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Figura 1: Domos del Arqueano, Cuatro Ciénegas, durante el muestreo de septiembre de 2021



Introduccion

“... La naturaleza de la vida y su origen y desarrollo solo pueden ser estudiados a la luz de
su indisoluble asociacion”

- A. 1. Oparin

Los seres vivos “son” el entorno. A pesar de la separacion epistemoldgica entre lo vivo y el
ambiente donde prolifera, la vida es fundamentalmente incomprendida al pretender diseccio-
narla desde un enfoque reduccionista; una practica heredada de la fisica. Con la génesis de
la quimica orgéanica se ha sembrado la concepcion de que la quimica de la vida es reducible
a un conjunto muy pequeno de elementos: CHONPS. Asi, los metales de transicion, elemen-
tos comunmente asociados con minerales y rocas, entidades carentes de vida, parecieran no
tener relacion alguna con lo vivo prima facie. Nada estaria méas alejado de la realidad. Los
metales traza cumplen con funciones imprescindibles en la vida como la conocemos. Estos
han sido sujetos a cambios de escala planetaria a lo largo de eones de tiempo, moldeando a
los sistemas biologicos desde su origen hasta la actualidad, desde células hasta biomas.

Este trabajo busca ser una apologia a la transdisciplina; la convergencia de las ciencias
de la Tierra desde sus distintas esferas enfocadas al estudio de laboratorios naturales: los
tapetes microbianos. Hoy mas que nunca, el estudio de estos ecosistemas promete guardar
informacion clave sobre el pasado y el futuro, tanto la Tierra precambrica como el actual
cambio climético global. ; Qué clase de secretos nos susurran estos sitios, y qué retos conlleva
su interpretacion?

En este proyecto, se propone la integracion de la bioinformética de metaloproteinas como un
acercamiento novedoso para la ecologia microbiana, con un potencial astrobiolégico impor-
tante. Particularmente, se infiere el metametaloma, conjunto de iones metélicos y metalo-
proteinas a nivel comunidad, del sitio de tapetes microbianos: Domos del Arqueano, Cuatro
Ciénegas. A través de la abundancia relativa de genes, se sugiere a Domos del Arqueano
como un analogo al arqueano tardio, con un empobrecimiento de Cu relativo a Fe, Zn, Mo,
Co, Ni y W, impactando el ciclado de nutrientes a nivel local en rutas metabdlicas conocidas
por su dependencia al Cu.

La presente tesis se divide en tres partes. La parte I, marco tebrico, pretende mostrar una
revision de antecedentes de interés en este trabajo. En el capitulo 1 se hace un breve paseo
por la Tierra precambrica, registrando algunos de los eventos més importantes que han
dirigido la coevolucion Tierra-vida; se hace una inspecciéon a detalle en las transiciones de
biodisponibilidad de iones metalicos, sus debates e incertidumbres. El capitulo 2 se centra en
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el papel de los metales en la vida, su distribuciéon y funcién en metalomas contemporaneos,
asi como su relevancia en el origen y evoluciéon de la vida. El capitulo 3 expone a los tapetes
microbianos como maquinas del tiempo para estudiar a la vida antigua, con particular énfasis
en la cuenca de Cuatro Ciénegas y Domos del Arqueano. La parte II muestra los objetivos y
la metodologia empleada en este trabajo en los capitulos 4 y 5 respectivamente. Finalmente,
la parte IIT presenta los resultados en el capitulo 6 y la discusion en el capitulo 7, con la
integracion de perspectivas y reflexiones asociadas. Esta tesis cierra con el capitulo 8, donde
se presenta una serie de conclusiones generales sobre el trabajo expuesto.
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de las cianobacterias genera exhalaciones de oxigeno a nivel local mientras la atmoésfera y
el interior del tapete permanecen andxicos. El incremento de Mo y minimamente en Cu,
permiten explorar/potenciar metabolismos que contribuyen al ciclado aerébico de elemen-
tos. En la figura se muestra una simplificacion de los posibles procesos presentes en dichas

