
se estima habitd la Tierra hace mas de 3,500 millones de afios. No obstante la falta de
informacién sobre las posibles condiciones ambientales, es factible aproximarnos a la
naturaleza del LCA ya que, en teoria, las caracteristicas asociadas al nodo basal de Ila
filogenia universal representan al ancestro, o bien, bajo la légica de que los rasgos
homologos a los tres dominios de la vida (Bacteria, Archaea y Eukarya) corresponden al LCA.
Gracias al desarrollo de bases de datos y de herramientas de analisis bioinformatico, se ha
aplicado dicho razonamiento para proponer el catdlogo génico/proteinico del LCA. Aunque
las distintas reconstrucciones publicadas tienen semejanzas importantes, difieren
significativamente en cuanto al contenido genético que proponen tendria el ancestro, lo
que ha generado discusiones en torno a su biologia. Ademas, el método de reconstruccién
ancestral basado en la comparacién directa de genomas completos no se ha aplicado a
casos de ancestros mas recientes, lo que significa que no se cuenta con un andlisis cuyos
resultados se puedan comparar con los estudios genémicos del LCA. Por esta razon, el
objetivo general del presente trabajo fue reconstruir los genomas ancestrales de los
principales linajes de Archaea y Bacteria, bajo la hipdtesis de que la reconstruccion de
dichos catalogos ancestrales fungird como un control metodoldgico para el caso del LCA.
Para este fin, primero se seleccioné una muestra representativa de especies de vida libre y
se descargo su proteoma completo del NCBI, lo que resultd en una base de datos de 785
procariontes, 642 pertenecientes a 12 phyla de Bacteria (Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Cyanobacteria, Deinococcus—Thermus, Thermotogae, Chloroflexi, Aquificae,
Verrucomicrobia—Planctomycetes, Spirochaetes, Acidobacteria y Proteobacteria) y 143 de
tres phyla de Archaea (Euryarchaeota, Crenarchaeota, Thaumarchaeota). Después, con el
programa Get-homologues se identificaron las proteinas homadlogas al interior de cada
linaje, las cuales se clasificaron funcionalmente. En total se reconstruyeron 19 catdlogos
ancestrales, los cuales se caracterizaron por contener procesos y/o rutas incompletas,

familias proteinicas de distinta antigliedad, y por la presencia de un sesgo doble. La



comparacion de los catalogos con las especies modernas evidencid que se recupera un
porcentaje muy bajo de los ancestros, lo que sugirié un sesgo cuantitativo, pero ademads no
todas las funciones celulares estan igualmente conservadas, lo que sugirié también un sesgo
cualitativo. Los factores que afectan el tamafio de las reconstrucciones ancestrales son el
numero de especies en la muestra, la diversidad fisioldgica de los organismos, la varianza
tanto en el tamafio del genoma como del pangenoma, y la distancia filogenética. Se observé
gue conforme se reduce el tamafo de los catalogos, se excluyen elementos asociados al
metabolismo y se mantienen aquellos relacionados con procesos informativos. El presente
trabajo evidencid los limites y alcances de la comparacién de la estructura primaria de las
proteinas (secuencia de aminoacidos), ya que los resultados explican de manera
satisfactoria la naturaleza de las distintas reconstrucciones del LCA, las cuales exhiben el

doble sesgo descrito. Se concluye que el LCA no era un organismo simple.

Palabras clave: LCA, ultimo ancestro comun, reconstruccién ancestral, gendmica

comparada, andlisis pangendmico



Abstract

The Last Common Ancestor (LCA) represents to a population during the early evolutionary
stage prior the diversification of the primary cellular domains. Since geological evidence of
the environmental conditions, as well as a fossil record of this epoch is scarce or absent, the
nature of the LCA must be inferred from the homologous traits, i.e. genes/proteins, found
among its descendants. Published estimates of the genetic complement of the LCA,
although not strictly comparable, are remarkably dissimilar, noticeably lacking a
methodological control to compare with. In this work, we reconstructed the ancestral
genome catalogue of diverse prokaryotic lineages, in order to explore the scope and

limitations of the direct comparative genomics approach.



Introduccion

El dltimo ancestro comun

El concepto de un ancestro universal a todos los seres vivos, fue propuesto de
manera visionaria por Charles Darwin en su libro E/ origen de las especies (1859), cuando
planted una extrapolacion hacia el pasado profundo de su teoria de evolucion por ancestria
comun. Dicha prediccién se confirmé mas de un siglo después cuando Woese y Fox (1977),
mediante la comparacién de secuencias de RNA de la subunidad pequefia del ribosoma
(16S/18S), construyeron la primera filogenia universal y descubrieron la existencia de tres
dominios celulares, denominados Bacteria, Archaea y Eukarya (Woese et al., 1990), los

cuales representan lineas de descendencia a partir de un ancestro comun.

Como consecuencia de su origen monofilético, actualmente los tres dominios se
asemejan en rasgos esenciales de la expresién de la informacion genética, asi como en la
forma en la que producen su energia. Pero también es un hecho que, por el tiempo de
divergencia, han acumulado diferencias (Becerra et al, 2007). Justamente por las
diferencias en las maquinarias de transcripcidn y de traduccién, en un inicio Woese propuso
gue los tres dominios son descendientes directos de una comunidad de progenotes,
entidades simples con genomas de RNA, que se caracterizan por que su genotipo no esta
claramente separado del fenotipo (Woese, 1987; Woese, 1998). Sin embargo, esta primera
nocién del ancestro comun rapidamente se abandond, pues tanto el estudio del cddigo
genético (Fitch y Upper, 1987), como un analisis de los rasgos homdlogos entre los dominios
(Lazcano et al., 1992), coincidieron en que el LCA debid ser un organismo tan complejo

como un procarionte moderno.

El LCA, o la poblacién de dichos organismos ancestrales, debe verse como resultado
del proceso evolutivo que inicié6 muy temprano en la Tierra, es decir que le antecede un
periodo de evolucién molecular y bioldgica cuya duracidon desconocemos. Debido a que
comunmente se confunde el problema del origen de la vida con el del LCA, es importante

establecer la temporalidad relativa del LCA.
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Temporalidad relativa del LCA

Existe un consenso en el sentido de que la vida microbiana ya poblaba la Tierra hace
3,500 millones de afios (Ma) y posiblemente antes (Altermann y Kazmierczak, 2003; Knoll
et al., 2016), periodo en el que el planeta se encontraba pleno de microorganismos, tales
como reductores de azufre, fotétrofos anoxigénicos y posiblemente metandgenos
(Canfield, 2006). Si el LCA representa la etapa previa a la diversificacion de los dominios
primarios, los cuales actualmente se reconoce que son Bacteria y Archaea (Williams et al.,
2013), entonces el LCA debid haber existido antes de la fecha mencionada (Figura 1). En el
contexto planetario, se plantea que hubo un bombardeo masivo de cuerpos originados en
asteroides planetésimos, que se extendid hasta hace aproximadamente 3,850 Ma (Brasier

et al., 2006), el cual pudo haber limitado la existencia de la biota.
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Figura 1. Temporalidad relativa del ultimo ancestro comun (LCA). Modificada de Joyce, 2002 y

Becerra et al., 2007.
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A diferencia de lo expuesto en la Figura 1, se puede suponer que el bombardeo
tardio no fue catastréfico para la vida. Recientemente se ha sugerido que el LCA estaria
situado en el periodo Hadeano, hace aproximadamente 4250 Ma (Cantine y Forunier, 2018),
lo que a su vez colocaria al origen de la vida como un evento muy temprano una vez formada

la Tierra.

De cualquier manera, una serie de eventos precedieron al LCA, tales como la
acumulacién de agua liquida y compuestos organicos en la Tierra primitiva, el origen de la
vida, asi como el origen y la diversificacién de las primeras células (Figura 1). Aqui vale la
pena mencionar la definicién de Fitch y Upper (1987) del término cenancestro (sinénimo de
LCA), como “el ancestro mas reciente de los organismos que estan vivos hoy en dia”, porque
si bien hubo seres vivos que le antecedieron e incluso que le fueron contempordneos, todos

los organismos modernos son descendientes del LCA.

Debido a la falta de evidencias de la Tierra primitiva, la investigacién contemporanea
de la biologia del LCA se basa en la posibilidad de reconstruir su catalogo de genes, a partir

del estudio de sus descendientes.

Reconstruccion del genoma del LCA

Desde el punto de vista cladistico, los estados de un caracter asociados a los nodos
ancestrales, llamados plesiomorfias, representan el fenotipo del ancestro. Es decir, que el
conjunto de rasgos que se puedan inferir en el nodo ancestral de la filogenia universal

representan al LCA (Becerra et al., 2007; Delaye y Becerra 2012).

Por lo anterior, el problema de enraizar el arbol universal para darle polaridad a los
caracteres cobré suma importancia en el estudio del LCA, cuestidon que se resolvid gracias
al andlisis de genes pardlogos cuya duplicacién fue un evento muy antiguo, previo a la
diversificacion de los dominios primarios. La raiz del arbol universal situa al LCA en la rama
de Bacteria, como muestran tanto las subunidades alfa y beta de las ATPasas tipo F

(Gogarten et al., 1989), como los factores de elongacion EF-G y EF-Tu (Ilwabe et al., 1998).
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Sin embargo, hay que tener precaucidn, pues los grupos que resultan cladisticamente
antiguos en las filogenias, no necesariamente presentan rasgos primitivos (Islas et al.,
2003). Sin duda, enraizar al dominio Bacteria o al dominio Archaea son temas de

investigacion no resueltos del todo y con implicaciones importantes en el estudio del LCA.

Otra aproximacion a la reconstruccidn ancestral es la caracterizacion directa, que se
basa en el principio de la biologia comparada, la cual permite deducir las caracteristicas del
ancestro de un linaje a través de la deteccion de rasgos homdlogos (asi sean anatémicos,
morfolégicos, fisioldgicos, ultraestructurales, moleculares, etc.). Esta ldgica simple se puede
extender a la comparacién de genomas completos, bajo la premisa de que los genes
homoélogos a los tres dominios, por el principio de parsimonia, estarian presentes en el LCA

(Lazcano et al., 1992; Delaye y Becerra, 2012).

Con lo dicho anteriormente podemos afirmar que el catalogo génico del LCA se
puede reconstruir mediante cladistica molecular, gendmica comparada, o una combinacion
de ambos métodos. A continuacidn, se describen las distintas estimaciones que se han

propuesto del catdlogo de genes del LCA (Tabla 1).

Una vez que hubo dos genomas completamente secuenciados (Mycoplasma
genitalium y Haemophilus influenzae), Mushegian y Koonin (1996) los compararon para
identificar genes ortélogos. Definieron a los ortélogos como genes en dos especies,
transmitidos por descendencia vertical a partir de un ancestro comun, y que codifican para
la misma funcién (Mushegian y Koonin, 1996). Construyeron un catalogo minimo de genes
gue extrapolaron al LCAy concluyeron que éste tendria un genoma de RNA. Este trabajo ha
sido fuertemente criticado debido a que Haemophilus influenzae y Mycoplasma genitalium
son especies parasitas y presentan pérdidas secundarias de genes, lo que claramente

origina un sesgo en la reconstruccién ancestral (Becerra et al., 1997).

El trabajo de Kyrpides y colaboradores (1999) consistié en buscar genes homdlogos
a los de Methanococcus jannaschii (el primer genoma arqueano secuenciado) en los
dominios Bacteria y Eukarya, aplicando el método comparativo. El catalogo ancestral

resultante presentd 246 funciones bioquimicas Unicas (reacciones enzimaticas) que

13



asociaron al LCA, y concluyeron que éste ya presentaba metabolismo, asi como un sistema

genético similar al de los organismos modernos. Este ejercicio evidencié que la metodologia

comparativa tiene limitaciones, pero que sin embargo provee de una estimacidn razonable

del minimo de las funciones del LCA (Kyrpides et al., 1999).

Tabla 1. Distintas reconstrucciones del catalogo génico del LCA.

Autores

Catalogo génico del LCA

Mushegian y Koonin, 1996
Kyrpides et al., 1999
Koonin, 2003

Mirkin et al., 2003

Harris et al., 2003

Delaye et al., 2005

Yang et al., 2005
Sobolevsky y Trifonov, 2006

Ouzounis et al., 2006

Ranea et al., 2006

Tuller et al., 2010

Kim y Caetano-Anollés, 2011
Kannan et al., 2013

Weiss et al., 2016

256 genes

324 proteinas

63 genes (proteinas)

600 genes (COGs)

80 COGs

115 dominios proteinicos (Pfam)

49 plegamientos (superfamilias de SCOP)
20 motivos (octapéptidos en proteinas)

1000 genes con 561 — 661 secuencias (proteinas) o
categorias funcionales

140 dominios proteinicos ancestrales (CATH)
784 proteinas ancestrales

70 — 152 dominios (superfamilias)

517 - 507 genes

335 familias proteinicas

Acrénimos: COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins; Tatusov et al., 2000); Pfam

(Protein domain families, Bateman et al., 2004); SCOP (Structural Classification of Proteins,

Murzin et al., 1995); CATH (Protein Structure Classification, Orengo et al., 1997).
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En 2003 Koonin se basé en la metodologia comparativa para buscar genes ubicuos
en 100 genomas completamente secuenciados, lo que resulté en solamente 63 proteinas
universales, la mayoria relacionadas con la traduccion, y muy pocas con la transcripciény la
replicacion. Por lo reducido del catdlogo génico universal, el autor concluyé que el LCA seria
simple, al grado de no contar con un sistema genético y replicativo basado en DNA (Koonin

2003).

De forma casi simultanea, el mismo laboratorio publicé otra reconstruccion del LCA
con resultados muy distintos. Su metodologia se basé primero en construir arboles para los
conjuntos de proteinas ortélogas contenidas en los COGs, y segundo en proponer un
escenario, basado en el criterio de maxima parsimonia, que te reconcilia dichos arboles con
la filogenia de las especies, tomando en cuenta la pérdida de genes, la transferencia
horizontal y la aparicion de nuevos COGs. Asi, los autores concluyeron que el LCA tendria
un poco menos de 600 proteinas, nimero casi suficiente para mantener a un organismo
vivo (Mirkin et al., 2003). Debido a que no les interesaba describir a detalle las funciones
del LCA, ellos enfatizaron la idea de que la transferencia horizontal de genes, asi como la
pérdida de éstos, son eventos muy frecuentes en la evolucién de los procariontes (Mirkin

etal., 2003).

En el mismo afio Harris y sus colegas identificaron aquellos COGs, cuya filogenia
tuviera la misma topologia que la filogenia universal, es decir, aquella construida con el gen
del RNA ribosomal, y que por lo tanto podrian haber estado en el LCA (Harris et al., 2003).
De los 80 COGs universales que encontraron, solamente 50 cumplieron con el criterio
descrito, pero bastaron para proponer un LCA con un sistema de transcripcidon y un
ribosoma eficiente, con funciones asociadas a la membrana y con la capacidad de sintetizar

moléculas de DNA (Harris et al., 2003).

Aplicando el enfoque de la caracterizacion directa, Delaye y colaboradores
propusieron un catdlogo de 115 dominios proteinicos, una vez que compararon 20 genomas
completamente secuenciados de organismos provenientes de los tres dominios de la vida

(Delaye et al.,2005). Sus resultados apoyan la nocién de un LCA con un sistema genético
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equivalente al de un procarionte moderno, e hicieron énfasis en que dentro del conjunto

de proteinas conservadas la mayoria se relacionan con el metabolismo de RNA.

Utilizando otra metodologia, que se basd en detectar la presencia o ausencia de
dominios en genomas completos, pero cuyo analisis se hizo a nivel de superfamilias SCOP,
Yang y su equipo propusieron un catdlogo de casi 50 plegamientos comunes en los 174
genomas que analizaron (Yang et al., 2005), inventario suficiente para proponer a un LCA

genética y estructuralmente muy sofisticado.

En un trabajo posterior, Sobolevsky y Trifonov (2006) identificaron pequefas
secuencias de aminodcidos, octapéptidos, que se encuentran universalmente conservados.
Estos forman mdédulos o regiones conservadas en la estructura de diversas proteinas. Los
autores concluyeron que alrededor de 21 octapéptidos podrian haber estado en LCA
(Sobolevsky y Trifonov, 2006), algunos de los cuales se relacionan con funciones como la

traduccién y la transcripcion.

Una nueva reconstruccion del LCA, realizada por Ouzounis y sus colegas (2006),
establecié en 1000 genes el contenido del ancestro, que representan aproximadamente
600 categorias funcionales. El analisis se basé en 184 genomas completamente
secuenciados, para los cuales se identificaron familias proteinicas comunes. Posteriormente
construyeron una filogenia universal y determinaron aquellas proteinas presentes en el
nodo ancestral, utilizando un algoritmo que considera eventos de pérdida de genes a lo
largo del arbol (Ouzounis et al., 2006). Coincidieron con otros estudios en que el LCA seria

tan complejo genéticamente como un procarionte moderno de vida libre.

En el mismo afio se publicé otra reconstruccién del LCA, en la cual se proponen 140
dominios proteinicos como ancestrales (Ranea et al., 2006). Para llegar a dicho resultado,
Ranea y su equipo buscaron secuencias representativas, correspondientes a las
superfamilias de dominios estructurales de la base de datos CATH, en 114 genomas
completamente secuenciados pertenecientes a los tres dominios de la vida. Aquellas
familias distribuidas en el 90% de los genomas se consideraban ancestrales. Los autores

reconocen la versatilidad de las superfamilias proteinicas, en el sentido de que algunas
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muestran una mayor diversidad genética y funcional, como es el caso de las relacionadas
con el metabolismo. Ademads, concluyen que el LCA seria genéticamente complejo, con

rasgos muy semejantes a los organismos modernos (Ranea et al., 2006).

Con una metodologia un tanto novedosa, Tuller y sus colegas (2010) utilizaron la
informacién de la coevolucién de las proteinas para resolver ambigliedades en cuanto al
contenido de genes en lo nodos ancestrales, y propusieron un LCA con 784 proteinas y por
lo tanto, con un genoma y un funcionamiento similar al de los procariontes modernos

(Tuller et al., 2010).

Con la idea de que la estructura de las proteinas estd mdas conservada que su
secuencia primaria, Kim y Caetano-Anollés (2011) utilizaron estructuras de las superfamilias
(FSFs) de la base de datos SCOP presentes en 420 organismos, para construir un arbol
filogenético e inferir las caracteristicas del nodo ancestral, considerando eventos de pérdida
y de ganancia. El resultado es un minimo de 70 dominios estructurales y un maximo de 152
para el LCA, aunque de manera sorprendente concluyen que tendria un genoma de RNA

(Kim y Caetano-Anollés 2011).

Para determinar qué familias de ortdlogos presentes en diversas especies, podrian
haber estado en el LCA, Kannan y sus colegas (2013), construyeron una filogenia universal
y aplicaron un modelo de maxima verosimilitud que considera eventos de pérdida y
ganancia de ortdlogos a lo largo de los nodos del arbol. Sus estimaciones fueron de poco
mas de 500 genes para el LCA, pero no profundizaron en la interpretacidon hacia la

naturaleza del LCA (Kannan et al., 2013).

La reconstruccién mas reciente del LCA es la de Weiss y su equipo (2016), y se basé
en las filogenias de diferentes familias proteinicas, las cuales se consideraban ancestrales
basicamente si recuperaban la topologia de dos dominios (Archaea y Bacteria) y si se
presentaban en al menos dos linajes de cada dominio, lo que resultd en un ancestro de 335
familias proteinicas (Weiss et al., 2016). Sin embargo, este trabajo ha sido fuertemente

criticado por la falta de precaucidon en su metodologia, la cual presenta falsos positivos y
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falsos negativos, y por errores tan garrafales como confundir el concepto de progenote con

el del LCA (Gogarten y Deamer, 2016).