comunidades.
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Capitulo 1

La Evoluciéon del Planeta Tierra y sus
Metales

1.1. Eventos Principales en la Tierra Precambrica

El Precambrico consiste en una division informal de la escala del tiempo geoldgico que
contiene a los eones hadeano (informal, no reconocido por la ICS), arqueano y proterozoico.
Comprende el intervalo de los 4567 Ma hasta los 541 (+1) Ma, que corresponde a méas del
88 % de la historia de la Tierra (Stanley y Luczaj, 2015). La subdivision actual que se tiene
del Precambrico esta dada por unidades geocronologicas, i.e., definidas cronométricamente
basadas en promedios de minimos en la actividad tecténica global (Plumb y James, 1986;
Plumb, 1991), a excepcion de la base del periodo ediacérico, y proximamente, los periodos
criogénico y sidérico, que estan marcados por un GSSP (Seccion estratotipo y punto de
limite global) (International Commision on Stratigraphy, https://stratigraphy.org/).
Actualmente, se busca reevaluar la subdivision del Precambrico en términos de unidades
cronoestratigraficas delimitadas principalmente por eventos geobiologicos (Van Kranendonk
et al. 2012). En la Figura 1.1, se muestra la actual subdivision geocronolégica del Precambrico
a la cual se hace referencia en el presente trabajo.

1.1.1. La Tierra Primitiva: El Hadeano y Arqueano

El sistema solar, segtin la hipotesis nebular, surge del colapso gravitacional de una nube mo-
lecular de gas y polvo, producto de una explosion supernova (Gritschneder et al. 2012), para
dar origen al Sol, la tinica estrella del sistema solar (con metalicidad de Z; = 0.0196+0.0014)
(Vagnozzi, 2019; Palme et al. 2013). La composicion del sistema solar, directamente relacio-
nado con la metalicidad estelar, refleja el favorable sitio en el que el sistema solar se encuentra
dentro de la via lactea (Suthar y McKay, 2012). En la Figura 1.2, se puede observar la abun-
dancia elemental en el sistema solar, la materia prima para la construcciéon de planetas, y
eventualmente, la vida. A partir de la nube de gas, grano a grano se fueron condensando
los primeros sélidos del sistema solar, los CAls y los agregados ameboides de olivino entre
4567.1-4568.3 Ma, seguido de condros y otros materiales que conforman a las condritas pri-
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Figura 1.1: Divisién geocronoldgica actual del Precdmbrico reconocida por la ICS basada en Plumb y James
(1986) y Plumb (1991). Todas las divisiones del Precambrico son datadas geocronométricamente a excepcion
de la base del Ediacarico, la cual estda marcada por un GSSP. Proximamente se actualizaran las bases del
Sidérico y Criogénico para ser marcadas por un GSSP. Imagen modificada de: Van Kranendonk et al. (2012)
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Figura 1.2: Abundancias elementales del sistema solar relativas a 10° atomos de Si en funcién del ntimero de
masa (denotado por A). Atomos con masas pares son mas abundantes relativo a aquellos dtomos adyacentes
con masas impares (regla Oddo-Harkins). Imagen modificada de: Palme et al. (2013).

mitivas (Davis et al. 2003; Krot et al. 2013; Van Kranendonk et al. 2012). Precisamente,
la datacion radiométrica de estos componentes dentro de condritas carbonéceas ha dado
lugar al fechamiento del origen del planeta Tierra al Ty=4567+1 Ma (Davis et al. 2003).
Subsecuentemente, a 500,000 anos después de T los procesos de acrecioén por colision dieron
origen a cuerpos protoplanetarios (planetesimales y embriones planetarios) que experimen-
taron procesos de formacion del nicleo, diferenciacion y fusion parcial (Van Kranendonk
et al. 2012). El embrion planetario que formaria la mayor masa de la Tierra también sufrio
procesos de diferenciacion y formacion del ntucleo, sin embargo, el nacimiento de la Tierra no
seria en absoluto un periodo calmo; hace ~4500 Ma, la Tierra fue impactada por un embrién
planetario (denominado Theia) de radio similar al actual Marte (Canup, 2012). Esto provoco
cambios composicionales y de diferenciacion planetaria que afectaron en la formacion de un
nicleo, manto, corteza, atmosfera y océano (Van Kranendonk et al. 2012). Adicionalmente,
este evento dio origen al acompanante satelital de la Tierra, la Luna, a partir de la cual se
puede ver reflejado la lluvia de impactores durante etapas tempranas en la Tierra; particu-
larmente, el polémico “bombardeo intenso tardio” hace 4100-3800 Ma (Mann, 2018).