El conjunto de familias de genes/proteinas sumamente conservadas que emergen
de las distintas estimaciones del LCA, sugieren que éste poseia un genoma de DNA y un
metabolismo equivalente en términos de complejidad genética y funcional al de un
procarionte moderno (Becerra et al., 2007). Sin embargo, llama la atencién el hecho de que
las estimaciones del contenido del catdlogo ancestral, aunque no son estrictamente
comparables, son numéricamente muy disimiles. Ademas, las distintas reconstrucciones no
siempre recuperan las mismas familias proteinicas. Si bien se recuperan genes (o proteinas)
gue participan en procesos bioldgicos esenciales, es notable que éstos no estan
conservados en su totalidad, es decir, los catalogos presentan siempre rutas metabdlicas o
funciones incompletas (Becerra et al., 2007), lo que limita las interpretaciones sobre el
metabolismo del LCA. Esta falta de consenso incluso ha motivado que exista una base de
datos exclusivamente para los resultados de las distintas reconstrucciones del LCA
(Goldman et al., 2013). A pesar de esta ambigliedad, no faltan propuestas en la literatura

que afirman que el LCA seria metandgeno (Wong et al., 2007; Weiss et al., 2016).

Es un hecho que el desarrollo de la gendmica del LCA ha generado muchos debates
respecto de su naturaleza. Dichas controversias se ven reflejadas en la diversidad de
nombres que se han propuesto (cf. Becerra et al., 2007), como progenote (Woese y Fox,
1977), cenancestro (Fitch y Upper, 1987), LUCA (Kyrpides et al., 1999), ultimo ancestro
celular universal (Philippe y Forterre, 1999), ancestro universal (Doolittle, 2000), ultima
comunidad comun (Line, 2002), ancestro comun mas reciente (Zhaxybayeva y Gogarten,
2004) o urancestro (Kim & Caetano-Anollés, 2011), pero también en la diversidad de los
temas que se han elaborado y que se discuten en la literatura, tales como el nivel de
complejidad, el tipo de material genético, de membrana y de metabolismo, asi el posible
habitat y la temperatura en la que se pudo haber originado el LCA (Woese, 1998; Lazcano
etal., 1992; Becerra et al., 2007; Wachstershauser, 2003; Pereto et al., 2004; Lazcano 2011,

y referencias de Tabla 1).
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Factores que afectan la inferencia ancestral

La diversidad en los resultados del contenido genético del LCA se debe en principio
a diferencias en las bases de datos y en las metodologias utilizadas (Becerra et al., 2007).
Por ejemplo, existen diferencias en los procedimientos para identificar a los ortélogos o en
los métodos de inferencia filogenética. Otro factor a considerar es la variacion en las tasas
de sustituciéon de las diferentes proteinas (Becerra et al., 2007), la cual puede originar

artefactos en las inferencias filogenéticas.

Aunado a lo anterior, la gendmica del LCA ha revelado una serie de procesos
(intrinsecos a la evolucién de los genomas y de las proteinas) que pueden generar ruido en
las reconstrucciones ancestrales. Los mads evidentes son la pérdida de genes y la
transferencia horizontal (Becerra et al., 1997; Zhaxybayeva y Doolittle, 2011). Por ejemplo,
si la transferencia lateral de genes fue un evento muy comun en el pasado, entonces el
catdlogo del ancestro se puede sobreestimar (Delaye y Becerra, 2012), al grado de construir
un LCA totipotencial. Por el contrario, si los eventos de pérdida fueron muy intensos,
entonces se corre el riesgo de subestimar el catalogo y por lo tanto las funciones del

ancestro (Delaye y Becerra, 2012).

Definicidn del pangenoma y nuicleo genémico

La aplicacion de métodos de gendmica comparada a cepas de la especie
Streptococcus agalactiae reveld la existencia del pangenoma y del ndcleo genémico
(Tettelin et al., 2005). El pangenoma es la totalidad de genes presentes en un conjunto de
cepas bacterianas. Se compone de los genes universales, es decir, que estan presentes en
todas las cepas y que se denominan nucleo gendmico estricto. También contiene genes casi
universales, presentes en algunas cepas, denominados nucleo gendmico accesorio o
relajado, el cual incluye también a las proteinas que son exclusivas de cada cepa y que son
la mayoria (Tettelin et al., 2005). Existen diversos analisis del pangenoma de distintas cepas
y de ciertos géneros (revisados por ejemplo en Rouli et al., 2015; Vernikos et al., 2015), y se

ha visto que los pangenomas pueden ser de tamafio finito o infinito (cerrados o abiertos)
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(Lefebure et al., 2010). En una interpretacién mdas amplia del concepto, se ha estimado que
el pangenoma del dominio Bacteria es abierto (Lapierre y Gogarten, 2009). Desde el punto
de vista evolutivo, el nucleo gendmico de todos los organismos modernos es una
consecuencia de la naturaleza conservativa de la evolucion (Lapierre y Gogarten, 2009) y de
su herencia comun a partir del LCA, como lo sugieren las distintas reconstrucciones que se

han realizado (Tabla 1).

Planteamiento del problema y objetivos

El estudio del ultimo ancestro comun es central para entender la evolucién biolégica
temprana en la Tierra, en particular, el periodo que antecede directamente a la
diversificacién de los dominios celulares modernos. La generacion de bases de datos de
genomas completos, aunado al desarrollo de herramientas bioinformaticas, han permitido
el planteamiento de metodologias que tienen como objetivo reconstruir el catdlogo de
genes que tendria el LCA. Sin embargo, las diversas propuestas que se han realizado, si bien
tienen coincidencias importantes, difieren de manera drdastica en cuanto al contenido
genético/proteinico del LCA, lo que ha originado discusiones importantes en torno a su
naturaleza. Esta disparidad en los resultados de las estimaciones, se explican por i) la
intensidad de la pérdida de genes y de la transferencia lateral en el pasado, ii) la aplicacion
de metodologias y criterios un tanto diferentes, iii) la cantidad y la calidad de la informacidn
disponible en cada estudio. Aunado a lo anterior, el método de caracterizacién directa en
el contexto de la reconstruccion ancestral nunca se ha aplicado a un caso que no sea el LCA,
lo que significa que no se cuenta con un andlisis control cuyos resultados se puedan

comparar con los estudios gendmicos del LCA.

Debido a las notables diferencias en los resultados de las distintas estimaciones del
catdlogo ancestral del LCA (Tabla 1), en el presente trabajo se propone la hipdtesis de que
las reconstrucciones de los genomas ancestrales de los principales linajes de los dominios

Archaea y Bacteria, fungiran como un control metodolégico para el caso del LCA, en el
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sentido de que permitiran evaluar el alcance y las limitaciones de la comparacion de la

estructura primaria de las proteinas.

Objetivo general

e Reconstruir el catalogo ancestral de los principales linajes procariontes, mediante el
método de gendmica comparada, para contrastar los resultados con el caso de la

reconstruccion del LCA.

Objetivos particulares

e Construir una base de datos de genomas completos (proteomas) pertenecientes a
especies procariontes de vida libre.

e Detectar las proteinas homoélogas al interior de cada linaje con el programa Get-
homologues (Contreras-Moreira y Vinuesa, 2013).

e Clasificar funcionalmente las familias proteinicas al interior de los catdlogos
ancestrales.

e Contrastar los resultados con las especies modernas y con las reconstrucciones del

LCA.
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Material y Métodos

Caracteristicas de la muestra

No todas las especies cuyo genoma estd completamente secuenciado y disponible
(hasta diciembre de 2016) se consideraron en el presente andlisis. Se excluyeron organismos
con un estilo de vida endosimbionte y endoparasito, debido a que causan un sesgo en las
reconstrucciones ancestrales (Becerra et al., 1997). También se excluyeron los patégenos o
comensales obligados, de tal forma que los organismos que conforman la muestra son
bacterias y arqueas de vida libre.

Debido a que el objetivo era reconstruir al ancestro de cada grupo, no se
consideraron linajes que tuvieran menos de cinco especies completamente secuenciadas,
lo que dejé fuera de la muestra grupos de reciente descubrimiento, como por ejemplo
Melainabacteria, Kiritimatiellaeta, Cloacimonetes, Peregrinibacteria,
Thermodesulfobacteria, Dyctioglomi, Nanoarchaeota, Nanohaloarchaeota, Korarchaeota,

Bathyarchaeota o Lokiarchaeota.

Descarga de las secuencias

Una vez que se hizo la seleccidn final de las especies a estudiar, se descargd el archivo
correspondiente a su proteoma, en formato FASTA, a partir de la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/).
Dicho archivo contiene las secuencias de aminodcidos de todas las proteinas que posee cada
organismo de la muestra. La descarga de las secuencias se realizéd durante el periodo de
agosto de 2015 hasta diciembre de 2016.

Cabe mencionar que la base de datos del NCBI posee varios sesgos, uno de ellos
consiste en la presencia de linajes, en particular de Bacteria, con muchas especies
completamente secuenciadas. Debido a esta sobrerepresentacion de ciertos grupos, fue
necesario eliminar la redundancia al interior de la muestra, por lo que se eligié solamente a

un representante por especie. En el caso de los grupos mas numerosos que fueron

22



Firmicutes, Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria, fue necesario seleccionar a un

representante por género.

Construccion de los catalogos ancestrales

Para comparar las secuencias de cada proteoma y detectar las proteinas conservadas
al interior de cada linaje, se utilizé el programa Get-homologues (Contreras-Moreira y
Vinuesa, 2013). Dicho paquete informatico funciona en dos etapas: primero hace un BLASTp
(Altschul et al., 1997) para evaluar la similitud entre las secuencias, y posteriormente se
agrupan aquellas que son potencialmente ortdlogas. Los parametros establecidos para el
BLASTp fueron una cobertura (query coverage) del 75%, un valor de e menor a 1x107,
ademas de que se evalud el alineamiento con la matriz BLOSUM62 (Henikoff y Henikoff,
1992).

El algoritmo utilizado para agrupar a los posibles ortélogos se denomina, por sus
siglas en inglés, BDBH o BBH (bidirectional best hits o reciprocal best hit) y funciona bajo el
supuesto de que los ortdlogos son todos los pares de genes compartidos entre dos especies,
gue son mas parecidos entre ellos, que con el resto de los genes presentes en otras especies.
Por lo tanto, para que dos proteinas se consideren homoélogas, digamos A y B, entonces A
debe representar el mayor puntaje al evaluar el alineamiento con B y viceversa.

A continuacion se describe cdmo se implementa el algoritmo BDBH en el programa
Get-homologues (Vinuesa y Contreras-Moreira, 2015). Para agrupar a los ortdlogos
potenciales es requisito seleccionar un proteoma de referencia (secuencia query o genoma
semilla). El proceso comienza identificando los pardlogos internos (inparalogues), definidos
como BDBH dentro de un mismo proteoma, los cuales se van a descartar. Posteriormente
se compara la secuencia query o genoma semilla con otro proteoma, se identifican los BDBH
y se almacenan, proceso que se repite con cada uno del resto de los genomas (Figura 2).
Una desventaja del proceso es que solamente aquellas proteinas presentes en el genoma
semilla pueden estar en el nucleo conservado, es decir que, si una secuencia no se presenta

en el genoma de referencia entonces no hay forma de que se incluya en el nucleo
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conservado, lo que sugiere que la seleccién del genoma semilla sesga el resultado del
analisis.

Una ventaja del método usado es que permite identificar posibles homdlogos
presentes en un menor nimero de especies. Por ejemplo, si el total de especies en la
muestra se representa como n, entonces es posible detectar proteinas que se encuentran
en casi todas las especies, digamos en el conjunto n-1 o n-2. A este catalogo de proteinas
casi universales se le denomina nucleo gendmico relajado (soft o relaxed core), y el valor de
corte que lo define es arbitrario. Por ejemplo Kaas y sus colegas establecen el corte en un
95%, es decir, si la proteina se encuentra en al menos el 95% de las cepas, entonces lo
consideran parte del nucleo relajado (Kaas et al.,, 2012). En el presente trabajo se
exploraron, ademas del nucleo gendmico estricto, aquellas proteinas presentes en el total

de la muestra menos una especie (el conjunto n-1).

[ ¢ 0 =BDBH]
. ¢
q 1 2 3 4 Total
2
X X X X X .. n * =—r>Nucleo gendmico
estricto
X X X X X n *
0 X X X X X n %
y 3 N X X X X - . n-1 —T> Nucleo gendmico
relajado
X X - X X n-1
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4
n-m

Figura 2. Algoritmo BDBH en Get-homologues. El genoma semilla (q) se compara con cada uno del

resto de los genomas y los BDBH se almacenan. Al final los conjuntos que contienen al menos una
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proteina por genoma representan el nicleo gendmico estricto, aunque ciertamente el criterio puede

ser mas laxo, para explorar lo que se conoce como el nicleo genémico relajado.

En general los genomas con la menor cantidad de proteinas fungieron como la
semilla para iniciar el agrupamiento (Anexo 1), salvo cuando en el ensamblaje no se
proporcionaba la informacidn suficiente para realizar la clasificacién funcional (ver siguiente

seccion).

Clasificacion funcional de las proteinas conservadas

Las proteinas presentes en los catdlogos ancestrales se clasificaron, utilizando como
referencia las categorias funcionales propuestas en la base de datos COG, las cuales se
enlistan en el Anexo 2. Esto fue posible gracias a un archivo con terminacién “.ptt”, el cual
contiene una tabla que asocia el identificador del gen con su clave COG. Por esta razén las
especies elegidas como semilla para el agrupamiento de ortélogos mediante BDBH
necesariamente tenian que contar con dicho archivo. La extraccién de la informacion a partir
de la tabla en texto plano se realizé con un programa desarrollado en el Laboratorio de

Origen de la Vida de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

Es importante aclarar que a partir de septiembre de 2016, el NCBI dejé de integrar
el archivo .ptt a las carpetas de los ensamblajes de los nuevos genomas, por lo que
solamente se pueden consultar en la siguiente direccion FTP, que corresponde a la base de

datos antigua del NCBI: ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/archive/old_refseq/Bacteria/.

Para complementar el analisis funcional, se asociaron los identificadores de cada gen
con sus respectivas entradas en la base de datos PATHWAY y EC de KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, Kanehisa et al., 2017). La visualizaciéon de la
clasificaciéon funcional, asi como también el resto de las graficas de los resultados, se

hicieron con la paqueteria R (R Core Team, 2015).
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Analisis de composicidon gendmico a nivel de linaje

El genoma nuclear y el pangenoma de cada grupo se calculé también con ayuda del
programa Get-homologues, el cual se basa en el trabajo de Tettelin y colaboradores (2005),
quienes para calcularlo plantearon la idea de un experimento de muestreo aleatorio. Este
consiste en tomar un proteoma, luego otro proteoma y asi sucesivamente, y en cada paso
se contabilizan tanto las proteinas que se agregan al catdlogo genético del grupo, como
también aquellas que son comunes entre las especies. Dicho muestreo se repite varias veces
cambiando el orden de los proteomas seleccionados, los cuales se eligen al azar (Tettelin et
al., 2005). El nucleo gendmico y el pangenoma se estimaron en Get-homologues con las
funciones de extrapolacidn propuestas en el andlisis de Tettelin et al. (que son

esencialmente funciones de decaimiento exponencial), y finalmente se graficaron.

Arbol de referencia y distancia filogenética

Para disponer de un arbol que evidenciara las relaciones filogenéticas entre las
especies de la muestra, primero se construyo el alineamiento del gen 16S rRNA. Para esto
se descargé la paqueteria Arb-software version 6.0.3 y la base de datos no redundante SILVA
SSU versidn 128 (Quast et al., 2013), a partir de la cual se seleccionaron las secuencias de
las especies de interés, y posteriormente se extrajo un archivo con el alineamiento. Para
aquellas especies que no se encontraban en la base de datos, se descargd la secuencia de
dicho gen directamente del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se alineé con la
herramienta de Arb en linea (https://www.arb-silva.de/aligner/).

El archivo del alineamiento del gen 16S rRNA de todas las especies de la muestra, se
trabajo con el programa trimAL versién 1.2 (Capella-Gutierrez et al., 2009), para descartar
regiones no informativas. Esta nueva version del alineamiento se utilizd para calcular un
arbol filogenético mediante maxima verosimilitud con la paqueteria IQ-TREE (Nguyen et al.,
2015), bajo el modelo de evolucion denominado GTR+I+G4 y utilizando la opcion del
bootstrap rapido (Minh et al., 2013). Para la visualizacion del arbol resultante se utilizé la

herramienta en linea Interactive Tree of Life (Letunic y Bork, 2011, http://itol.embl.de/).

26



Posteriormente se cuantifico la distancia filogenética (PD sensu Faith, 1992) entre las
especies al interior de cada linaje (Formula 1), utilizando el valor numérico de la longitud de
las ramas del arbol (Lv) previamente construido. Debido a que esta métrica se obtiene
sumando un valor que representa diferencia filogenética, se puede interpretar como la
cantidad de historia evolutiva asociada a un linaje (Tucker et al., 2017). Con ayuda del
programa Excel se realizé la grafica de los valores de distancia filogenética, y las

estimaciones del nucleo gendmico provenientes del analisis pangendmico.

PD:Z Ly

beBt

Férmula 1. Distancia filogenética. Donde b es una rama, Ly su longitud y Bt es el conjunto

de ramas que conectan a las especies de un linaje en una filogenia.
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Resultados

Base de datos de genomas completos

La muestra a partir de la cual se reconstruyeron los catdlogos ancestrales contiene
785 proteomas, que corresponden a 143 especies de Archaea, distribuidas en los grupos
Euryarchaeota, Crenarchaeota y Thaumarchaeota, asi como 642 especies de Bacteria,
pertenecientes a 12 linajes distintos: Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Cyanobacteria, Deinococcus—Thermus, Thermotogae, Chloroflexi, Aquificae,
Verrucomicrobia—Planctomycetes, Spirochaetes, Acidobacteria y Proteobacteria (Figura 3).
La lista de especies de la base de datos final, su clave de identificacién, asi como el
ensamblaje a partir del cual se obtuvo el proteoma, se pueden consultar en la liga

https://goo.gl/s9bakKP.
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Figura 3. Grupos de Archaea y Bacteria a partir de los cuales se reconstruyeron los respectivos

catalogos ancestrales. Se indica el total de especies presentes en cada linaje.
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Reconstrucciones ancestrales

En total se reconstruyeron 19 catdlogos ancestrales mediante la metodologia
descrita, pues como se observa en la Figura 3, el phylum Proteobacteria se analizé a nivel
de clase. En la Tabla 2 se muestra el nimero de proteinas presentes en las reconstrucciones
ancestrales, tanto en el nucleo estricto como en el nucleo relajado. Ademas, se comparan
los resultados con los organismos modernos de cada linaje, en cuyo caso se calculd el
promedio y la desviacion estandar del nimero de proteinas contenidas en los genomas, asi
como también se identificaron aquellas especies con la menor y la mayor cantidad de
proteinas. El porcentaje de reconstruccion se define como la proporcién que representan el

nucleo estricto y el relajado, respecto del promedio de cada grupo.

Tabla 2. Comparacién entre las especies modernas y las reconstrucciones ancestrales.

Muestra Caracteristicas de los proteomas de las Reconstrucciones ancestrales
especies modernas (numero de proteinas)
Grupo N Promedio Desviacién Minimo Maximo Nucleo Nucleo  Porcentaje de
estandar estricto  relajado reconstruccion
Archaea
Euryarchaeota 96 2376 706 1283 4540 70 116 294-488
Crenarchaeota 37 1988 481 1345 2978 149 212 7.49- 1066
Thaumarchaeota 10 2319 707 1730 3565 385 823 16.60 - 35.48
Bacteria
Actinobacteria 9 5253 2051 1964 10022 68 128 129-243
Firmicutes 55 2021 947 1217 5047 93 151 318-516
Bacteroidetes 54 3563 1204 1753 7192 191 269 536-754
Cyanobacteria 50 4191 1252 1882 6600 343 557 8.18-13.29
Deinococcus — Thermus 16 2597 501 1908 3636 453 702 17.44-27.03
Thermotogae 15 1953 200 1750 2572 439 660 2503-33.79
Chloroflexi 12 3370 1187 1580 4977 233 323 6.91-958
Aquificae 11 1673 153 1497 1981 495 509 29.58 - 35.80
Verrucomicrobia — Planctomycetes 9 4092 1496 2138 7136 244 334 596-816
Spirochaetes 9 3236 630 2264 4219 211 287 6.52-8.86
Acidobacteria 7 4497 1723 2227 7826 411 556 9.14-12.37
Alphaproteobacteria 108 4036 949 2543 7042 143 270 3.54-668
Gammaprotecbacteria 86 3622 888 1572 6202 175 276 483-762
Deltaprotecbacteria 58 4334 1901 1677 9470 a7 146 223-336
Betaproteabacteria 47 4153 1315 2255 8091 256 447 616-1076
Epsilonproteobacteria 14 2323 377 1730 3138 533 639 2294 -27.50
N = total de proteomas en cada grupo. Porcentaje de reconstruccion = (p:%l::io) *

100.
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Como se puede ver en la Tabla 2, el nUmero de proteinas conservadas resulté distinto
en cada linaje. Los grupos con menos proteinas en el nucleo estricto son Actinobacteria (68),
Euryarchaeota (70), Firmicutes (93) y Deltaproteobacteria (97). En el otro extremo estan los
grupos Epsilonproteobacteria (533), Aquificae (495), Thermotogae (489) y Deinococcus -
Thermus (453) con las reconstrucciones ancestrales de mayor tamano. Evidentemente en
todos los grupos el nimero de proteinas conservadas aumenta en el nucleo relajado, siendo
Thaumarchaeota el grupo mas destacado, pues se agregaron 438 proteinas al relajar el

criterio de inclusidn en el catalogo ancestral (Figura 4).
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Figura 4. Tamafio de los catdlogos ancestrales en términos del nimero total de proteinas
conservadas presentes en cada uno. Grupos de Bacteria: Acidobacteria (Ac), Spirochaetes (S),
Verrucomicrobia-Planctomycetes (VP), Aquificae (Aq), Chloroflexi (Ch), Epsilonproteobacteria (Ep),
Thermotogae (T), Deinococcus-Thermus (DT), Betaproteobacteria (Bp), Cyanobacteria (Cy),
Bacteroidetes (B), Firmicutes (F), Deltaproteobacteria (Dp), Gammaproteobacteria (Gp),
Actinobacteria (At), Alphaproteobacteria (Ap). Linajes de Archaea: Thaumarchaeota (TA),

Crenarchaeota (CA) y Euryarchaeota (EA).
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El porcentaje de reconstruccién es una medida de qué tanto se reconstruye del
genoma ancestral, tomando como referencia el promedio del nimero de proteinas en los
organismos modernos (Tabla 2). Los resultados muestran que las reconstrucciones no
superan el 40%, en el mejor de los casos se reconstruye hasta un 35%, como en los grupos
Thaumarchaeota, Aquificae y Thermotogae, numero que disminuye si se considera

solamente al nucleo gendmico estricto (Figura 5).
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Figura 5. Tamafio de los catdlogos ancestrales en términos del porcentaje de reconstruccion
ancestral. Los grupos Aquificae y Thermotogae tienen el mayor porcentaje, no asi las
reconstrucciones con mayor nimero de proteinas (ver figura anterior). La mayoria de los grupos no
supera el 10% de reconstruccion para el nicleo gendmico estricto. Las abreviaturas de los grupos

son las mismas que en la Figura 4.

En general, los grupos para los que se reconstruyd un menor porcentaje del genoma

ancestral son los que presentan mayor cantidad de especies al interior de la muestra, como

Euryarchaeota, Actinobacteria, Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Sin embargo,
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el hecho de que haya otros grupos con reconstrucciones pequefias como Firmicutes,
Deltaproteobacteria y Crenarchaeota, sugiere que hay otros factores que influyen en el

tamafio de la reconstruccion ancestral.
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Figura 6. Numero de proteinas contenidas en los genomas modernos de los distintos linajes,
comparado con el tamafio de las reconstrucciones ancestrales, las cuales no superan el limite de 900

proteinas (linea roja en 1000 proteinas).

Considerando que las especies en la base de datos son de vida libre, es interesante
notar que el genoma de menor tamafio es un firmicute con 1217 proteinas (Lactobacillus
sanfranciscensis TMW 1.1304), seguido por un representante de Euryarchaeota con 1283
proteinas (Methanothermus fervidus DSM 2088) y una especie del grupo Crenarchaeota con
1345 proteinas (Desulfurococcus mucosus DSM 2162). En el otro extremo sobresale una
actinobacteria que posee 10,022 proteinas (Streptomyces bingchenggensis BCW-1), seguida

por una deltaproteobacteria que presenta 9470 proteinas (Archangium gephyra).
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El promedio del nimero de proteinas en los genomas varia desde 1673 en Aquificae,
hasta 5253 en Actinobacteria, que es el grupo que presenta la mayor variacién en el tamafio
del genoma, como se puede ver en la desviacién estandar (DE) de 2051 proteinas. Le sigue
el grupo de Deltaproteobacteria con una DE de 1901 proteinas. Es notable que los grupos
con menor DE en lo que se refiere al nimero de proteinas en el genoma son Aquificae con
153 proteinas, y Thermotogae con 200 proteinas, asi como Crenarchaeota con 481 proteinas

(Figura 6).

Clasificacion funcional en las categorias de COG

Al interior de los 19 catalogos ancestrales hubo un total de 7495 conjuntos de
proteinas conservadas, cuya distribucion en las clases funcionales mas generales de la base
de datos COG se observa en la Figura 7. La categoria mejor representada fue la de
metabolismo, seguida de la de almacenamiento y procesado de la informacidn genética. Los
linajes que, en proporcién, mas recuperaron de la categoria de metabolismo fueron
Cyanobacteria y Verrucomicrobia-Planctomycetes. Por el contrario, al interior de Firmicutes
y Euryarchaeota, la categoria de metabolismo estuvo reducida, mientras que la de
almacenamiento y procesado de la informacion genética fue la mas abundante (Figura 7).

La categoria de pobremente caracterizado presentd un numero importante de
proteinas que no cuentan con una asignacion COG (414), en particular en el grupo
Epsilonproteobacteria (140) y en Thaumarchaeota (98) en su nucleo relajado. También
incluye a las dos categorias funcionales (R y S) de proteinas que, si bien tienen una
asignacion COG, no estan caracterizadas de manera satisfactoria. La suma de las proteinas
no clasificadas (414), mas las que presentan una prediccion general de su funcion (595), mas
las proteinas de funcién desconocida (336), da un total de 1345 proteinas pobremente
caracterizadas (colores rojo y anaranjado de la Figura 7), lo que representa 17.94% de las

proteinas conservadas al interior de los catdlogos ancestrales.
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Figura 7. Clasificacion de las proteinas conservadas en las categorias funcionales generales de COG.
Se muestra la distribucion del total (izquierda), asi como al interior de las reconstrucciones
ancestrales de cada linaje (derecha). El color rojo representa proteinas sin asignacion COG y el

naranja representa proteinas cuya asignacion funcional es mala.

La categoria de proteinas sin asignacion COG (-), es resultado de la variacion en la
calidad de la anotacidn de los genomas, en particular de aquellos que fungieron como el
genoma semilla. Las reconstrucciones con una cantidad importante de proteinas que no se
pudieron clasificar fueron las de Epsilonproteobacteria, Thaumarchaeota,
Alphaproteobacteria, Deinococcus—Thermus, Cyanobacteria, Deltaproteobacteria y
Thermotogae, principalmente (color rojo en Figura 7). En el otro extremo, hubo grupos en
los que si se contaba con una asignacion COG para la totalidad de las secuencias del

proteoma, como en Euryarchaeota, Crenarchaeota, Gammaproteobacteria, Firmicutes,
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Bacteroidetes, Betaproteobacteria y Spirochaetes, para los cuales todas las proteinas se
pudieron clasificar en una categoria funcional COG.

La Figura 8 muestra con un mayor detalle la distribucién de las proteinas
conservadas al interior de las categorias funcionales. Los valores se normalizaron por linaje
de tal forma que resaltan las casillas con una conservacion mayor y/o menor al promedio
de cada grupo (ver el mapa de color sin normalizar en el Anexo 3). Tanto en el nucleo estricto
como en el relajado, se observa que la conservacién al interior de los catalogos ancestrales
no es homogénea, en el sentido de que las proteinas se presentan mayoritariamente en
unas pocas categorias funcionales. De hecho, si bien la Figura 7 muestra que a nivel general
la categoria con mas proteinas fue la de metabolismo, en realidad al interior de cada
reconstruccién siempre se recupera mas de la categoria de traduccién, biogénesis y
estructura del ribosoma (J), la cual presenté 1437 conjuntos de proteinas conservadas, lo
que representd un 19% del total. Al interior de dicha categoria se detectaron una serie de
proteinas que se sabe estdn muy conservadas, como es el caso de las proteinas
estructurales del ribosoma, tanto de la subunidad 30S (Figura anexo 4) como de la 50S
(Figura anexo 5), asi como las familias de las aminoacil-tRNA sintetasas (Figura anexo 5).

Después de la categoria de traduccién, las categorias funcionales restantes se
pueden agrupar en dos casos: aquellas para las que no se reconstruye practicamente nada
(V,Q,B,A,U,D,P TN, en Figura 8), y aquellas con niveles medios de conservacion (E, H, R,
M, L, CS,G,K, I O, Fen Figura 8), entre las que destaca el metabolismo y transporte de
aminodcidos (E), el metabolismo y transporte de coenzimas (H), la biogénesis de la
membrana, pared o envoltura celular (M), la conversién y produccién de energia (C), asi
como la categoria de prediccion general de la funcion (R). Si se analiza el comportamiento
del nucleo relajado, se agregan a las categorias ya mencionadas las de metabolismo de
nucledtidos (F), de lipidos (I), de carbohidratos (G), la transcripcidén (K), la modificacion
postraduccional de proteinas (0), y la de funcién desconocida (S), todas con niveles
intermedios de conservacion. Una descripcion de las proteinas presentes en cada categoria
funcional, asi como la base de datos de los resultados se pueden consultar en las siguientes

ligas https://goo.gl/XmkxDs y https://goo.gl/sUHPQs, respectivamente.
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Figura 8. Clasificacion funcional de las proteinas presentes en los catdlogos ancestrales. Los valores
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categorias son: [ J ] Traduccion, biogénesis y estructura del ribosoma, [ - ] Proteinas sin asignacién

COG, [ P ] Metabolismo y transporte de iones inorgdnicos, [ Q ] Biosintesis, transporte y catabolismo
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de metabolitos secundarios, [ B ] Estructura y dindmica de la cromatina, [ A ] Modificacién y
procesamiento del RNA, [ U ] Trafico intracelular, transporte de vesiculas y secrecién, [ D ] Control
del ciclo celular, divisidon celular y segregacién cromosdmica, [ V ] Mecanismos de defensa, [ T ]
Mecanismos de transduccion de sefales, [ N ] Movilidad celular, [ E ] Metabolismo y transporte de
aminodacidos, [ R ] Prediccidn general de la funcién, [ H ] Metabolismo y transporte de coenzimas,
[ M ] Biogénesis de la membrana, pared o envoltura celular, [ C] Conversion y produccién de energia,
[ S ] Funcidon desconocida, [ L ] Replicacién, recombinacion y reparacién, [ G ] Metabolismo vy
transporte de carbohidratos, [ K ] Transcripcidn, [ | ] Metabolismo y transporte de lipidos, [ F ]
Metabolismo y transporte de nucledtidos, [ O ] Modificacidon postraduccional, chaperonas. Los
linajes y las categorias se agruparon con un método jerarquico basado en la similitud promedio no

ponderada (WPGMA por sus siglas en inglés).

Cabe mencionar que la mayoria de las proteinas sin asignaciéon COG, asi como
aquellas contenidas en las categorias de pobremente caracterizado (Ry S), corresponden a
proteinas anotadas como hipotéticas (las cuales son proteinas o marcos abiertos de lectura
identificados de manera automatica, que carecen de evidencia in vivo de su funcién). Sin
embargo, una fraccién si esta identificada y es interesante que se pueden asociar a
funciones como traduccién, modificacion postraduccional de proteinas, replicacién y
reparacion, sefalizaciéon celular, procesos de transporte a través de la membrana,
metabolismo de carbohidratos, biosintesis de lipidos y pared celular, e incluso a cuestiones
energéticas como proteinas asociadas a la fotosintesis o a la transferencia de electrones. Es
decir, si clasificaramos dichas proteinas, se incorporarian a la categoria de traduccién, asi
como a aquellas con niveles intermedios de conservacion.

Otra forma de representar los datos al interior de los catdlogos es normalizar las
categorias funcionales, de tal manera que resalten las casillas donde la conservacién es
mayor y/o menor que el promedio de cada categoria. En la Figura 9 se observa que las
reconstrucciones de Aquificae, Thermotogae, Deinococcus-Thermus y Acidobacteria
sobresalen del resto, pues presentan mas proteinas conservadas en la mayoria de las

categorias funcionales. Dichos catdlogos junto con los de Epsilonproteobacteria,
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Thaumarchaeota y Cyanobacteria fueron los de mayor tamafio, todos con mas de 300

proteinas conservadas (ver Figura 4).
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Figura 9. Clasificacion funcional de las proteinas presentes en los catalogos ancestrales. Los valores

estan normalizados por categorias funcionales. Se muestra el nicleo estricto (arriba) y el ndcleo
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relajado (abajo). Las categorias son: [ J ] Traduccidn, biogénesis y estructura del ribosoma, [ - ]
Proteinas sin asignacion COG, [ P ] Metabolismo y transporte de iones inorganicos, [ Q ] Biosintesis,
transporte y catabolismo de metabolitos secundarios, [ B ] Estructura y dindmica de la cromatina,
[ A ] Modificacidon y procesamiento del RNA, [ U ] Trafico intracelular, transporte de vesiculas y
secrecion, [ D] Control del ciclo celular, division celular y segregacién cromosdmica, [ V] Mecanismos
de defensa, [ T] Mecanismos de transduccion de sefiales, [ N ] Movilidad celular, [ E ] Metabolismo
y transporte de aminoacidos, [ R ] Prediccidon general de la funcién, [ H ] Metabolismo y transporte
de coenzimas, [ M ] Biogénesis de la membrana, pared o envoltura celular, [ C ] Conversion y
produccion de energia, [ S] Funcion desconocida, [ L] Replicacidn, recombinacidn y reparacion, [ G ]
Metabolismo y transporte de carbohidratos, [ K ] Transcripcidn, [ | ] Metabolismo y transporte de
lipidos, [ F ] Metabolismo y transporte de nucleétidos, [ O ] Modificacion postraduccional,
chaperonas. Los linajes y las categorias se agruparon jerarquicamente con el método de similitud

promedio no ponderada.

Una tendencia que se observa en la Figura 9 es que conforme los catdlogos se
reducen, la conservacién se va perdiendo en todas las funciones, como se ve para las
reconstrucciones menores a 200 proteinas; Euryarchaeota, Actinobacteria, Firmicutes,
Deltaproteobacteria, Alphaproteobacteria y Crenarchaeota, las cuales presentan muy
pocas proteinas en la mayoria de las categorias funcionales, incluyendo aquellas

relacionadas con el almacenamiento y procesado de la informacion genética.

Clasificacion en las categorias funcionales particulares de KEGG

Las proteinas conservadas al interior de los distintos catalogos ancestrales se
asociaron a su correspondiente categoria funcional de la base de datos PATHWAY de KEGG.
En la Figura 10 se muestra un mapa de calor con la distribucion resultante de 4345 proteinas,
las cuales representan 58% del total. El resto no se incluyeron pues presentan una menor
calidad en la anotacion vy, por lo tanto, en la informacién disponible, lo cual no quiere decir

necesariamente que no pertenezcan a alguna de las categorias funcionales.
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Figura 10. Clasificacién funcional basada en las categorias de PATHWAY, KEGG. Se muestran las vias
metabdlicas presentes en las distintas reconstrucciones ancestrales. La escala representa el nimero
de proteinas presentes en cada via metabdlica, normalizado por linaje. Linajes de Archaea:
Euryarchaeota (EA), Crenarchaeota (CA), Thaumarchaeota (TA). Linajes de Bacteria:
Alphaproteobacteria (Ap), Actinobacteria (At), Gammaproteobacteria (Gp), Deltaproteobacteria
(Dp), Firmicutes (F), Bacteroidetes (B), Cyanobacteria (Cy), Betaproteobacteria (Bp), Deinococcus-
Thermus (DT), Thermotogae (T), Epsilonproteobacteria (Ep), Chloroflexi (Ch), Aquificae (Aq),

Verrucomicrobia - Planctomycetes (VP), Spirochaetes (S), Acidobacteria (Ac).

De la Figura 10 se puede extraer informacion que con la clasificacion COG no fue tan
evidente. Por ejemplo, el hecho de que el metabolismo de nucleétidos tiene niveles muy
importantes de conservacion, casi andlogos a los observados en la categoria de traduccion.
Otras funciones con niveles de conservacién importantes al interior de los catalogos
ancestrales fueron: la biosintesis de diversos aminodcidos, la replicacion y reparacion del
DNA y del RNA, la biosintesis de acidos grasos, los sistemas ABC de transporte y lo
relacionado con exportar las proteinas a las membranas, ademdas de la percepcién de
quérum. En lo que respecta a los linajes, las reconstrucciones ancestrales de menor tamano
fueron Firmicutes, Deltaproteobacteria, Actinobacteria y Euryarchaeota, y son catalogos
muy incompletos en los que se recuperan muy pocas funciones, particularmente traduccion
y metabolismo de nucledtidos. En algunos grupos, como Deltaproteobacteria, sobresale la
fosforilacion oxidativa, asi como la fotosintesis en Cyanobacteria, y la biosintesis de
peptidoglicanos que es exclusiva de grupos bacterianos. En los grupos con reconstrucciones
mds numerosas como Epsilonproteobacteria, Aquificae, Thermotogae y Deinococcus-
Termus, se agregan a los catdlogos ancestrales proteinas relacionadas con diversas
funciones metabdlicas.

Si bien muchas de las proteinas tuvieron solamente una asignacién funcional, lo
comun es que una misma proteina se asocie a diversas rutas metabdlicas o funciones (ver
Figura 11). El extremo fueron dos proteinas relacionadas hasta con 18 categorias distintas,
como fue el caso de la enzima propanoil-CoA C-aciltransferasa, exclusiva del dominio

Archaea (grupos Thaumarchaeota y Crenarchaeota), que es una tiolasa del catabolismo de
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acidos grasos, encargada de catalizar la formacién del intermediario acetil-CoA y el acido
célico. La base de datos indica que también participa en la degradacién de otros compuestos
como butanoato, propanoato, piruvato, glioxilato, dicarboxilato, benzoato, valina,

isoleucina, leucina, lisina, asi como en la fijacion de carbono.
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1000

500

Proteinas de los catalogos ancestrales

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 16 18

Numero de rutas metabdlicas asighadas a una misma proteina

Figura 11. Redundancia en la anotacién funcional en la base de datos PATHWAY de KEGG, para las

proteinas presentes en los catdlogos ancestrales.

La otra proteina con alta redundancia funcional fue NAD* aldehido deshidrogenasa,
una oxidorreductasa presente en una amplia gama de funciones como la via de la glucélisis
/ gluconeogénesis, la degradacién de acidos grasos, de valina, de leucina, de isoleucina, de
lisina, el metabolismo de ascorbato y aldarato, de arginina, de prolina, de histidina, de
triptéfano, de beta-alanina, de glicerolipidos y de piruvato, ademds de otras funciones en
apariencia mas modernas y eucariontes (como por ejemplo la biosintesis de hormonas en
insectos). Las familias de enzimas acetil-CoA acetiltransferasa y las aminotransferasas de
clase | y I, son otros ejemplos de proteinas conservadas y con una redundancia funcional

muy elevada.
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Clasificacion de las enzimas en los catalogos ancestrales

Para cada grupo de secuencias conservadas, el identificador del genoma semilla se
asoci6 a la base de datos KEGG ENZYME, lo que permitié asignar un nimero EC a 3629
proteinas, es decir que al menos un 48% del total del catdlogo ancestral presenta una
actividad catalitica. Como se observa en la Figura 12, en lo que se refiere al nUmero total de
proteinas conservadas, la categoria de transferasas (EC2) es la mas abundante, seguida por
las categorias de ligasas (EC6), hidrolasas (EC3) y oxidorreductasas (EC1).