A pesar del abrasador escenario descrito anteriormente, posterior al gran impacto formador
de la Luna se form6 la atmosfera y un océano primitivo equilibrados. Evidencia de esto
queda grabada en los valores de is6topos de oxigeno presentes en zircones de hace 4400 Ma
(Jack Hills, Australia) (Van Kranendonk et al. 2012). La fuente de agua provino en mayor
proporcién del degasamiento del manto, asi como del material proporcionado con el impacto
de Theia, asteroides helados y, en menor proporcion, cometas (Van Kranendonk et al. 2012;
Budde et al. 2019). Particularmente, el degasamiento introdujo los gases que componen a
la atmosfera primitiva; principalmente vapor de agua (HO), hidrogeno (Hy), dioxido de
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carbono (COz), monoxido de carbono (CO), nitrogeno (N), entre otros. Gases como metano
(CHy), amoniaco (NHj3) y, de forma despreciable, oxigeno molecular (Oy) fueron producto
de reacciones quimicas en la atmosfera (Stanley y Luczaj, 2015). El estado redox preciso de
la atmosfera primitiva atin continta siendo discutido (Zahnle et al. 2010; Van Kranendonk,
2014; Lammer et al. 2018).

Aunque se reconoce que la protocorteza de composicion méfica sufrié procesos de fusiéon
parcial que progresivamente dieron lugar a una corteza félsica granitoide (Stanley y Luczaj,
2015) durante el Hadeano, las evidencias de dichos procesos se han borrado del registro
geoldgico. No es hasta el Arqueano, hace 4000 Ma, eén a partir del cual se tiene registro
de rocas, siendo las més antiguas aquellos gneis que pertenecen al complejo Acasta, Canada
(Van Kranendonk et al. 2012). Durante el Paleoarqueano, la presencia de agua en el planeta
y la liberaciéon de calor, tanto por impacto como decaimiento radioactivo, dieron lugar a la
tectonica de placas moderna (Wicander y Monroe, 2016). Se desconoce aun si una tectonica
incipiente o similar a la actual comenz6 desde muy temprano en el Hadeano (Condie, 2015;
Brenner et al. 2020). Esto tuvo repercusiones importantes en la geosfera, pues hacia el final
de este edn, el volumen de la corteza continental aument6 considerablemente, dando lugar
a cratones de gran volumen compuestos de cinturones de rocas verdes y complejos granito-
gneis (Stanley y Luczaj, 2015; Wicander y Monroe, 2016). En cuanto al sistema océano-
atmosfera, este permanecié en un estado redox reducido, con océanos ferruginosos anéxicos
(i.e., enriquecidos en Fe?*) durante todo el Arqueano y parte del Paleoproterozoico (Figura
1.4a) (Van Kranendonk et al. 2012; Lyons et al. 2014).

El Arqueano guarda indiscutiblemente una de las memorias de mayor trascendencia en la
evolucion del planeta Tierra: el surgimiento de la vida. Pese a que atin se desconoce la edad
de origen de las primeras células, muy posiblemente la vida surgié durante el Eoarqueano
(Pearce et al. 2018), o incluso antes (Bell et al. 2015). La vida emergié a partir de un
ambiente inorgénico mediante un proceso de evoluciéon quimica, a través de una transicion
de un posible mundo de RNA a un mundo de DNA, RNA y proteinas (Delaye y Becerra,
2012). Toda la vida actual proviene de un mismo origen, siendo el ultimo ancestro comun
(LUCA) una poblacion primitiva anterior a la diversificacion de los dominios Bacteria y
Archaea (Gilbert, 1986; Delaye y Becerra, 2012). La evidencia fosil es escasa (Lepot, 2020)
y los sitios posibles de quimica prebidtica, formaciéon y evolucion temprana de los sistemas
celulares atin son altamente debatidos; entre los sitios de mayor estudio se encuentran las
ventilas hidrotermales submarinas y las pozas hidrotermales subaéreas (Sojo et al. 2016;
Damer y Deamer, 2020). En las Secciones 2.2, 2.3, 3.1 se profundizan algunos aspectos
particulares del origen y evolucion de la vida.