Al normalizar los valores por linaje, fue todavia mas evidente que las transferasas
son las enzimas mejor conservadas en todos los catalogos ancestrales, y en conjunto
participan en 16 categorias funcionales COG. El caso de las polimerasas es muy interesante
porqgue en todos los catalogos hubo al menos una polimerasa conservada, ya sea de RNA,
de DNA (2.7.7.6, 2.7.7.7) o ambas.

En el grupo de las ligasas (EC6) sobresalieron las aminoacil-tRNA sintetasas, pero
también muchas otras enzimas que participan en el metabolismo de coenzimas, de
nucledtidos, de lipidos, de aminodcidos, en la sintesis de la pared celular y en la replicacién.
La categoria de las hidrolasas (EC3) también presentd niveles de conservacién importante
en los catdlogos, con proteinas como peptidil-tRNA hidrolasas, nucleasas y proteasas,
enzimas que participan en la sintesis de la pared celular, en el metabolismo de
carbohidratos, subunidades de la FOF1 ATP sintetasa, helicasas, la particula de
reconocimiento sefial (srp54) y otras enzimas de la biosintesis de nucledtidos y de
coenzimas. De hecho, a pesar de que los grupos de oxidorreductasas, liasas e isomerasas
tienen una menor conservacion, contienen enzimas muy importantes, las cuales se
distribuyen en todas las categorias funcionales de COG.

Ningun nimero enzimatico se presentd en la totalidad de los catalogos ancestrales,
mas algunos mostraron niveles de conservacion semejantes a las proteinas ribosdmicas,

casos que se muestran en la Tabla 3.
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Figura 12. Clasificacién de las enzimas presentes en las reconstrucciones ancestrales. EC1 =
oxidorreductasas, EC2 = transferasas, EC3 = hidrolasas, EC4 = liasas, EC5 = isomerasas, EC6 = ligasas.
Arriba se muestra el nimero total de proteinas, en la parte inferior los valores se normalizaron por

linaje.
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Tabla 3. Enzimas con altos niveles de conservacion al interior de los catdlogos ancestrales.

Se muestra el numero de taxa en los que fueron identificadas.

EC Nombre Taxa Anotacidn funcional
1.1.1.100 3-Oxoacil-(proteina 14 Biosintesis de acidos grasos
transportadora de acil) reductasa
1.5.15 Metilentetrahidrofolato 13 Metabolismo de coenzimas
(3.5.4.9) deshidrogenasa (NADP*) Fijacién de carbono
Metilentetrahidrofolato Interconversién del
ciclohidrolasa (bifuncional) tetrahidrofolato
Sintesis de purinas, de histidina y
de metionina
2.7.4.22  Uridilato cinasa (UMP cinasa) 15 Metabolismo de nucledtidos
Sintesis de novo de pirimidinas
2.7.6.1 Ribosa-fosfato pirofosfocinasa 15 Metabolismo de nucledtidos
Via de las pentosas fosfato?!
2.7.2.3 Fosfoglicerato cinasa 14 Glicélisis
2.7.7.3 Fosfopantetein adenililtransferasa 14 Sintesis de coenzima A
2.3.1.234 N°®-L-treonilcarbamoiladenin 14 Traduccion?
sintasa
2.5.1.31 UDP difosfato sintetasa 13 Sintesis de peptidoglicanos
2.7.4.6 Nucledsido difosfato cinasa (UDP 13 Metabolismo de nucleétidos
cinasa) Sintesis de purinas y de
pirimidinas
2.5.1.6 S-adenosilmetionin sintetasa 13 Metabolismo de coenzimas
Metabolismo de aminodcidos
(metionina)
2.6.1.1 Transaminasa piridoxal-fosfato 13 Interconversion de L-aspartato a
oxaloacetato?
3.6.4.12  Helicasa de DNA?, dependiente de 16 Replicacién, reparacion,
ATP recombinacién y transcripcion
3.4.11.18 Metionin aminopeptidasa 15 Traduccion®
3.6.1.66  XTP/dITP difosfatasa 14 Metabolismo de nucledtidos
Sintesis de purinas
4.2.1.11 Fosfopiruvato hidratasa 15 Glucdlisis
5.3.1.1 triosafosfato isomerasa 15 Metabolismo de carbohidratos

Glucdlisis/Gluconeogénesis
Via de las pentosas fosfato
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5.4.99.23 Pseudouridin sintetasa 14 Traduccidn®

5.99.1.3 DNA topoisomerasa 14 Replicacién y reparacion’
6.1.1.X tRNA ligasas >11  Traduccién®
6.3.5.2 GMP sintetasa 15 Metabolismo de purinas

Sintesis de novo de GMP
Metabolismo de glutamina
6.3.4.2 CTP sintetasa 14 Metabolismo de pirimidinas
Biosintesis de novo de CTP
Metabolismo de glutamina
6.3.5.5 Carbamoil-fosfato sintetasa 13 Metabolismo de aminoacidos®
Metabolismo de nucledtidos®

L El producto de la reaccién, el pirofosforibosil fosfato o PRPP, se conecta con la biosintesis de
purinas, de histidina, de coenzimas nucleotidicas como NAD* y con la biosintesis de novo de UMP.

2 Modifica ciertos tRNAs en la adenina 37, donde agrega L-treonilcarbamoiladenilato.

3 puede actuar también en L-tirosina, L-fenilalanina y L-triptofano.

4 Puede actuar en RNA también.

> Remueve la metionina N-terminal de los péptidos nacientes.

6 Modifica diversas uridinas en el RNA de la subunidad grande del ribosoma.

7 Utiliza la hidrélisis de ATP para romper y/o reincorporar la doble hélice, ademas de que puede
agregar un giro negativo a dicha molécula.

8 \er Figura anexo 6.

9 Uno de sus sustratos es la L-glutamina y forma carbamoil-fosfato, un intermediario en la ruta de

arginina y de pirimidinas, asi como en la sintesis de novo de UMP.

Estimacion del ntucleo genémico y el pangenoma

El andlisis de remuestreo aleatorio con el programa Get-homologues, permitié
estimar el nucleo genémico de cada linaje, asi como su pangenoma (Tabla 4). Las
estimaciones mas bajas fueron para Euryarchaeota y Firmicutes con 114 y 161 genes
respectivamente, mientras que en los grupos con menos especies la cantidad de proteinas
conservadas aumentd hasta cinco veces. En todos los casos se observé un comportamiento
asintético del nucleo gendmico, el cual decae rapidamente para luego estabilizarse (Figura

13). Por el contrario, el pangenoma no se estabiliza ni en los grupos mejor representados
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(Figura 13). Aparentemente en Bacteria los pangenomas son de mayor tamafio que en
Archaea, aunque en Thermotogae y Aquificae el tamafio del pangenoma fue conservador,

comparado con el resto de los linajes.

Tabla 4. Resultados del andlisis pangendmico. Se muestran las estimaciones del nucleo

gendmico y del pangenoma, asi como el numero de especies en cada linaje (N).

Grupo N Nucleo genémico Pangenoma
Euryarchaeota 96 114 >30,000
Crenarchaeota 37 202 >12,000
Thaumarchaeota 10 584 >7,000
Alphaproteobacteria 108 283 >50,000
Actinobacteria 91 181 >50,000
Gammaproteobacteria 86 285 >40,000
Deltaproteobacteria 58 166 >50,000
Firmicutes 55 161 >30,000
Bacteroidetes 54 291 >35,000
Cyanobacteria 50 528 >30,000
Betaproteobacteria 47 405 >30,000
Deinococcus-Thermus 16 560 >9,000
Thermotogae 15 553 >5,000
Epsilonproteobacteria 14 653 >7,000
Chloroflexi 12 316 >12,000
Aquificae 11 553 >4,000
Verrucomicrobia-Planctomycetes 9 317 >16,000
Spirochaetes 9 289 >10,000
Acidobacteria 7 527 >12,000
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Figura 13. Graficas representativas del comportamiento del nicleo genémico y del pangenoma.
Omega representa la estimacion del ndcleo gendmico. La totalidad de las graficas se puede consultar

en https://goo.gl/szEv6p.
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Arbol de referencia y distancia filogenética
La filogenia que se construyd contiene a las 785 especies de la muestra. En la
topologia resultante se separan los tres linajes de Archaea de los 16 grupos de Bacteria, los

cuales también se distinguen claramente entre ellos (Figura 14).

Deltaproteobacteria y

Alphaproteobacteria
phap Epsilonproteobacteria

Gammaproteobacteria

y
Betaproteobacteria

Bacteroidetes

Cyanobacteria

) Chloroflexi
// /A \ Actinobacteria
e . o
e Spirochaetes
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" Aquificae U
e P
v Firmicutes
Thermotogae

Escala 0.1 =—

Crenarchaeota

Thaumarchaeota

Figura 14. Arbol construido con 165 rRNA donde se muestran las relaciones filogenéticas entre las
especies de Archaea y Bacteria contenidas en la muestra. VP = Verrucomicrobia-Planctomycetes, DT
= Deinococcus-Thermus. Gammaproteobacteria contiene a Betaproteobacteria, asi como también

Deltaproteobacteria contiene a Epsilonproteobacteria.

Utilizando como base el arbol previamente construido, se calculé la distancia
filogenética (PD) al interior de cada linaje. Dicha medida cabe aclarar, depende de la

cantidad de especies, aunque por ejemplo el grupo Alphaproteobacteria con 108 especies,
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presentd una menor distancia filogenética comparado con Euryarchaeota, incluso cuando

éste tiene 96 especies.

En la Figura 15 se puede ver que el nucleo gendmico disminuye conforme aumenta

la distancia filogenética de las especies en la muestra. Los grupos Euryarchaeota y Firmicutes

son los linajes con mayor PD, lo que sugiere que dicha métrica refleja acertadamente lo que

de manera intuitiva se observa en la filogenia (Figura 14). En ese sentido, Crenarchaeota

tiene una reconstruccion ancestral pequefia, respecto a lo que se esperaria por la distancia

filogenética de sus especies, mientras que Cyanobacteria presenta un catalogo ancestral con

una conservacion mas alta a lo esperado, considerando que se compardé un numero

importante de especies (50).
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Figura 15. Se muestra la distancia filogenética y el tamafo del ndcleo genémico para cada linaje.

Tamaiio de las proteinas conservadas

Finalmente, un aspecto que fue posible examinar fue la longitud de las secuencias

proteinicas conservadas al interior de las reconstrucciones ancestrales, cuya distribucién a
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nivel de Dominio se muestra en la Figura 16. Las proteinas de menor tamafio tuvieron 37
aminodcidos, mientras que las mas grandes hasta 1650, intervalo que fue muy semejante

al interior de todos los catalogos (ver Tabla 5).

0.002
| |Archaea
| |Bacteria
i)
&
=)
/2]
c
[«F)
o
0.001
0.000
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Longitud de la secuencia

Figura 16. Distribucién de la longitud de las secuencias al interior de los catalogos ancestrales. Se

muestran ambos dominios procariontes, Archaea en naranja y Bacteria en azul.

Se detecté un dato atipico de 3460 aminoacidos en el catdlogo del linaje
Alphaproteobacteria, el cual representa una familia proteinica inconsistente, porque
solamente la secuencia semilla tiene dicha longitud y las restantes son mas pequefias. Este
tipo de conjuntos se detectaron de manera recurrente en la reconstruccién de

Alphaproteobacteria, pero no en el resto de los linajes.
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Tabla 5. Tamafio de las secuencias proteinicas conservadas al interior de los catdlogos

ancestrales de los distintos linajes.

Grupo Minimo Mediana Media DE Maximo
Euryarchaeota 60 255 304 177 1036
Crenarchaeota 52 284 320 183 1165
Thaumarchaeota 55 251 285 171 1263
Alphaproteobacteria 49 292 349 294 3460
Actinobacteria 85 336 354 197 1287
Gammaproteobacteria 51 291 326 199 1342
Deltaproteobacteria 49 298 320 179 900
Firmicutes 72 295 333 199 1221
Bacteroidetes 72 328 360 207 1484
Cyanobacteria 59 310 338 191 1367
Betaproteobacteria 51 280 318 193 1409
Deinococcus-Thermus 49 303 330 182 1524
Thermotogae 44 298 328 189 1650
Epsilonproteobacteria 37 257 292 177 1070
Chloroflexi 37 305 335 199 1272
Aquificae 49 305 330 188 1574
Verrucomicrobia-Planctomycetes 80 339 368 198 1479
Spirochaetes 59 349 377 214 1433
Acidobacteria 49 338 379 214 1479

DE = desviacidn estandar.

La distribucion de la longitud de las secuencias conservadas al interior de cada linaje,

presenta el mismo patrén que se observa a nivel de Dominio (Figura 16), en el cual hay un

pico alrededor de la media, que es de 293 (DE = 174) aminoacidos en Archaea y de 337 (DE

= 200) en Bacteria, seguido por otro pico mas pequefio, entre los 800 y los 1000

aminodcidos (Figura 16).
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Una revision mds detallada mostré que las secuencias de menor longitud,
corresponden a proteinas anotadas como hipotéticas, proteinas ribosomales como L34,
L36, L33, L32, L30, L24, S14, L29, L35, S21, L31, L28, la subunidad e" de la RNA polimerasa
dependiente de DNA (RpoE2) de Archaea, la subunidad SecE de la proteina translocasa, y la
subunidad omega de la RNA polimerasa. En el otro extremo, las proteinas de mayor tamafo
fueron las subunidades beta', beta, A'/A" y B, de la RNA polimerasa dependiente de DNA,
la DNA polimerasa lll, la enzima glutamato sintasa (NADPH y ferredoxina), una proteina SMC
de segregacién del cromosoma, un factor de transcripcion y de reparacién, la subunidad
grande de la carbamoil fosfato sintetasa, y algunas tRNA sintetasas, entre otras. Estas
representan el segundo pico de la distribucién de las familias proteinicas conservadas

(Figura 16).
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Discusion
Aspectos relacionados con la muestra

Con el propdsito de contar con un control metodoldgico para la reconstruccion del
LCA, en el presente trabajo se aplicé el método de caracterizacion directa para reconstruir
los genomas ancestrales de diversos linajes procariontes, a través de la comparacién de
proteomas completos. En ese sentido, lo primero que se hizo fue seleccionar a las especies
que conformaron la base de datos para, posteriormente, descargar su proteoma a partir del

repositorio de genomas completos del NCBI.

Como ya se menciond, las diferencias que exhiben las distintas reconstrucciones
publicadas del catdlogo génico del LCA, se deben a las distintas bases de datos que se
utilizaron (Becerra et al., 2007), las cuales se describen en la Tabla 1. De manera natural,
con el aumento en la cantidad de informacidon, también las bases de datos y las
herramientas han evolucionado. Basta comparar la propuesta de Mushegian y Koonin,
quienes en 1996 utilizaron los dos genomas bacterianos secuenciados al momento, con el
ultimo trabajo publicado del LCA, que es un analisis filogenético de 6.1 millones de
secuencias de genes (Weiss et al., 2016). Es innegable que esta tendencia se mantiene (Land
et al., 2015; Mukherjee et al., 2017), lo que indica que seguira siendo un factor a considerar

en el estudio del LCA.

Es un hecho que, en el presente trabajo, el contenido de la muestra depende en
principio de los genomas completamente secuenciados disponibles en la base de datos del
NCBI. Dicho catdlogo comprende una seleccidn sesgada y limitada del mundo procarionte,
pues no estan igualmente representados los distintos linajes. Algunos grupos de Bacteria
como Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria, asi como Euryarchaeota,
estan sobrerrepresentados, porque la base de datos contiene en su mayoria a especies
cultivables en el laboratorio, que por lo general son de interés clinico, agropecuario o
biotecnoldgico. Dicha tendencia estd cambiando rapidamente con el desarrollo de las
técnicas de metagendmica y de secuenciacion en una sola célula (Lasken y McLean, 2014),

gracias a las cuales actualmente se han descrito al menos 89 phyla de Bacteria y 20 de
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Archaea, y se estima la existencia hasta de 1500 en Bacteria (Solden et al., 2016). Aunado a
esta limitante intrinseca de la base de datos, en el presente estudio se establecid el criterio
de solo incluir a linajes con mds de 5 especies completamente secuenciadas, por lo que al
final se reconstruyeron los catalogos ancestrales de tres linajes de Archaea y de 12 taxa de
Bacteria. Este filtro dejo fuera muchos de los grupos de reciente descubrimiento, como es
el caso de los phyla candidatos (Brown et al., 2015), los cuales han expandido de manera
significativa la vision del arbol de la vida, al grado de que se ha propuesto que los linajes
procariontes para los que no se conocen representantes cultivables, contienen la mayor
diversidad bioldgica (Hug et al., 2016). A pesar de estos sesgos iniciales, los 19 linajes de la
muestra tienen la virtud de que son los que mejor se conocen hasta ahora, lo cual

representa una ventaja al interpretar los catdlogos ancestrales.

El punto mas relevante relacionado con la seleccion de la muestra es que solamente
se incluyeron procariontes de vida libre, ya que las especies con genomas reducidos
subestiman la inferencia del contenido del catdlogo ancestral de genes, debido a la gran
cantidad de pérdidas secundarias que presentan (Becerra et al., 1997). En un principio se
descartaron aquellas especies que habitan el interior de la célula de su hospedero, ya sea
endoparasitas o endosimbiontes, pero este criterio resulté laxo y fue necesario descartar
también a los patdégenos obligados, a los comensales obligados, y a organismos
relacionados con un hospedero y que poseen menos de 1300 proteinas (limite para especies
de vida libre publicado por Islas et al., 2004). Dichos procariontes por lo general presentan
pérdidas secundarias como consecuencia de la interaccion que establecen con el
hospedero. La muestra final, es decir la base de datos de genomas completos utilizada en
el presente trabajo, contiene 785 especies de vida libre. Sin embargo, la seleccién de la
muestra no fue un ejercicio trivial, en parte por las diferencias en la calidad de la
informacién asociada a cada secuencia (Land et al., 2015), pero sobre todo por la enorme
diversidad de las interacciones que establecen los procariontes (ver por ejemplo Braga et
al., 2016). Adicionalmente, ahora se sabe que hay bacterias y arqueas de vida libre,
generalmente marinas, con genomas reducidos, los cuales tienden a estabilizarse alrededor

de las 1300 proteinas, y pueden sostener metabolismos como heterotrofia aerobia y
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anaerobia, respiracion del azufre y metanogénesis (Martinez-Cano et al., 2014). En la base
de datos hubo ejemplos como Lactobacillus sanfranciscensis, Desulfurococcus mucosus y
Methanothermus fervidus, los cuales presentaron 1217, 1345 y 1283 proteinas

respectivamente.

Al interior de la muestra, los grupos con mayor variacion en el tamafio de su
proteoma fueron Actinobacteria y Proteobacteria (Figura 6). El filo Actinobacteria contiene
bacterias Gram positivas de elevado contenido G+C, la mayoria se conocen como
Actinomycetes y se asemejan morfolégicamente a hongos filamentosos (Willey et al., 2008).
Este fenotipo, incluyendo su ciclo de vida y su dependencia al oxigeno, posiblemente es la
razén por la cual son el grupo con mas proteinas en promedio en sus genomas. Las
proteobacterias son un grupo de bacterias Gram negativas, ubicuas, que se caracterizan por
ser uno de los linajes mas diversos, presentan una notable variedad morfoldgica,
metabdlica, ecoldgica y reproductiva (Willey et al., 2008). En estos grupos, los organismos
con mayor numero de proteinas en sus proteomas fueron Streptomyces bingchenggensis y

Archangium gephyra, ambos habitantes de suelo.

En el otro extremo encontramos a los grupos Aquificae y Thermotogae, los cuales
comparten la caracteristica de que sus miembros son bacterias que viven a temperaturas
muy elevadas. Los genomas relativamente pequefios son caracteristicos de termdfilos
extremos (Counts et al., 2017), lo que explica la poca variabilidad en cuanto al tamafio del
proteoma, tendencia que se observa en menor medida en Crenarchaeota, pues también

una proporcién importante de los géneros de la muestra son termofilos.

Aspectos relacionados con la metodologia

El presente trabajo tuvo como objetivo secundario aplicar la herramienta Get-
homologues para la reconstruccién ancestral. Consideramos que los valores utilizados para
el analisis de similitud entre las secuencias, que fueron una cobertura de la secuencia query

del 75% y un valor de e menor a 1 x 107, son estrictos y permiten descartar falsos positivos,
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aunque la matriz utilizada para evaluar el alineamiento, que fue BLOSUM®62, ciertamente

limita la busqueda de homdlogos muy lejanos.

Para agrupar a las secuencias ortélogas se utilizé el algoritmo BDBH implementado
en Get-homologues. Hay estudios que reportan que el método de BDBH es robusto para
detectar ortdlogos reales en organismos procariontes (Wolf y Koonin, 2012; Dalquen y
Dessimoz, 2013), y en general este fue el caso. Cabe mencionar que dicho proceso en Get-

homologues demanda mucha memoria y esto impuso una limitante en el analisis.

Como se describié en el capitulo de material y métodos, es indispensable seleccionar
un proteoma semilla a partir del cual se construyen los grupos de secuencias
presuntamente homologas (familias proteinicas). En el presente analisis se eligieron los
proteomas de menor tamafio, aunque también se realizaron controles con los de mayor
tamafio, y en ambos los resultados tienden a valores semejantes del contenido del nucleo
genomico. Dicho valor ademas coincidio con la estimacidn hecha en el andlisis pangendmico
(Tabla 4), todo lo cual sugiere que los resultados son robustos, aunque es posible que a
pesar de que numéricamente hay congruencia, la identidad de las proteinas sea un tanto
distinta (Kannan et al., 2013) como consecuencia de la utilizacién de secuencias semilla

diferentes.

Una revisidon de las familias proteinicas, reveld algunos conjuntos en los que la
longitud de la secuencia semilla era mucho mayor que el resto de las secuencias al interior
del grupo, las cuales incluso podian ser proteinas con una anotacién muy distinta. Esto
podria deberse a que no se modificé el pardmetro de cobertura de la secuencia sujeto
(subject), lo que finalmente si tuvo un impacto en los resultados. Sin embargo, dichos
conjuntos con incongruencias fueron pocos y se detectaron sobre todo en los linajes con
mayor cantidad de especies en la muestra, en particular en Alphaproteobacteria. La
naturaleza misma de las proteinas, las cuales se componen de unidades estructurales y
funcionales llamadas dominios (Chothia et al., 2003), explica los conjuntos atipicos descritos

anteriormente, pues aunque algunas proteinas solo presentan un dominio, la mayoria son
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multidominio (Vogel et al., 2004), y éstos pueden tener historias evolutivas complejas e

incluso distintas de la proteina completa (Vogel et al., 2004).

No sobra decir que dichas inconsistencias se detectaron mediante una revisién
visual de la calidad de los resultados, la cual se realizé de manera aleatoria en algunas
familias proteinicas. Dicha revisidn visual puede ser un reto cuando se trabaja con mucha
informacién, mas no implica necesariamente una revisiéon exhaustiva y es un ejercicio
fundamental en un analisis bioinformatico. Tan solo en la reconstruccién mas reciente del
LCA, los autores concluyeron que éste podia adquirir nitrégeno via nitrogenasas NifD (Weiss
etal., 2016), sin embargo, se le ha criticado que al interior de los dos conjuntos de proteinas
que ellos interpretaron como NifD, ninguna secuencia tiene la firma caracteristica de
aminodcidos que le permite unirse al cofactor metalico (FeMoco) responsable de la
actividad catalitica (McGlynn, comentario en

https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/27562259). Esto implica que en realidad el analisis

no recuperd ninguna nitrogenasa NifD verdadera, y lo grave es que a partir de dicho
resultado los autores hacen afirmaciones contundentes sobre una caracteristica del LCA
(Weiss et al., 2016). Ello muestra que si bien establecer la funcién de una secuencia en un
genoma moderno es complicado, se debe tener mucha pecacucién para extrapolarlo a los

ancestros.

Contraste de las reconstrucciones ancestrales con las especies modernas

En la Tabla 2 se observa que el nimero de proteinas o mejor dicho de familias
proteinicas presentes en cada reconstruccion ancestral fue variable. Los catalogos con
menos proteinas conservadas fueron Actinobacteria, Euryarchaeota, Firmicutes y
Deltaproteobacteria. Los linajes Actinobacteria y Euryarchaeota son dos de los grupos con
mas especies en la muestra (Figura 3), mientras que éste Ultimo, junto con Firmicutes y
Deltaproteobacteria, comparten la caracteristica de ser grupos fisiolégicamente diversos.
Aunado a esto, Firmicutes y Euryarchaeota son de los grupos con mayor distancia

filogenética al interior de la base de datos (Figura 15).
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Euryarchaeota es un grupo metabdlicamente diverso (Willey et al., 2008). En la
muestra analizada hubo géneros de arqueas metandgenas, haldfilas extremas,
termoacidéfilas que se caracterizan por la ausencia de pared celular, termdfilas extremas
con metabolismo del azufre y también reductoras de sulfato. El linaje Firmicutes contiene
bacterias Gram positivas con bajo contenido de G+C, y también es un grupo diverso (Willey
et al., 2008). La muestra contiene organismos heterétrofos, que pueden ser aerobios o
anaerobios, totales o facultativos y en algunas ocasiones forman endoesporas. Hay
metildtrofos, acetdégenos, homoacetdégenos, bacterias del acido lactico, bacilos
guimioheterétrofos, e incluso hay especies fotoheterdtrofas. Varios géneros presentan una
versatilidad metabdlica notable y pueden convertirse en quimiolitétrofos de manera
facultativa. Son meséfilos pero también viven en ambientes extremos como el fondo del
mar, hay firmicutes termdfilos, termoacidéfilos, alcalitermofilos, termohaldfilos y haldfilos.
En las Deltaproteobacteria hay organismos quimiorganétrofos con dos estilos de vida
radicalmente distintos, unas tienen habito depredador vy ciclos de vida complejos, y otras
son anaerobias con metabolismo del azufre (oxidan compuestos organicos mediante la

reduccion del sulfuro o del sulfato).

Los linajes con las reconstrucciones mas numerosas fueron Deinococcus-Thermus,
Thermotogae, Aquificae y Epsilonproteobacteria. No son los linajes con el menor nimero
de especies en la muestra (Figura 3), pero tienen valores bajos de distancia filogenética
(Figura 15). De todas las estimaciones, el catadlogo ancestral mas numeroso contiene 533
familias proteinicas en el caso del nucleo estricto y corresponde a Epsilonproteobacteria,
mientras que dicho limite aumenté hasta 823 en el nucleo relajado del linaje

Thaumarchaeota (Tabla 2, Figura 4).

Aquificae y Thermotogae son bacterias Gram negativas hipertermofilas. Las
primeras son quimiolitoautétrofas microaerofilicas, y las segundas son quimioheterdtrofas
anaerobias. El grupo Deinococcus-Thermus contiene bacterias aerobias, heterdtrofas,
algunas en la muestra son termdfilas, y todas comparten una organizaciéon y composicion
caracteristica en su envoltura celular, que las dota de una resistencia increible a la

desecacion y a la radiacion (Willey et al., 2008). Epsilonproteobacteria es el grupo mas
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reducido de Proteobacteria al interior de la muestra, y contiene organismos
quimiolitétrofos, tanto aerobios como anaerobios, asi como un par de heterétrofos. Aqui
es importante aclarar que hay muchas otras especies de Epsilonproteobacteria cuyo
genoma ha sido completamente secuenciado, pero su biologia sugiere que han establecido
interacciones persistentes y complejas con linajes eucariontes, lo que ha modificado de
manera importante sus genomas, razén por la cual no las consideré para el andlisis. Por
ejemplo, dicha tendencia se ha documentado extensivamente en Helicobacter pylori

(Whalen y Massida, 2015).

Es un hecho que mientras mas especies contiene un linaje, se detectan menos
familias proteinicas conservadas (Figura 4), pues como ya se ha reportado, el nimero de
genes compartidos esta en funcién del nimero de cepas analizadas (Tettelin et al., 2005).
Ademas, por definicion el nucleo relajado contiene mas proteinas que el estricto (Tabla 2).
En ese sentido, en los resultados se observé la tendencia de que conforme mas especies se
incorporan a la muestra, entonces la diferencia entre el nlcleo estricto y el relajado se hace
menor (Figura 5). El grupo Thaumarchaeota destaco de los demas porque se incorporaron
mas del doble de proteinas al relajar el criterio de inclusion al catdlogo ancestral (Figura 4).
Al interior de la muestra dicho linaje contiene arqueas aerobias, meséfilas, en su mayoria
acuaticas, todas quimiolitoautétrofas que oxidan el amoniaco. Adicionalmente, el grupo

presentd una distancia filogenética baja comparado con otros (Figura 15).

En términos del numero de familias proteinicas conservadas, aunque existe
variacion al interior de los catdlogos ancestrales, hay que sefalar que ninguno supera las
900 proteinas, numero que disminuye a 300 en los grupos mejor muestreados (Figura 4).
Esta cantidad se encuentra por debajo del minimo de proteinas presentes en los genomas
de las especies modernas (Figura 6), y del limite planteado de 1300 proteinas para especies
de vida libre (Islas et al., 2004; Martinez-Cano et al., 2014). Dicho de otro modo, no hay
bacterias o arqueas modernas de vida libre con un nimero tan reducido de proteinas, lo
gue sugiere que existe un sesgo cuantitativo muy importante en las reconstrucciones

ancestrales.
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Un resultado original del trabajo es el porcentaje de reconstruccién ancestral, cuyo
valor maximo fue de 36% para el nucleo relajado o de 30% si consideramos al nucleo estricto
(Tabla 2). Sin embargo, estos nimeros son optimistas porque la Figura 5 muestra como la
mayoria de las estimaciones no supera el 15%, nimero que disminuye a 10% para el nucleo
estricto. Esto no significa que los ancestros tuvieran solamente el 10% del contenido
proteinico de las especies modernas, sino que las reconstrucciones estan subestimadas y
gue en realidad se recupera muy poco del contenido gendmico de los ancestros. Visto asi,
los catdlogos de Aquificae, Thermotogae, Epsilonproteobacteria, Deinococcus-Thermus y
Thaumarchaeota son la excepcidn a la regla de que las estimaciones ancestrales no superan
valores de reconstruccion de entre el 10% y el 15%. Estos grupos tienen tamaiio de muestra
intermedios, valores bajos de distancia filogenética (Figura 15) y son metabdlicamente

homogéneos comparados con otros linajes de la muestra.

Un primer resultado a discutir de la clasificacién funcional en las categorias de COG,
es que el 18% de las familias proteinicas conservadas estan pobremente caracterizadas, ya
sea porque i) no tienen un COG asignado, ii) pertenecen a la categoria COG de funcién
desconocida, o iii) pertenecen a la categoria COG de prediccién general de la funcion. Al
interior de los tres conjuntos mencionados la mayoria son proteinas cuya actividad se
desconoce por completo, lo que sugiere que ignoramos el papel de una gran cantidad de
proteinas cuya presencia en los catdlogos ancestrales advierte que son importantes. Un
resultado semejante se obtuvo en la construccion de un genoma minimo artificial, donde a
partir de la reduccién de Mycoplasma genitalium se llegd a JCVI-syn3.0, un organismo con
473 genes, de los cuales 149 son de funcién desconocida pero esenciales (Hutchison et al.,
2016), como podria ser el caso de las proteinas al interior de las diferentes reconstrucciones

ancestrales.

Aunado a lo anterior, es pertinente recordar que hay un grado de certeza asociado
a la asignacion funcional de las proteinas. En un extremo se encuentran aquellas que
cuentan con evidencia experimental, pero ciertamente son minoria. Se sabe que por la
forma como se anotan los genomas, se producen y se replican errores que van desde mala

ortografia en los nombres de las proteinas hasta anotaciones inconsistentes. Por ejemplo,
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se originan varios nombres para el producto de un mismo gen, o bien hay proteinas que no
tienen homodlogos aparentes y se denominan hipotéticas (Richardson y Watson, 2013).
Estos casos se detectaron al interior de las familias proteinicas y son inherentes a la base de
datos utilizada. El punto es que si no existe un consenso sobre la funcién de un conjunto de
secuencias, entonces es menos lo que se puede afirmar al respecto de la posible funcién en

el ancestro.

La clasificacidn en las categorias funcionales generales de COG reveld que la mayoria
de las familias proteinicas conservadas se relacionan con el metabolismo (Figura 7). Dicha
tendencia fue muy evidente en Cyanobacteria (Figura 7), resultado interesante porque es
el unico linaje capaz de realizar fotosintesis oxigénica gracias a dos fotosistemas y a
pigmentos como la clorofila a (Willey et al., 2008), ademas de contar con una diversidad
morfoldgica importante e incluso multicelularidad en diversos taxa. Por si fuera poco, se
reconoce su presencia en la Tierra primitiva y se postula como el linaje responsable del gran
evento oxidativo (Schirrmeister et al., 2015). En el presente estudio, las cianobacterias
tuvieron una reconstruccién ancestral grande respecto de otros grupos con un tamano de

muestra similar (Figura 15), lo que se debe a que su metabolismo esta muy conservado.

Un segundo grupo con una gran proporcién de proteinas metabdlicas en la
reconstruccién ancestral fue Verrucomicrobia-Planctomycetes. En la muestra éste contiene
solamente nueve representantes, todos heterétrofos, algunos aerobios y otros anaerobios,
gue son Gram negativo y tienen una pared celular peculiar, presentan sistemas
endomembranosos bien desarrollados y una forma de divisidn con gemacidn caracteristica
(Rivas-Marin et al. 2016). En el otro extremo se identificaron los linajes Firmicutes y
Euryarchaeota, para los que la categoria de almacenado y procesado de la informacion
genética fue, en proporcién, la mas numerosa (Figura 7). De hecho, se observa la tendencia
general de que conforme disminuye el tamafio de las reconstrucciones ancestrales,
entonces se recuperan menos cuestiones asociadas al metabolismo y mas proteinas

relacionadas con el procesado de la informaciéon genética.
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Al analizar con mayor detalle la clasificacion funcional, resulté evidente que la
categoria con mas proteinas conservadas fue la de traduccion, biogénesis y estructura del
ribosoma (Figura anexo 3). En los catalogos reducidos, como por ejemplo los grupos
Deltaproteobacteria, Alphaproteobacteria o Actinobacteria, aparentemente disminuye la
cantidad de proteinas conservadas a lo largo de todas las categorias funcionales, incluyendo
la de traduccién (Figura 9). Al normalizar los datos por linaje, se reafirma que, en
proporcién, la categoria de traduccién es la mas conservada al interior de todos los
catdlogos ancestrales (Figura 8), como ya lo habia dicho Woese (1987). La identidad de las
proteinas dentro de dicha categoria explica los niveles de conservacién, pues ninguna
bacteria o arquea moderna puede prescindir de las proteinas estructurales (Figuras anexo
4y anexo 5), de biosintesis, de maduracién o de reciclaje del ribosoma, ademas del conjunto
de enzimas que hacen posible la traduccidon, como son los factores de iniciacién, de
elongacién, de liberacion de la cadena peptidica, las familias de las aminoacil-tRNA
sintetasas (Figura anexo 6), y otras proteinas que modifican directamente a los RNAs y a
péptidos recién sintetizados. Los resultados sugieren que los ancestros de los linajes
estudiados ya contaban con la maquinaria enzimatica que les permitia llevar a cabo una

traduccién de tipo contemporanea.

La presencia de las familias de proteinas ribosomales y de las aminoacil-tRNA
sintetasas en todos los catalogos ancestrales, puede verse como un control interno del
analisis, pues se sabe que estan sumamente conservadas. Por ejemplo, se ha publicado que
las siguientes proteinas de la subunidad pequefia: S2-S5, S7-S15,S17 y S19 y de la subunidad
grande: L1-L6, L10-L15, L17, L18, L22-L24, L29 y L30 estan universalmente distribuidas
(Korobeinikova et al., 2012), de las cuales, en el presente trabajo, todas menos seis (52, S14,
S17, L17, L29, L30) exhibieron niveles muy elevados de conservacion (Figuras anexo 4 y
anexo 5). Estas proteinas tienen contactos directos con el RNA y participan en la formacién
del sitio activo y el ensamblaje correcto del ribosoma (Korobeinikova et al., 2012). Ademas
de las ya mencionadas, se identificaron otras siete proteinas ribosémicas con niveles
importantes de conservacion (L9, L16, L20, L21, L25, L27), de las cuales se sabe que la L16 y

la L27 presentan contactos con el tRNA, asi como la L20 con otras proteinas (Korobeinikova
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et al., 2012), lo que sugiere que son importantes para el correcto funcionamiento del

ribosoma.

Las aminoacil-tRNA sintetasas, otro caso de conservacion al interior de todos los
linajes, son las responsables de establecer el cddigo genético e interactian directamente
con el tRNA. La presencia de dichas familias proteinicas en los catalogos ancestrales,
refuerza la nocidn de que los ancestros ya contaban con ribosomas funcionales y con la
capacidad de llevar a cabo el proceso de traduccion, lo que confirma que éste es un rasgo
muy antiguo, compartido entre los dominios Bacteria y Archaea. Ademas, la presencia de
proteinas conservadas cuya longitud es mayor a 600 aminoacidos (Figura 16, Tabla 5),
sugiere que los ribosomas de los ancestros tenian una capacidad de sintesis equiparable al

de las especies modernas.

Uno de los resultados mds notables del trabajo, es que la conservacién dentro de los
catdlogos ancestrales no es homogénea al interior de las diferentes categorias funcionales
(Figuras 8, 9 y 10). Es decir que después de la traduccidn, son pocas las categorias que se
recuperan en las reconstrucciones, entre ellas destacan la de transporte y metabolismo de
aminodacidos, transporte y metabolismo de coenzimas, la de replicacion, recombinacién y
reparacion, ademas de la biogénesis de la membrana, pared o envoltura celular. Lo anterior

sugiere la presencia de un sesgo cualitativo en las reconstrucciones ancestrales.

De acuerdo a la clasificacion COG, la categoria mds numerosa en los catdlogos
ancestrales relacionada con el metabolismo, fue la de transporte y metabolismo de
aminodacidos (Figuras 8 y 9). Todas las células modernas, sean bacterias o arqueas, poseen
la habilidad de obtener dichos compuestos, ya sea a partir del medio o a través de su
sintesis. Las proteinas conservadas presentes en las reconstrucciones, que son
principalmente transportadoras y enzimas relacionadas con el catabolismo y la biosintesis
de los 20 aminoacidos candnicos, sugiere que los ancestros de los linajes estudiados ya
contaban con dicha capacidad. De forma interesante, muchas de las proteinas conservadas
tienen otras funciones asignadas, por ejemplo, participan en la biosintesis de mas de un

aminodacido, o incluso en la sintesis de otros compuestos importantes como coenzimas,
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carbohidratos o pirimidinas. Esto podria ser un reflejo del bricolaje, proceso mediante el

cual se han ido ensamblando las rutas metabdlicas (Lazcano y Miller, 1999; Peretd, 2011).

Los catalogos ancestrales presentan un numero importante de proteinas que
participan en el metabolismo de diversas coenzimas, por ejemplo, de NAD+ y de FAD+, de
las vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B5 (pantotenato), B6 (piridoxal fosfato), B7
(biotina), B9 (folato), B12 (cobalamina), de la coenzima A, de isoprenoides (también
presentes en la categoria funcional de metabolismo y transporte de lipidos), quinonas, la
coenzima M, el grupo hemo, el acido lipoico, la clorofila y el cofactor de molibdeno, entre
otros. Como se menciond en el capitulo de resultados, no todas estdn presentes en todos
los linajes, de hecho, existe una sobrerepresentacion de las enzimas de los taxa Aquificae y
Cyanobacteria. Sin embargo, los niveles de conservacidn que presentan, asi como su
participacién en reacciones esenciales del metabolismo general, sugieren que las familias
de proteinas que participan en el metabolismo de coenzimas son muy antiguas, y que los
ancestros de los linajes modernos de arqueas y bacterias ya requerian y utilizaban
coenzimas. Es interesante que muchas se sintetizan a partir de nucledtidos, de aminoacidos,
o de una combinacién de ambos, por ejemplo, el NAD+, el FAD+ y la coenzima A, se forman
a partir de ATP (Berg et al., 2002), mientras que los anillos de porfirinas, el grupo hemoy la

clorofila, a partir de aminodcidos (Berg et al., 2002).