1.1.2. El Gran Evento Oxidativo

Durante la primera mitad de la historia de la Tierra, el oxigeno molecular en la atmosfera
tenia una proporcion menor al 0.001 % respecto a los niveles actuales (PAL) (i.e., 21 % de
la composicion atmosférica moderna). Asi, el primer gran aumento (~1.0% PAL) en la
concentracion de oxigeno atmosférico fue durante el Paleoproterozoico, entre los 2300-2100
Ma (Figura 1.3) (Lyons et al. 2014). A esta transicion no puntual se le conoce como el Gran
Evento Oxidativo (GOE). El agente causal de dicha acumulacion de oxigeno fue la fotosintesis
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oxigénica efectuada por las cianobacterias que, en palabras de la Dra. Valeria Souza, burbuja
a burbuja transformaron el planeta por completo (Souza y Eguiarte, 2018). Sin embargo,
muy posiblemente la fotosintesis oxigénica surgié al menos 300 Ma previo al GOE (Lyons
et al. 2014; Lepot, 2020), y pareciera contraintuitivo la correspondencia temporal entre estos
dos fenémenos. La razon por la cual la acumulacion de Oy en la atmosfera se viera limitada
por varios millones de afios posiblemente refleja la existencia de reservorios/sumideros con
afinidad a ser oxidados (e.g iones de Fe) (Stanley y Luczaj, 2015); no obstante, previo al
GOE, pequenos pulsos temporales de oxigenacion global o hot spots de oxigenacion a nivel
local se han reconocido bajo el nombre de “exhalaciones de oxigeno” (Lyons et al. 2014; Lepot,
2020). La evidencia de la oxigenacion permanente del planeta consiste en la desaparicion de
las senales de fraccionamiento independiente de masa de is6topos de azufre (indicador de la
aparicion de ozono atmosférico), la precipitacion de formaciones de hierro (FI), precipitacion
e intemperismo de minerales de sulfuros, entre otros (Van Kranendonk et al. 2012; Lyons et al.
2014). Recientemente, se evalia que la oxigenacion permanente ocurrié 200 Ma posterior al
GOE (Poulton et al. 2021).

Si bien la fuente de oxigeno molecular esta indiscutiblemente asociada a la bidsfera, la acu-
mulacion de este gas en la atmosfera fue promovido por una retroalimentaciéon positiva por
parte de la geosfera. Durante el periodo de 2420-2250 Ma, se muestra en el registro geolégico
una disminucién en la actividad magmatica, posiblemente asociado al enfriamiento del man-
to (Van Kranendonk et al. 2012). Asi, el reducido consumo de Oq en la oxidacion de gases de
efecto invernadero tal como el metano (CHy) permitiria la acumulacion de oxigeno atmosféri-
co. Con un Sol débil de apenas 70-80 % de la luminosidad actual, la primera glaciaciéon global
o evento Tierra bola de nieve, denominada glaciacion Huroniana, coincide subsecuentemente
con el incremento apreciable de O, atmosférico (Kopp et al. 2005; Van Kranendonk et al.
2012; Lyons et al. 2014).

1.1.3. Hacia la Base el Fanerozoico: El Proterozoico

El GOE, aunque se considera actualmente un evento no puntual, coincide grosso modo tem-
poralmente con el fin del Arqueano y el comienzo del Proterozoico; un limite establecido
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Figura 1.3: Evolucién del contenido de oxigeno atmosférico a través del tiempo. El eje derecho muestra la
presion parcial de Os respecto a niveles atmosféricos presentes (PAL). El eje izquierdo muestra la presion
parcial de O2 en escala logaritmica. La curva roja muestra la vision clasica en la evolucién atmosférica.
La curva azul muestra un modelo emergente, mostrando posibles exhalaciones de Oy previo al GOE e
incertidumbres asociadas a las transiciones mayores (GOE y NOE). Imagen modificada: Lyons et al. (2014)
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por cambios sustanciales en la tectonica global (Van Kranendonk et al. 2012; Lyons et al.
2014). Los niveles atmosféricos durante el Proterozoico presentaron dindmicamente incre-
mentos y decrementos, siendo la excursion Lomagundi-Jatuli el pulso de aumento de Oy mas
importante, con anomalias de §'3C asociadas a enterramiento de materia organica y, por
tanto, intemperismo de la corteza que proveeria a los océanos de nutrientes limitantes para
la biosfera (Lyons et al. 2014).