La categoria de replicacidn, recombinacién y reparacion, contiene principalmente
familias de proteinas como DNA y RNA helicasas, topoisomerasas, DNA polimerasas, DNA
primasas, proteinas de reparacion, procesamiento y recombinacidn del material genético,
asi como también una variedad de nucleasas y de ligasas. De nuevo, las funciones que
cumplen dichas enzimas son esenciales para el funcionamiento de cualquier arquea o
bacteria moderna, por lo que es sensato concluir que los ancestros ya contaban con
genomas de DNA, y con el conjunto de enzimas que les permiten, no sélo acceder a la

informacién genética, sino también mantener su integridad.

El ensamblaje de la pared, la membrana y la envoltura celular, fue la categoria COG

restante con niveles importantes de conservacién. Contiene principalmente proteinas que
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participan en la biosintesis de compuestos como lipidos, lipopolisacaridos, glicolipidos,
lipoproteinas, peptidoglicanos, y el intermediario UDP-acetilglucosamina, asi como también
enzimas de la sintesis de carbohidratos, proteinas asociadas a la membrana externa, y
transportadores, entre otras. Sin embargo, pude notar que al interior de los catdlogos habia
mas familias proteinicas involucradas en el metabolismo de la envoltura celular, por
ejemplo, en la categoria de trafico intracelular, transporte de vesiculas y secrecion, se
detectaron translocasas, proteinas de la membrana interna, insertasas, mas
transportadores y particulas de reconocimiento sefial, entre otras. También aporta a esta
funcién la categoria de transporte y metabolismo de lipidos, pues contiene enzimas del
metabolismo de fosfolipidos, de glicerofosfolipidos, y de acidos grasos. La conservacion de
este conjunto de enzimas en las reconstrucciones, sugiere que los ancestros de los linajes
estudiados ya presentaban la capacidad de sintetizar y mantener una envoltura celular
funcional. La pared celular define la forma del procarionte y es esencial para sobrevivir en
cualquier medio, e incluso se le considera un rasgo de valor adaptativo (Kysela et al., 2016).
Si bien la forma como se organizan las membranas, la pared celular y la capa-S es variable,
lo que hace de la envoltura celular un rasgo sofisticado y por lo general distintivo de los
linajes procariontes (Sutcliffe, 2010; Albers y Meyer, 2011). No hay duda de que, asi como
es esencial para la supervivencia de todas las bacterias y las arqueas modernas, lo era para

sus ancestros.

Una segunda clasificacién basada en las categorias funcionales de KEGG (Figura 10),
reveld nuevos patrones que con la primera clasificaciéon no fueron tan evidentes, aunque
tuvo la desventaja de que solamente se pudo trabajar con el 58% de las familias proteinicas
conservadas. Aun asi, hubo congruencia con los resultados obtenidos a partir de las
categorias COG, en el sentido de que después de la traduccidn, presentan niveles medios
de conservacion, la biosintesis de diversos aminodcidos y de coenzimas, asi como también
la replicacién, la reparacion, la recombinacién y los procesos asociados a la biosintesis de la

envoltura celular, confirmando asi el sesgo cualitativo en las reconstrucciones.

El resultado mas relevante de aplicar el esquema clasificatorio KEGG a los catdlogos

ancestrales, fue que el metabolismo de nucledtidos presentd niveles de conservacion
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similares a los observados para la funcién de traduccidon (Figura 10). Es decir, el
metabolismo de purinas y de pirimidinas es universal, y se encuentra excepcionalmente
conservado al interior de los catalogos ancestrales, lo que reafirma la idea de ancestros
capaces de sintetizar y modificar acidos nucleicos, ademas de que habla de un mundo
donde el RNAy los ribonucleétidos eran relevantes (Delaye et al., 2005). Si bien el resultado
anterior se podria sospechar, dado que la categoria COG de metabolismo de nucledtidos
presentd niveles medios de conservacién en el nucleo relajado de las reconstrucciones
(Figura 8), la sefial se diluye debido a que son familias proteinicas asociadas a multiples
funciones. De hecho, al analizar el contenido de la categoria se detecté que la mayoria de
las enzimas estdn asignadas también a otras funciones, como el metabolismo de ciertos
aminodacidos, coenzimas, carbohidratos, en la replicacidn y la reparacidn del DNA, e incluso
algunas tienen la palabra bifuncional en el nombre asignado. Ademas, al interior de otras
categorias funcionales fue comun identificar a enzimas asociadas a su vez al metabolismo
de nucledtidos. Como ya se menciond, este patrén es de esperarse si se considera que las
diferentes rutas metabdlicas tienen distinta antigliedad, y que las enzimas preexistentes en
un momento dado constituyen la materia prima para el ensamblaje de nuevas vias (Peretd,

2011).

Un aspecto que se reconoce en los trabajos bioinformaticos, es la redundancia que
existe a nivel de la anotacién funcional de las proteinas, como se observé en mayor medida
con la clasificacién de KEGG. Es decir, que una secuencia esta asociada, ademas de a las
categorias generales, a mas de una ruta metabdlica o funcion (Figura 11). Tal fue el caso de
enzimas como propanoil-CoA C-aciltransferasa (exclusiva de reconstrucciones de Archaea),
NAD+ aldehido deshidrogenasa, acetil-CoA acetiltransferasa y aminotransferasas de clase |
y clase I, entre muchas otras. La presencia de dichas familias proteinicas con multiplicidad
funcional en los catalogos ancestrales, sugiere que, asi como son muy importantes para las
especies modernas, también lo eran para los ancestros. Sin embargo, queda por resolver

cual de todas las funciones que actualmente exhiben corresponde mejor a la ancestral.

Ademas, la clasificacion KEGG facilitéd la deteccidn de los transportadores ABC al

interior de los catalogos ancestrales (Figura 10), puesto que en la clasificacion COG estan
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distribuidos en multiples categorias. Este resultado sugiere que son familias proteinicas muy
antiguas, que estan vinculadas a la presencia de nucleétidos como el ATP. Se sabe que
presentan una gran diversidad funcional en cuanto al sustrato que transportan (Wilkens,
2015), y su presencia en las reconstrucciones nos permite sugerir que se diversificaron muy
temprano en la evolucidn, lo que explica su presencia en los ancestros de los linajes de las
bacterias y arqueas modernas. Aunado a esto, las familias proteinicas conservadas mas
conspicuas en la categoria de energia fueron ATPasas, tanto ATPasas transportadoras de
protones como ATPsintasas rotoras, lo que indica la presencia de dichos sistemas en los

ancestros.

Otro patréon que se hizo visible fue que la funcién de percepcion de quorum esta
conservada en la mayoria de los linajes. Esto sugiere que la comunicacidon entre
procariontes es fundamental, no sélo entre organismos modernos sino también para los
ancestros, los cuales muy posiblemente ya requerian la habilidad de comunicarse y actuar

como un grupo (sociabilizar), tal vez en espacios como biofilms o estromatolitos.

Ya se menciond la notable conservacion al interior de las reconstrucciones
ancestrales, de las familias proteinicas asociadas con la produccién y el mantenimiento de
la envoltura celular. Aunado a esto, gracias al segundo esquema clasificatorio se detecté
que las diferencias entre Archaea y Bacteria, en cuanto a la composicion y la biosintesis de
sus membranas y de la pared, estdn conservadas al interior de los catdlogos ancestrales. Tal
es el caso de la biosintesis de peptidoglicanos, que se presentd de forma exclusiva en los
catdlogos de los linajes bacterianos (Figura 10), mientras que en los ancestros de arqueas
se detectaron enzimas de la biosintesis de isoprenoides (ruta del mevalonato) y de lipidos
exclusivos de Archaea. Este resultado advierte que los ancestros de los linajes modernos ya
heredaron la envoltura celular propia de cada dominio procarionte, rasgos que por tanto se

establecieron hace mucho tiempo.

Finalmente, podemos decir que el esquema de clasificacién KEGG aporté un mayor
nivel de granularidad al analisis funcional, al menos en ciertos casos. Por ejemplo, utilizando

el esquema de COG, se pudo notar que la conversidn y produccién de energia se mantiene
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dentro de las categorias con niveles medios a bajos de conservacién (Figuras 8 y 9), lo que
implica que en los catdlogos se recuperan también cuestiones asociadas con procesos
energéticos. Pero, ademds, con las categorias KEGG fue posible determinar que la
fosforilacion oxidativa esta muy conservada, principalmente en Deltaproteobacteria, y en
Thaumarchaeota, Cyanobacteria, Betaproteobacteria y Epsilonproteobacteria, entre otros
linajes. Asi como también diversas familias proteinicas en el catdlogo de Cyanobacteria
estan relacionadas con la fotosintesis y otras en Thaumarchaeota con la fijacién de carbono
(Figura 10). Otro ejemplo es la categoria de transporte y metabolismo de coenzimas, la cual
presentd niveles elevados de conservacioén (Figuras 8 y 9), a lo que se puede agregar que el
metabolismo de porfirinas y clorofilas estd muy conservado particularmente en los linajes
Thaumarchaeota, Alphaproteobacteria y Cyanobacteria (Figura 10), o que la elevada
conservacion detectada en Aquificales no se concentra en una categoria, sino en el

metabolismo de diversas coenzimas.

Otra vertiente del uso de KEGG fue la clasificacién enzimatica, cuyo primer resultado
consistié en que el 48% del total de las familias proteinicas conservadas, en todos los
catdlogos ancestrales, son enzimas. Dicha estimacion es a la baja pues podria sumarse una
fraccién del =18% de las proteinas pobremente caracterizadas, pero ademds porque al
interior de la base de datos se identificaron muchos casos, que no contaban con EC y cuya
asignacion funcional corresponde a una enzima. Por lo tanto, es muy posible que el nimero

de enzimas esté subestimado.

Aunado a esto, se observd que la conservacién se distribuye principalmente en la
clase de transferasas (EC2), seguida por enzimas de tipo ligasas (EC6), hidrolasas (EC3) y
oxidorreductasas (EC1) (Figura 12). Las transferasas son la clase enzimatica mas abundante
en Escherichia coli (Ouzounis y Karp, 2000), y de manera sobresaliente, las enzimas de este
tipo presentes en los catdlogos ancestrales estan distribuidas en todas las categorias
funcionales COG. Es decir, que transferir un grupo funcional de un sustrato a otro es una
funcién bioquimica bdsica para cualquier célula. Por el contrario, la categoria de ligasas es
la menos abundante en E. coli (Ouzounis y Karp, 2000), y es la segunda mejor conservada

en los catalogos. Este resultado se debe, en parte, a que contiene a las familias de las
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enzimas aminoacil-tRNA sintetasas, las cuales estdn muy conservadas (Figura anexo 6),
aunque ciertamente también contiene a otras enzimas. De hecho, en todas las clases
funcionales (incluidas las liasas EC4 e isomerasas EC5) hubo enzimas con niveles muy
elevados de conservacion, incluso comparables con las proteinas ribosémicas (Tabla 3), las
cuales participan en funciones como el metabolismo de nucleétidos, de coenzimas, de
aminodcidos, la glucdlisis y gluconeogénesis, la biosintesis de &cidos grasos y de
peptidoglicanos, la maduracion de RNA (tRNA, rRNA), la traduccién, la replicacidn, la
reparacion, la recombinacién y la transcripcion. Esto demuestra la presencia de familias de

enzimas muy antiguas, que probablemente ya estaban en los ancestros.

Sin duda, la segunda clasificacién aportd datos que complementaron a la primera,
contribuyendo asi a una mejor interpretacion de las funciones conservadas al interior de las
reconstrucciones ancestrales. En ambos esquemas se observo la tendencia general de que
mientras mas numerosa sea la reconstruccion ancestral, entonces contendra mas familias
proteinicas relacionadas con el metabolismo, tanto energético como de los distintos
biopolimeros. De hecho, conforme el tamafio del catdlogo ancestral se reduce, entonces las
proteinas que se detectan conservadas se relacionan principalmente con el procesamiento
de la informacién genética. Tal es el caso por ejemplo de Firmicutes, linaje cuya
reconstrucciéon es pequefia y contiene muy pocas familias proteinicas asociadas al
metabolismo (Figuras 8, 9 y 10). Sin embargo, es notable que el resto de los catalogos
ancestrales, incluso si son reducidos, contienen proteinas que participan en el metabolismo
(Figuras 8, 9 y 10). Si bien esto depende de los niveles de astringencia que se establecen
para considerar una proteina homaéloga a otra, y por lo tanto para incluirla en el catalogo
ancestral, es un hecho que hay una pérdida de sefial importante a nivel de la secuecia de
las proteinas. Ademas, en las reconstrucciones de menor tamano fue muy evidente que se
recuperan procesos esenciales incompletos, y lo mismo sucede, aunque en menor medida,
en los catdlogos mas numerosos, los cuales presentan una conservaciéon heterogénea al
interior de las diversas categorias funcionales (Figuras 8, 9 y 10). Las observaciones
anteriores indican que conforme el catdlogo ancestral se hace mas nutrido, entonces los

procesos se van “completando”, y las reconstrucciones se asemejan mads a las especies
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modernas. No obstante, los catdlogos ancestrales siempre presentan funciones esenciales
o rutas metabdlicas fragmentadas, patron que se exacerba conforme se reduce su tamafio
al minimo. Estos resultados indican que los catdlogos ancestrales estan subestimados de
forma importante. Dicho patrén se puede originar si las proteinas evolucionan a ritmos
diferentes, y sugiere también que la pérdida de genes es un proceso central en la evolucion

del genoma de los organismos procariontes.

La estimacién del tamafio del nucleo gendmico (Tabla 4, Figura 13) mediante el
analisis de remuestreo aleatorio, arrojd valores similares a los obtenidos en los nucleos
relajados de los catdlogos ancestrales (Tabla 2). Tal como se ha descrito anteriormente
(Tettelin et al., 2005), el nicleo gendmico se comporta como una curva asintotica que decae
muy rdpido y luego se estabiliza, conforme se agregan mas genomas a la comparacion. En
el caso del presente estudio, se estabilizd en valores que rondan un intervalo de entre =650
a =110 genes, dependiendo del linaje. En el mismo orden de magnitud, estudios previos
establecieron el nudcleo gendmico de Archaea en =300 (Makarova y Koonin, 2003) y el de
Bacteria en =250 familias proteinicas (Lapierre y Gogarten, 2009). A nivel de género, se ha
visto que el tamano del nucleo gendmico puede variar desde 500 hasta 2800 proteinas
(Vernikos et al., 2015). Como ya se discutid, estos nimeros no se deben interpretar como
el tamafio real del genoma ancestral de dichos linajes. Se ha calculado que en Bacteria,
aproximadamente 8% del genoma de cualquier especie corresponde al nucleo gendmico
(Lapierre y Gogarten, 2009). En el presente estudio, el porcentaje de reconstruccion por lo
general no superé el 15%, y también se puede interpretar como una medida del nucleo

gendmico al interior de los genomas procariontes.

Por otro lado, el analisis mostré que la mayoria de los linajes tienen un pangenoma
abierto (ver Figura 13), lo cual es consistente con lo publicado para el dominio Bacteria
(Lapierre y Gogarten, 2009), asi como también resulté ser el caso de Archaea. Esto significa
gue en teoria el pangenoma seguird creciendo, conforme mas especies se agreguen al
andlisis. Los pangenomas de mayor tamafio se encontraron en grupos bacterianos como
Actinobacteria, Alphaproteobacteria, y Deltaproteobacteria y superan los 50,000 genes,

mientras que los de menor tamafio corresponden, de manera interesante, a los linajes
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hipertermdfilos Aquificae y Thermotogae, apenas superando las 4000 y 5000 proteinas
respectivamente. Dicha variacidon podria sugerir que no todos los pangenomas se han

expandido de manera tan drastica.

Los organismos de los linajes Aquificae y Thermotogae gustan de habitar sitios con
temperaturas altas. Sus caracteristicas como genomas pequefios (Counts et al., 2017), poca
variacion en el tamafio de su proteoma (Figura 6), un nivel de conservacion muy elevado
del ndcleo genédmico (Tabla 2, Figuras 4 y 5), pangenomas relativamente pequefios (Tabla
4), y por ende una diversidad metabdlica baja, sugieren que dichos linajes estan adaptados
gendmicamente a la termofilia extrema. Dicha condicién impone un régimen de estabilidad
en el genoma, que a su vez se ve reflejado en el pangenoma. Los resultados muestran que
este par de taxa son excepcionales, ya que generalmente las especies de un linaje han
tenido la oportunidad de colonizar una mayor cantidad de nichos, y por ende se han
diversificado sus posibilidades metabdlicas y su pangenoma, y en ese sentido son mas

versatiles.

Si se considera que el pangenoma contiene genes prescindibles, no universales, que
son responsables de la diversidad de un taxén (Vernikos et al., 2015), entonces a priori
podemos suponer que los grupos con un mayor pangenoma, poseen una mayor diversidad
metabdlica. Los resultados de las reconstrucciones muestran la tendencia general de que a
mayor diversidad metabdlica o pangenoma, menor es el tamaino del catalogo ancestral. Y
sucede lo contrario en los grupos con pangenomas reducidos, los cuales destacan por tener

reconstrucciones ancestrales relativamente mas numerosas.

La descripcidon general de las proteinas conservadas al interior de las
reconstrucciones ancestrales, evidencidé una caracteristica muy interesante, y es que las
familias proteinicas, si bien son muy antiguas, no necesariamente se originaron en el mismo
periodo (Becerra et al., 2007). Dicho de otro modo, en los catdlogos ancestrales algunas
proteinas son mas antiguas, respecto de otras cuyo origen se antoja mas reciente. Por
ejemplo, algunas secuencias anotadas como virales o relacionadas a antibidticos, podrian

tener un origen relativamente reciente. Las proteinas que participan en la fotosintesis
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oxigénica son exclusivas de los ancestros de Cyanobacteria y, de hecho, un criterio para
establecer la antigliedad relativa de proteinas es si requieren o no del oxigeno molecular
(Rivas et al., 2018). El habito hiperterméfilo favorecié una conservacion muy marcada de
las proteinas en los linajes Thermotogae y Aquificae (Figura 9). Otras familias proteinicas
son incluso mas antiguas, de épocas del LCA o pre-LCA, como las aminoacil-tRNA ligasas, los
factores de elongacion, las ATP sintetasas, los transportadores ABC, y lo relacionado con el
ensamblaje y el funcionamiento de la maquinaria ribosomal (Becerra et al., 2007; Delaye et

al., 2005; Cantine y Fournier, 2018).

La observacién de que los catalogos ancestrales presentan proteinas cuya edad
relativa difiere, se refuerza con los resultados del analisis del tamafio de las secuencias al
interior de las reconstrucciones. La mayoria de las proteinas conservadas con una longitud
menor a 70 aminodacidos son proteinas de las subunidades del ribosoma, las cuales
posiblemente se originaron muy temprano en la evolucién celular, durante las etapas
finales del establecimiento del ribosoma (Petrov et al., 2015). Por analogia, dentro del
conjunto de las proteinas conservadas, las cuales exhiben una variabilidad importante
respecto a su longitud (Figura 16), las mas pequefias podrian ser mas antiguas que el resto
de las secuencias de mayor tamafio (o por lo menos son candidatas a serlo). Aunado a esto,
las secuencias mas largas sugieren que los ancestros de bacterias y arqueas ya contaban
con un sistema de traduccidon muy eficiente, que permitia la sintesis de enzimas de gran

tamafio y/o multiméricas.

En resumen, la comparacién de las reconstrucciones ancestrales de los diversos
linajes con las especies modernas, demostré que son varios los factores que afectan el
tamafio de los catdlogos ancestrales. Entre ellos se pudieron identificar el tamano de la
muestra, es decir, el nimero de especies consideradas (Tettelin et al., 2005), la diversidad
fisioldgica de los organismos al interior de la muestra, la varianza tanto en el tamafio del
genoma como del pangenoma (reflejo de la diversidad metabdlica), y la distancia

filogenética, entendida como la cantidad de historia evolutiva asociada a un linaje.
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De manera consistente, en todas las reconstrucciones se detecté un sesgo doble. Un
sesgo cuantitativo, porque las familias proteinicas conservadas en realidad representan
solamente una fraccidn de los genomas de los ancestros, y un sesgo cualitativo, debido a
que la conservacion no es homogénea al interior de las categorias funcionales. En pocas
palabras, el método comparativo proporciona una estimacién minima, de algunas
funciones, presentes en los genomas de los ancestros de los linajes procariontes, lo cual no
quiere decir que los ancestros contaban uUnicamente con dichos elementos, sino que
representa el alcance de la comparacién de la estructura primaria de las proteinas. Como
consecuencia, los catdlogos ancestrales compartieron la caracteristica de que contienen
procesos celulares incompletos, ya sean informativos o metabdlicos. Finalmente, si bien
todas las familias proteinicas son muy antiguas, y se postula su presencia en los ancestros,
es evidente que no todas tienen la misma edad relativa, asi como que no estdn sujetas a los

mismos mecanismos de evolucién al interior del genoma.

Contraste de las reconstrucciones ancestrales con el caso del LCA

El objetivo de construir y analizar los catalogos ancestrales de los linajes principales
de Archaea y Bacteria, es que los resultados, las tendencias y los patrones observados, son
directamente comparables con el caso de la reconstruccion del LCA. Debido a que el LCA
representa la etapa previa a la diversificacion de los dominios primarios, entonces precede
a los ancestros de los linajes procariontes modernos. Esta logica permite evaluar el alcance
y las limitaciones de la gendmica comparada, como herramienta para reconstruir de forma

directa a los genomas ancestrales, y en particular al LCA.

En el presente trabajo se hizo patente que los factores que afectan a las
reconstrucciones ancestrales, tienen una relacién de proporcionalidad inversa con el
tamafio del catalogo ancestral. Es decir, cuando se compara a una muestra de organismos
con el objetivo de reconstruir el genoma de su ancestro, mientras mayor es el tamafio de la
muestra, y/o mayor diversidad metabdlica contiene, y/o mayor distancia filogenética hay

entre las especies, entonces menor es el nUmero de familias proteinicas comunes o
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conservadas. Por consecuencia, dado que el LCA es el ancestro de la biota moderna, engloba
a toda la biodiversidad terrestre y representa el nodo mas alejado de la filogenia universal,
entonces su reconstruccion inevitablemente resulta en un catdlogo reducido. De hecho, el
método comparativo arroja, por lo general, estimaciones menores (ver Kyrpides et al.,
1999; Koonin, 2003; Delaye et al., 2005; Yang et al., 2005; Sobolevsky y Trifonov, 2006;
Ranea et al., 2006 en Tabla 1), respecto de metodologias que combinan la genética
comparada con un enfoque filogenético (ver Harris et al., 2003; Ouzounis et al., 2006; Kim
y Caetano-Anollés 2011 en Tabla 1), o con aquellas aproximaciones basadas totalmente en
cladistica molecular (ver Mirkin et al., 2003, Tuller et al., 2010; Kannan et al., 2013; Weiss

etal, 2016 en Tabla 1).

A pesar de las diferencias numéricas entre los catalogos (Tabla 1), llama la atencidn
gue ninguna de las reconstrucciones que se han propuesto del LCA se ajusta al limite de
vida libre de los procariontes modernos, el cual ronda las 1300 proteinas por genoma (Islas
et al., 2004; Martinez-Cano et al., 2014). En los resultados, las diferencias numéricas entre
las especies modernas y las reconstrucciones ancestrales, demostraron que el método
comparativo tiene un sesgo cuantitativo importante. Ningun catalogo ancestral de los
linajes modernos de Archaea y Bacteria, supera un porcentaje de reconstruccién del 30%,
éste es en promedio del 15%, y una tercera parte estan entre el 1% y el 5% (Tabla 2). Si el
LCA se remonta mas atras en el tiempo, se puede suponer que las reconstrucciones
mediante gendmica comparada, es decir, las propuestas de 63 genes (Koonin, 2003), 115
dominios proteinicos (Delaye et al., 2005), 49 plegamientos (Yang et al., 2005), 20 motivos
(Sobolevsky y Trifonov, 2006), y 140 dominios ancestrales (Ranea et al., 2006), no superan
dichos porcentajes. Visto asi, el método comparativo permite establecer un minimo de
genes o proteinas que podrian tener los ancestros, pero es claro que la cantidad de
informacién que se recupera es limitada, y que los catdlogos representan solamente una

fraccién del genoma ancestral y de las funciones presentes en el LCA.

El segundo sesgo que se detectd en el analisis fue cualitativo, y se refiere a que la
conservacion al interior de las categorias funcionales no es homogénea. Nétese que debido

al sesgo cuantitativo, ya en los catdlogos ancestrales de mayor tamano, las rutas
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metabdlicas se presentan incompletas, tendencia que se exacerba en los catdlogos
reducidos. Pero, de manera sorprendente, este patron también se observa en procesos
esenciales, como en las proteinas ribosomales o en las tRNA ligasas (Figuras anexo 4, anexo
5y anexo 6). Lo anterior sugiere que hay procesos que conllevan a subestimar los catalogos
ancestrales, como pueden ser tasas de evolucién distintas o la pérdida de genes, fendmeno
comun en la evoluciéon de los procariontes. Mas aun, los resultados mostraron que
conforme disminuye el tamano de las reconstrucciones ancestrales, se recuperan menos
familias proteinicas asociadas al metabolismo, y mds relacionadas con el procesado de la
informacién genética. Estas observaciones explican la naturaleza de las propuestas del LCA
(Tabla 1; Becerra et al., 2007), las cuales siempre contienen procesos bioldgicos
incompletos, y recuperan casi de forma exclusiva elementos que participan en la
traduccién, la transcripcién, la replicacion, la reparacion del DNA, y en menor medida
proteinas asociadas a membrana (Becerra et al., 2007), lo anterior no implica que el LCA
contaba solamente con dichas funciones, como suele interpretarse, sino que es lo que el

método permite detectar.

A pesar de las limitaciones y de los sesgos descritos en la reconstruccién directa de
ancestros mediante gendmica comparada, las proteinas que se identificaron al interior de
los catdlogos ancestrales permitieron establecer que los ancestros de los distintos linajes
de Archaea y Bacteria exhibian caracteristicas equivalentes a las de las especies
procariontes modernas. Ciertamente, conforme nos vamos mas atras en el tiempo, las
reconstrucciones se hacen mds pequefias y la conservacién se concentra en ciertas
funciones, aunque de manera sorprendente algunas familias proteinicas datan de épocas
del LCA o pre-LCA (Becerra et al., 2007). Sin embargo, a partir de las funciones presentes en
los ancestros de los grupos bacterianos y arqueanos, es razonable concluir que su ancestro,
el LCA, también tenia la naturaleza tipica de un procarionte (Becerra et al., 2007). Los
resultados sugieren que el LCA ya contaba con una envoltura celular funcional y la capacidad
de sintetizarla, con un genoma de DNA y la capacidad de mantenerlo y replicarlo, con un
sistema muy eficiente de traduccion mediante ribosomas, asi como con proteinas

estructurales y enzimas metabdlicas, muchas de las cuales eran complejas, ya sea grandes,
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multiméricas o con cierto grado de especificidad, ademdas de que ocupaban coenzimas

derivadas mayormente de nucledtidos.

Una polémica que se establecié en el campo de estudio del LCA es la naturaleza de
su material genético. Los catdlogos de los ancestros de los linajes modernos, indican que
éstos ya contaban con genomas de DNA y con toda la maquinaria proteinica para el
mantenimiento de los genes. Si los ancestros de Bacteria y Archaea ya poseian genomas de
DNA, la conclusidon mas parsimoniosa es que el LCA ya contaba con dicho rasgo, unaidea a
la que han llegado todos los analisis del LCA (Tabla 1), con algunas excepciones (Mushegian
y Koonin, 1996; Kim y Caetano-Anollés 2011). La gendmica comparada sugiere que el DNA
se estableci6 como la molécula que almacena la informaciéon genética antes de Ia

divergencia entre Bacteria y Archaea, y antes del LCA (Lazcano et al., 1992).

La traduccion es el proceso mejor conservado a nivel de secuencia primaria, lo cual
es congruente con la idea de que el LCA ya contaba con ribosomas muy eficientes, y con un
flujo de la informacién genética equivalente al de un procarionte moderno. De manera
interesante, al interior de los catdlogos ancestrales, el metabolismo de nucledtidos resultd
casi tan conservado como la traduccién. Esto indica que los ancestros de arqueas y bacterias
tenian la capacidad de sintetizar y modificar nucledtidos, y a su vez apoya la nocién de un

LCA equipado con RNA, DNA y sus derivados.

Aunque el caso del metabolismo de nucledtidos resultd sobresaliente, al interior de
los catalogos ancestrales se identificaron diversas proteinas asociadas al metabolismo de
aminodcidos, de coenzimas, de carbohidratos y de lipidos. Es dificil suponer un LCA de
naturaleza procarionte sin dichas capacidades. Los resultados mostraron cémo las
funciones asociadas al metabolismo desaparecen de los catalogos ancestrales conforme
mas atras nos vamos en la filogenia universal, lo que explica su ausencia de las distintas
reconstrucciones del LCA (ver Becerra et al., 2007). Esta tendencia puede deberse a la
historia evolutiva de las familias proteinicas, las cuales no pertenecen al nicleo gendmico y
son mas propensas a eventos como la pérdida de genes, la sustitucién no ortdloga o la

acumulacién de mutaciones a nivel de secuencia, las cuales diluyen la sefial de homologia.
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Por lo tanto, para detectar enzimas del metabolismo que pudieron haber estado en el LCA,
ademas de mejorar la calidad de las bases de datos, es necesario el uso de metodologias
disefiadas especificamente para reconocer homologia lejana. Un ejemplo es la comparacion
de estructuras terciarias, como ya se ha reportado para el catabolismo de purinas (Rivas et

al., 2018).

La descripcion detallada de los catdlogos ancestrales evidencid que una buena
proporciéon de las familias proteinicas se relacionan de alguna u otra manera con la
envoltura celular. Es razonable suponer un LCA con una envoltura funcionalmente
semejante a la de sus descendientes modernos, como lo sugiere la presencia de ATP
sintetasas y transportadores ABC en las distintas reconstrucciones del LCA. Por lo tanto, la
propuesta de un LCA con una membrana del tipo bicapa fosfolipidica (Lombard et al.,
2012a) es congruente con los resultados. La observacion de que las diferencias que exhiben
bacterias y arqueas en su membrana estan conservadas al interior de los catdlogos
ancestrales, tal como se habia descrito en Archaea (Lombard et al., 2012b), sugiere que
dicho rasgo se estableci6 muy temprano. Debido al sesgo cualitativo inherente a las
reconstrucciones ancestrales, no es posible postular mas detalles del tipo de envoltura que
tendria el LCA, aunque por ejemplo se ha sugerido que tendria ambos tipos de fosfolipidos
en sus membranas (Pereté et al., 2004; Jain et al., 2014). Cabe notar que los procesos
energéticos de la célula estan asociados a las membranas, por lo que es notable el vinculo
entre el tipo de membrana y de envoltura y el metabolismo general de la célula, todo lo
cual desaparece de los catalogos ancestrales conforme mas atrds nos vamos en la filogenia
universal. Esto sugiere que entender la divergencia entre Archaea y Bacteria a partir del
LCA, nos exige comprender el origen de las diferencias en su envoltura celular, y a su vez,

esto se conecta con el tipo de metabolismo que tendrian tanto los ancestros, como el LCA.

Una pregunta que surge con los resultados de la tesis es: éporqué al comparar
distintos genomas procariontes en busqueda de elementos conservados, emerge un patron
de conservacion diferencial? La respuesta es la gran variabilidad que exhiben las especies
procariontes al interior de sus genomas. En los anos recientes, el descubrimiento y estudio

del pangenoma ha hecho patente la enorme diversidad genética de las cepas bacterianas,
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por ejemplo, en Escherichia coli asciende a casi 100,000 proteinas (Land et al., 2015),
mientras que la bacteria marina Prochlorococcus, tiene un pangenoma estimado de 85,000
genes, aun cuando su genoma es de los mas pequefios para especies de vida libre (Biller et
al., 2014). Ello sugiere que los andlisis pangendmicos a nivel de linaje realizados en el
presente estudio (Tabla 4) podrian estar subestimados de forma importante, puesto que
los mas numerosos apenas superaron los 50,000 genes (Actinobacteria,
Alphaproteobacteria y Deltaproteobacteria). Esto nos habla de que el espacio muestral bajo
el que estamos buscando genes o proteinas que posiblemente estaban en el LCA no ha sido
explorado por completo. Si el pangenoma es un registro histérico de las especies o de los
linajes, y su naturaleza es infinita, claramente queda mucha diversidad procarionte por

conocer, lo que podria afectar nuestras interpretaciones del LCA.

Sin embargo, a pesar de que los pangenomas pueden ser abiertos, todos los
genomas procariontes presentan un nucleo gendémico, es decir, un conjunto de genes que
estdn sorprendentemente conservados, que son muy antiguos, que se transmiten de
manera vertical y que soportan al resto del genoma (Lapierre y Gogarten, 2009), por lo que
ninguna célula moderna puede prescindir de dicho nucleo. Los catalogos ancestrales de los
linajes de Bacteria y Archaea, asi como las distintas reconstrucciones del LCA, confirman
gue el nucleo gendmico data de épocas pre-LCA, pues tanto el LCA como los ancestros de
los linajes modernos ya contaban con dicho rasgo, lo que demuestra la naturaleza
conservativa de la evolucidon (Lapierre y Gogarten, 2009). Precisamente, la gendmica
comparada es un método que permite revelar dicho nucleo proteinico conservado, el cual
claramente se reduce, cuantitativa y cualitativamente, conforme mas atras nos vamos en la

filogenia universal.

Adicionalmente al nucleo gendmico, el genoma procarionte se conforma de genes
gue son prescindibles, en el sentido de que se pueden perder o sustituir con el paso del
tiempo, ademas de que pueden movilizarse mediante transferencia horizontal. Se conocen
como el genoma accesorio y son justamente los responsables de las caracteristicas
distintivas de los taxa procariontes (Lapierre y Gogarten, 2009). Asi, los genomas tanto de

bacterias como de arqueas, son una especie de “recipiente casi vacio”, que puede adquirir
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y/o perder genes como respuesta a los retos que impone el ambiente. Dicha versatilidad
gendmica podria ser la razén del éxito evolutivo de los descendientes directos del LCA,
puesto que les ha permitido habitar practicamente cualquier lugar del planeta desde hace
mas de 3,000 Ma. Sin embargo, los resultados del presente analisis sugieren que mientras
mas tiempo pasa, disminuye la probabilidad de detectar la sefial del ntcleo accesorio y de
los genes que definieron las caracteristicas metabdlicas de los ancestros. En principio estos
limites de la gendmica comparada, se pueden superar con metodologias que construyen
modelos conciliando las filogenias moleculares y la historia de las especies, asi como
mediante la comparacidon de estructuras terciarias, la cual ha demostrado que puede
detectar homologia lejana en proteinas relacionadas con el metabolismo (Rivas et al.,

2018).

A pesar de que la gendmica comparada no puede ir mas allad del periodo de evolucién
celular en el que la traduccién ya estaba operando (Becerra et al., 2007; Rivas et al., 2018),
pues dicha etapa representa el limite temporal del analisis, algunos resultados de las
reconstrucciones ancestrales permiten hacer ciertas inferencias hacia el pasado, como a

continuacion se discute.

Si la traduccidn ya estaba operando, entonces al LCA le antecede el periodo durante
el cual se origind la maquinaria de sintesis proteinica, es decir, el ribosoma. Se ha propuesto
un modelo de evolucidn por acrecién, que favorecié la coevolucidn de las proteinas y el RNA
en las células (Petrov et al., 2015). Dicha propuesta comienza con el RNA como actor
principal, el cual evitaba su degradacién al formar estructuras secundarias, tipo tallo asa,
estabilizadas con cationes metdlicos. En un inicio, lo que seria la subunidad grande y la chica
evolucionaban de manera independiente, la mayor presentaba actividad catalitica no
especifica, pues favorecia la condensacién de oligdmeros de aminoacidos y oxiacidos sin un
cddigo, mientras que la pequefia posiblemente se unia a hebras sencillas de RNA.
Posteriormente, ambas subunidades se asocian, con participacion de los tRNAs, los cuales
reclutaban también a oligdmeros de RNA (proto-mRNA), lo que resulté en una catalisis mas
eficiente y con productos de mayor longitud. Con el tiempo, se refuerza la integracion de

ambas subunidades y de los tRNAs y mRNAs, formando una ribozima eficiente, que
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eventualmente desarrollard la habilidad decodificante. Una vez formada la regién
decodificadora, el cddigo genético se fue optimizando y el ribosoma entré en una etapa de

“proteinizacién” (Petrov et al., 2015).

Entonces, la evolucién del ribosoma en el contexto de sistemas celulares mas
sencillos, en los que el RNA tendria un papel predominante (Joyce, 2002), derivé en células
donde las proteinas adquirieron roles cada vez mds centrales. Durante dicho proceso, el
rRNA, al ser parte integra del ribosoma, se quedd “congelado” en el tiempo (Petrov et al.,
2015). La idea de que la evolucién del ribosoma favorecié la formacién de proteinas de
mayor tamafio, es consistente con los resultados de los catalogos ancestrales, ya que las
proteinas mas pequenas conservadas corresponden a proteinas ribosémicas, las cuales al
igual que el rRNA estdn “congeladas” al interior de las subunidades. Ahora bien, un mayor
tamafio de las proteinas propicid a su vez la aparicién de nuevas funciones. Por ejemplo,
una funcion inaccesible para el RNA es la capacidad de atravesar las membranas lipidicas
(Fournier y Gogarten, 2007). Este momento fue critico para la sustitucion de los procesos
mediados por RNA, y resultd en la “proteinizacion” de los procesos celulares (Fournier y
Gogarten, 2007; Petrov et al., 2015). El hecho de que al interior de los catdlogos ancestrales,
tanto del LCA (ver Becerra et al., 2007) como de los principales linajes procariontes, se
identifican una gran cantidad de proteinas conservadas que interactian de manera directa
con el RNA, que utilizan enzimas derivadas de ribonucleétidos, o que toman parte en el
metabolismo de nucleétidos, se puede interpretar como un eco del mundo del RNA, el cual
posiblemente antecedié al mundo de DNA, RNA y proteinas (Delaye et al., 2005; Becerra et

al., 2007).

Woese propuso el concepto de temperatura evolutiva y la definié como el nimero
de cambios que acepta un sistema genético (Woese, 1998). Es claro que los rasgos que hoy
representan el nucleo gendmico de todo procarionte se “congelaron” hace muchisimo
tiempo, pero épor qué? Una posible explicaciéon para el proceso mas conservado, la
traduccién, es que por ser un mecanismo que depende de diversos genes, y de la
coordinacidn directa de proteinas y de RNAs, estd sujeta a presiones de seleccidén muy

fuertes, las cuales no han permitido cambios mayores a nivel de secuencia, y menos a nivel
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de estructura terciaria. Sin embargo, ni la replicacion, ni la transcripcién, ni el metabolismo
cumplen con esta condicidn, lo que sugiere que la proteinizacién de los procesos celulares
trajo consigo diversas formas de evolucién, tanto al nivel de las proteinas, como del

genoma.

Al interior de los catalogos ancestrales de los linajes principales de Archaea y
Bacteria fue posible detectar a las polimerasas, lo cual sugiere que son proteinas muy
antiguas, sin embargo, conforme los catalogos se reducen, las polimerasas se salen del
nucleo conservado, lo que explica su ausencia en las reconstrucciones del LCA (ver Becerra
et al., 2007). De manera interesante son las proteinas conservadas de mayor tamafio
presentes en las reconstrucciones ancestrales, por lo que es légico suponer que dichas
secuencias han acumulado mutaciones, siempre y cuando no afecten su estructura y por lo
tanto su funcion. De hecho, analisis estructurales han demostrado la homologia de las
proteinas que contienen el dominio palm, como las DNA polimerasas | y IlI, pol Y, reverso
transcriptasas, RNA polimerasas virales dependientes de RNA, RNA polimerasas
dependientes de DNA de mitocondrias y virales, asi como primasas y proteinas prim-pol
presentes en arqueas y eucariontes (Steitz, 1999; lyer et al., 2005; Becerra et al., 2007;
Guilliam et al., 2015; Jacome et al., 2015). Se ha hipotetizado que dicho dominio representa
un componente de una polimerasa ancestral, que funcionaba como replicasa y
transcriptasa en etapas tempranas de evolucion celular (Becerra et al., 2007). Es posible
que después del surgimiento del dominio catalitico poco especifico, al aumentar el tamafio
de la secuencia, se originaron o incorporaron nuevos dominios funcionales, los cuales
permitieron una mayor especificidad de la enzima y/o aportaron un papel regulatorio. De
hecho, la estructura de las enzimas multidominio RNAP demuestra que existe un nucleo
conservado en las RNAP de bacterias, arqueas y eucariontes, lo cual apoya la nocién de un
aparato de transcripcion que gand especificidad conforme se agregaron maédulos
funcionales (Korkhin et al., 2009). En suma, las polimerasas representan familias proteinicas
muy antiguas, que se diversificaron muy temprano (quiza a la par de la proteinizacion del
ribosoma), e ilustran cdmo se establecio la naturaleza modular de las proteinas como el

motor de su evolucidn.

82



Cabe mencionar que existen otros plegamientos, ademas del motivo de
reconocimiento de RNA (RRM) del dominio palm, presentes en los dominios cataliticos de
algunas polimerasas de acidos nucleicos. Por ejemplo el TOPRIM (topoisomerasa-primasa)
de las DNA-G primasas de bacterias, primasas pequefas de arqueas y bacterias,
topoisomerasas de tipo 1 y 2, y nucleasas de la familia RecR (Aravind et al., 1998), el
plegamiento doble-psi-barril-beta presente en la polimerasa de RNA dependiente de RNA
(RdRP), en la polimerasa de DNA dependiente de RNA (DdRP), y en una polimerasa del
sistema de RNAI en eucariontes (lyer et al., 2003; Salgado et al., 2006) y por ultimo el
dominio presente en la DNA pol Il bacteriana y en las transferasas terminales de DNA o
RNA independientes de templado (super familia X) (Lamers et al., 2006). Se ha propuesto
gue dichos dominios también son muy antiguos, quiza de etapas del LCA (lyer et al., 2003;
Salgado et al., 2006), y ejemplifican otro punto relacionado con la evolucién proteinica. Y
es que cuando una proteina realiza la misma funcién que otra, puede haber redundancia
y/o una sustitucion no ortdloga cuando la segunda termina por excluirse o perderse del
genoma, lo que implica que a lo largo de la evolucién las proteinas se pueden sustituir

mientras las funciones celulares estén cubiertas.

Asi como la replicaciéon y la transcripcion, el metabolismo también estd basado en
proteinas con actividad catalitica. De manera similar a las polimerasas, se ha propuesto que
en etapas tempranas las enzimas eran poco especificas, y que las rutas se fueron
ensamblando a partir de otras preexistentes, en un proceso denominado reclutamiento
enzimatico (Jensen, 1976; Lazcano y Miller, 1999; Peretd, 2011). Es importante aclarar que
el origen del metabolismo es un problema distinto al de establecer el tipo de metabolismo
gue tendria el LCA, ademas de que son eventos temporalmente separados. Es razonable
suponer que en etapas tempranas, durante la proteinizacién de los procesos celulares,
aumentd también la complejidad metabdlica (Peretd, 2011). Los resultados sugieren que,
asi como los ancestros de los linajes de arqueas y bacterias, el metabolismo del LCA era tan
complejo como el de sus descendientes modernos. Sin embargo, establecer el metabolismo

del LCA se complica porque las enzimas metabdlicas, al igual que ocurre con las polimerasas,

83



evolucionan a nivel de secuencia, de mddulos, y a nivel de genoma pueden transferirse

horizontalmente, asi como perderse o sustituirse.

Lo expuesto anteriormente permite proponer una secuencia relativa de la evolucién
de las proteinas a partir del mundo de RNA (Figura 17). Inicialmente las proteinas eran
pequefios péptidos y cumplian con alguna funcién, muy posiblemente relacionada con el
RNA (Blanco et al., 2018; Vazquez-Salazar y Lazcano 2018). La evolucién del ribosoma fue
un evento clave que tuvo como consecuencias: i) el establecimiento de la naturaleza
modular de las proteinas, ii) la posterior proteinizacion de los procesos celulares, v iii) el
origen del nucleo gendmico del LCA y sus descendientes. El establecimiento del ribosoma
permitio la formacién de polipéptidos de mayor tamafio y de naturaleza modular, lo que a
su vez les dio acceso a nuevas funciones como integrarse a las membranas, mayor
especificidad metabdlica, o papeles estructurales, de regulacidn, de senalizacidn, etc. Este
periodo se caracterizd por la diversificacién y expansiéon de muchas de las familias
proteinicas que observamos actualmente, gracias a mecanismos como la duplicacion de
genes, el cual tuvo un papel muy importante en diversos ambitos celulares, como se ha
documentado para los transportadores ABC, las ATP sintetazas, las polimerasas, los factores
de elongacion, en la fijacion de CO;, el metabolismo de nitréogeno y en otras rutas
biosintéticas (Becerra y Lazcano, 1998; Becerra et al., 2007; Rivas et al., 2018), aunque muy
posiblemente también participaron otros mecanismos como mutaciones que cambian los

marcos de lectura (Delaye et al., 2008).

El modelo debe explicar el desarrollo evolutivo de los genomas de DNA, lo cual
posiblemente sucedid en el mundo de RNA y proteinas. Pero, sin duda alguna, como
consecuencia de la diversificacién proteinica, éstas adquirieron los papeles centrales y
entonces se proteinizaron todos los procesos celulares (Fournier y Gogarten, 2007; Petrov
et al., 2015). En este periodo se dio una expansiéon temprana de los genomas (Becerra et
al., 2007), gracias también a la presencia de enzimas mas eficientes que mantenian un
genoma mads complejo, lo que a su vez hizo posible la aparicion de nuevos mecanismos de
evolucidn del genoma, como la sustitucion no ortéloga, la pérdida de genes y la

transferencia horizontal. La recurrencia de dichos procesos a través del tiempo, es decir, la
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movilidad diferencial de los genes al interior de los genomas individuales, los cuales pueden
expandirse o reducirse dependiendo de las circunstancias, origind un patréon en el que no
todos los genomas presentan el mismo contenido, salvo por el nucleo genédmico. En otras
palabras, la expansién temprana de los genomas y su posterior evolucién, la diversificacion
de los linajes, significé el origen del genoma accesorio y de los pangenomas. Todos estos
elementos ya estaban presentes en la etapa del LCA. Por ejemplo, se ha propuesto que no
todos los genes modernos tienen sus ancestros en el LCA, pues podria haber algunos que
se originaron en otros linajes y llegaron al LCA mediante transferencia horizontal (Fournier
et al., 2015). En resumen, los genomas modernos constituidos por un nucleo gendémico y
un genoma accesorio, asi como también los procesos que actualmente moldean a los

genomas, se establecieron hace mucho tiempo y preceden al LCA.

Archaea

RNA

Origen y evolucion del ribosoma Nicleo genémico

Bacteria

Figura 17. Modelo propuesto del origen y evolucién de los genomas modernos.
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Conclusiones

Sin lugar a dudas, los catdlogos génicos/proteinicos ancestrales de los linajes
principales de Archaea y Bacteria, aportaron elementos de analisis y discusién para una
mejor comprension del problema de la reconstruccién ancestral del LCA, fungiendo asi
como un control metodoldgico, y estableciendo claramente los limites y alcances de la
comparacion de la estructura primaria de las proteinas, como criterio para la reconstruccién

de ancestros. A continuacidn se describen las conclusiones generales del trabajo.

Independientemente de la metodologia aplicada para la reconstruccién del LCA, los
analisis bioinformdaticos ocupan las bases de datos disponibles. La naturaleza de cualquier
reconstrucciéon ancestral depende, en principio, de la base de datos que utilice. Estas
siempre presentan un sesgo a raiz de que es imposible secuenciar el genoma completo de
todos y cada uno de los organismos procariontes. Es posible que existan proteinas antiguas,

quiza ancestrales, que desconocemos por falta de muestreo.

La anotacidn funcional de las secuencias presentes en las bases de datos tiene un
grado de incertidumbre asociado, salvo por aquellas que cuentan con evidencia
experimental. Por esta razodn, la busqueda de proteinas homdlogas debe basarse en la
comparacion, ya sea de la secuencia o de la estructura, y nunca en la anotacién. Y por lo
mismo, toda propuesta sobre la posible funcidén ancestral de una familia proteinica, debera

tratarse como una hipdtesis hasta que mas lineas de evidencia la respalden.

Aunque no era un objetivo del trabajo, la seleccion de la muestra confirmé reportes
previos de que los genomas mds pequefios de procariontes de vida libre contienen entre

1200y 1300 proteinas (Islas et al., 2004; Martinez-Cano et al., 2017).

Se construyeron un total de 19 catalogos ancestrales de distintos linajes de Archaea
y Bacteria, que presentaron las siguientes caracteristicas:
e Ninguno superd las 900 proteinas conservadas, bajo el criterio relajado del nucleo
gendmico, o 600 proteinas conservadas en el caso del nicleo genédmico estricto.
e El porcentaje de reconstruccién ancestral, es una estimacidon de qué tanto podemos

conocer del genoma ancestral suponiendo que fuese como sus descendientes, y fue
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menor a 15%, salvo por algunas excepciones (Aquificae, Thermotogae,
Epsilonproteobacteria, Deinococcus-Thermus y Thaumarchaeota).

e De acuerdo a la clasificacidn basada en COG, la conservacién al interior de los catdlogos
se concentré en la funcién de traduccién, y en menor medida en el metabolismo y
transporte de aminodcidos, de coenzimas, la replicacién, recombinacion y reparacion, y
la biogénesis de la membrana, pared o envoltura celular.

e En una segunda clasificaciéon basada en el esquema de KEGG, la conservacion se
presentd principalmente en la traduccién (ribosoma y biosintesis de aminoacil-tRNAs),
seguida por el metabolismo de nucledtidos.

e Las funciones celulares, asi como las rutas metabdlicas, siempre se presentan
fragmentadas o incompletas, patron que se intensifica si disminuye el tamano del
catalogo.

e Conforme disminuye el tamafo de las reconstrucciones ancestrales, éstas contienen
menos proteinas asociadas a procesos metabdlicos, mientras que la conservacion se

concentra en proteinas vinculadas al procesado de la informacién genética.

Dichas tendencias permiten concluir que las reconstrucciones ancestrales presentan un
doble sesgo, uno cuantitativo y otro cualitativo, en el sentido de que se recupera muy poco,
de algunas -pocas- funciones. En otras palabras, la comparacién de la estructura primaria
de las proteinas como un criterio para la reconstruccion ancestral, permite recuperar
solamente una fraccién del genoma ancestral, principalmente lo relacionado con cuestiones
informativas (nucleo gendmico). Esto indica que a nivel primario de las proteinas hay una
falta de seiial, y que conforme retrocedemos en el tiempo disminuye la probabilidad de

detectar los aspectos metabdlicos de los ancestros.

El tamafio de las reconstrucciones ancestrales depende, ademds de la base de datos
y de la metodologia aplicada, de factores como el tamafio de la muestra (nimero de
especies y varianza en el tamafio del genoma), la diversidad fisioldgica/metabdlica del
grupo (relacionada con la varianza del pangenoma), y la distancia filogenética entre las

especies consideradas. Si alguno de dichos factores aumenta, entonces el catalogo
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ancestral se reduce. Este resultado explica porqué las reconstrucciones del LCA tienden a

ser pequefias, y su contenido estd sesgado hacia procesos informativos (traduccion).

A pesar del doble sesgo presente en las reconstrucciones, los ancestros de los linajes
modernos de Bacteria y Archaea ya tenian la naturaleza tipica de un procarionte y lo mismo
se puede concluir del LCA, el cual contaba con un genoma de DNA, una envoltura celular

funcional y un metabolismo basado en enzimas. EI LCA no era un organismo simple.

Es cierto que mayor informacién ha significado mds debates en torno a la naturaleza
del LCA (Becerra et al., 2007), pero sin lugar a dudas, su estudio ha contribuido a profundizar
en el origen y evolucion de los genomas procariontes, asi como de los procesos que los

moldean.

Los genomas con un nucleo gendmico y un genoma accesorio se establecieron antes
del LCAy de la divergencia de los dominios primarios. La aparicion de la traduccidn significd
el origen del nucleo gendmico, mientras que el nucleo accesorio fue la consecuencia natural
de la evolucién de los genomas y de la movilidad y pérdida diferencial de los genes en los

distintos linajes.
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Anexo 1

Anexos

Tabla anexo 1. Especies a partir de cuyo genoma se realizé la agrupacién de posibles

ortodlogos, utilizando el algoritmo BDBH con el programa Get-homologues.

Grupo Genoma semilla (query sequence)
Archaea

Thaumarchaeota Nitrosopumilus maritimus SCM1
Crenarchaeota Desulfurococcus mucosus DSM 2162
Euryarchaeota Methanothermus fervidus DSM 2088
Bacteria

Acidobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Bacteroidetes
Chloroflexi
Cyanobacteria
Deinococcus - Thermus
Firmicutes
Spirochaetes
Thermotogae
Verrucomicrobia - Planctomycetes
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria

Epsilonproteobacteria

Chloracidobacterium thermophilum B
Acidimicrobium ferrooxidans DSM 10331

Aquifex aeolicus VF5

Chlorobium phaeovibrioides DSM 265
Dehalococcoides mccartyi 195

Prochlorococcus marinus subsp. marinus str. CCMP1375
Thermus thermophilus HB8

Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.1304
Leptospira biflexa serovar Patoc strain 'Patoc 1 (Paris)'
Fervidobacterium nodosum Rt17-B1

Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835

Candidatus Puniceispirillum marinum

Methylobacillus flagellatus KT

Idiomarina loihiensis L2TR

Hippea maritima DSM 10411

Nautilia profundicola AmH
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Anexo 2

Tabla anexo 2. Categorias funcionales propuestas en la base de datos COG. Tomado de

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COG/fun.txt.

ALMACENAMIENTO Y PROCESADO DE LA INFORMACION
[J ] Traduccion, biogénesis y estructura del ribosoma

[ A ] Modificacion y procesamiento del RNA

[ K] Transcripcion

[ L] Replicacién, recombinacién y reparacidn

[ B] Estructura y dindmica de la cromatina

PROCESOS CELULARES Y SENALIZACION

[ D] Control del ciclo celular, divisién celular y segregacion cromosdmica
[ Y] Estructura nuclear

[ V] Mecanismos de defensa

[ T] Mecanismos de transduccién de sefiales

[ M ] Biogénesis de las membrana/pared/envoltura celular

[ N ] Movilidad celular

[ Z] Citoesqueleto

[ W] Estructuras extracelulares

[ U] Trafico intracelular, transporte de vesiculas y secreciéon

[ O ] Modificacién postraduccional, chaperonas

METABOLISMO

[ C] Conversién y produccion de energia

[ G ] Metabolismo y transporte de carbohidratos

[ E ] Metabolismo y transporte de aminodcidos

[ F] Metabolismo y transporte de nucledtidos

[ H] Metabolismo y transporte de coenzimas

[ 1] Metabolismo y transporte de lipidos

[ P ] Metabolismo y transporte de iones inorganicos

[ Q] Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios

POBREMENTE CARACTERIZADAS
[ R] Prediccidn general de la funcion

[ S] Funcién desconocida
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Anexo 3

100

Epsilonproteobacteria
Alphaproteobacteria 60
Actinobacteria

Deltaproteobacteria 40
Euryarchaeota 20
Firmicutes

Crenarchaeota 0

Bacteroidetes
Gammaproteobacteria
Verrucomicrobia-Planctomycetes
Betaproteobacteria
Spirochaetes
Chloroflexi

. Aquificae
Acidobacteria
Cyanobacteria
Thaumarchaeota
Thermotogae

Deinococcus-Thermus
J-VQBAUDPTNEHMRLCSOFIGK

140

120
— ’_%ﬁ??r—m 100

M ——
Alphaproteobacteria 80
Actinobacteria
Deltaproteobacteria 50
Bacteroidetes 40
Gammaproteobacteria 20
Crenarchaeota
Euryarchaeota 0
Firmicutes
Betaproteobacteria
Verrucomicrobia-Planctomycetes
Spirochaetes
Chloroflexi
Epsilonproteobacteria
Thaumarchaeota
Thermotogae
Deinococcus-Thermus
| Acidobacteria
1 Aquificae
Cyanobacteria

J-PQBAUDVTNERHMCSLGKIFO

Metabolismo Almacenamiento y procesado de la informacion genética
Procesos y seiializacion celular Pobremente caracterizadas

Figura anexo 3. Clasificacion funcional de las proteinas al interior de los catdlogos ancestrales. El
color representa el nimero total de proteinas presentes tanto en el nicleo estricto (arriba), como
en el nucleo relajado (abajo). Las categorias son las mismas que en las figuras 8 y 9, asi como el

método de agrupacioén utilizado.
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Anexo 4

1

2

.
3

L]
r

.
5

6

.
7

.
8

.
9

1

1

1121

L] L] L]
3 1415 16171819 20 21 28 30

Euryarchaeota
Crenarchaeota
Thaumarchaeota
Alphaproteobacteria
Actinobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Firmicutes
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Betaproteobacteria
Deinococcus-Thermmus
Thermmotogae
Epsilonproteobacteria
Chloroflexi

Agquificae

Verrucomicrobia-Planctomycetes

Spirochaetes
Acidobacteria

Figura anexo 4. Proteinas de la subunidad 30S ribosomal presentes en las reconstrucciones

ancestrales. Se muestran las proteinas de la subunidad pequeia ribosomal (columnas)

identificadas al interior de los catdlogos ancestrales de los distintos linajes (filas). El color

amarillo indica presencia y el blanco ausencia. El punto rojo sefiala familias proteicas con

niveles elevados de conservacién, puesto que se identificaron en mas de 11 linajes.
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Anexo 5
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Euryarchaeota

Crenarchaeota

Thaumarchaeota

Alphaproteobacteria

Actinobacteria

Gammaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes

Cyanobacteria

Betaproteobacteria

Deinococcus-Thermus

Thermmotogae

Epsilonproteobacteria

Chloroflexi

Aquificae

Verrucomicrobia-Planctomycetes

Spirochaetes

Acidobacteria

Figura anexo 5. Proteinas de la subunidad 50S ribosomal presentes en las reconstrucciones
ancestrales. Se muestran las proteinas de la subunidad grande ribosomal (columnas)
identificadas al interior de los catalogos ancestrales de los distintos linajes (filas). El color
amarillo indica presencia y el blanco ausencia. El punto rojo sefala familias proteicas con

niveles elevados de conservacidn, ya que se identificaron en mas de 11 linajes.
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Anexo 6

A Val llo_Lou Mt Phe Tyr Trp Ser Thr Asn Gin Arg His Lys AspGlu cys Gy Pro

Euryarchaeota
Crenarchaeota
Thaumarchaeota
Alphaproteobacteria
Actinobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Firmicutes
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Betaproteobacteria
Deinococcus-Thermus
Themotogae
Epsilonproteobacteria
Chloroflexi

Aquificae

Verrucomicrobia-Planctomycetes

Spirochaetes
Acidobacteria

Figura anexo 6. Enzimas Aminoacil-tRNA sintetasas presentes en las reconstrucciones

ancestrales. En las columnas se muestran las enzimas identificadas al interior de los linajes

(filas) por el nombre del aminodacido que cargan. El color naranja indica presencia, mientras

que el color blanco es ausencia. De izquierda a derecha se indican primero los aminoacidos

cuyas cadenas laterales son hidrofébicas (Ala-Met), aromaticas (Phe-Trp), polares no

cargadas (Ser-Gln), cargadas positivamente (Arg-Lys), cargadas negativamente (Asp-Glu) y

los casos especiales (Cys-Pro).
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