Si bien la atmosfera sufrié una oxidaciéon considerable durante el GOE que esta se equilibrara
con el océano tomd un tiempo considerable del Proterozoico. El océano de Canfield (Canfi-
eld, 1998; Canfield, 2005) es un modelo que sugiere que el océano del Mesoproterozoico era
estratificado, con una capa superficial oxigenada y euxinia prevalente en aguas profundas
debido al reservorio aumentado de HyS (Figura 1.4b) (Van Kranendonk et al. 2012). Este
incremento en el reservorio de HyS refleja el aumento en el flujo de sulfato al océano de-
bido al aumento del intemperismo de rocas continentales; consecuentemente, estos sulfatos
experimentarian reduccion desasimilatoria microbiana para generar HoS (Van Kranendonk
et al. 2012). Posterior a los 500 Ma, el océano adquiere el estado redox que mantiene hasta
la actualidad (Figura 1.4c), con eventos puntuales de euxinia durante el Fanerozoico (Lepot,
2020). Este modelo ha sido objeto de discusion, posiblemente la euxinia no fue extendida
hacia todo el océano profundo, sino hacia zonas marginales de las cuencas oceanicas a nivel
local (Lyons et al. 2014).

Durante el Proterozoico, los niveles de oxigeno atmosférico oscilarian entre el 8-15% PAL
(Van Kranendonk et al. 2012) hasta el evento oxidativo del Neoproterozoico (NOE) (Figura
1.3), donde se alcanzan niveles similares a los actuales (Och y Shields-Zhou, 2012). Asociado
a lo anterior, el Neoproterozoico se caracteriza por presentar multiples eventos de glacia-
cion global, de las cuales destaca la glaciacion Sturtiana y la glaciacion Marianoana (Van
Kranendonk et al. 2012).

El Proterozoico fue testigo de un evento tnico en la evolucién de la vida, el origen de los
eucariontes; posiblemente, este evento fue consecuencia de estrés oxidativo inducido por el
GOE cercano a la excursion Lomagundi (Van Kranendonk et al. 2012). La multicelularidad
y el surgimiento de los metazoarios ocurren hacia finales del Neoproterozoico, posiblemente
debido a las innovaciones genéticas asociadas al poder oxidativo del oxigeno (Seccién 2.3) y
al intemperismo glaciar de fosforitas (Van Kranendonk et al. 2012).

1.2. Transiciones en la Biodisponibilidad de Metales a lo
largo del Tiempo Geolégico

Como se explora a detalle en el capitulo 2, Los metales traza son cruciales en la vida actual y
posiblemente reflejan en cierto grado las condiciones geoquimicas en las cuales esta se origind
y evolucioné (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Los cambios en el estado redox de
los océanos durante el Precambrico influenciaron fuertemente la solubilidad y, por tanto,
la biodisponibilidad de diversos metales traza importantes en los sistemas biologicos. Es
reconocido que los iones metalicos més utilizados por los sistemas bioldgicos son aquellos que
se encuentran facilmente disponibles en el ambiente con una concentracion de al menos 1 nM



Capitulo 1. La Evolucion del Planeta Tierra y sus Metales 9

Flujo de Corg —_—

Margen Océano

abierto

Flujo de Cojg —————>

Figura 1.4: Evolucién de la estructura redox del océano. a) Océano Arqueano, b) océano Proterozoico
temprano/medio, ¢) océano Proterozoico tardio/Fanerozoico. Los recuadros muestran perfiles de Oy (azul),
HsS (verde) y Fe?T (rojo); también se muestra el flujo de C organico en direcciéon costa afuera y su impacto
en el perfil redox en la columna de agua. Flechas dobles muestran expansion/contraccion de condiciones
ferruginosas/sulfidicas en zonas de alta productividad océanica (i.e., hacia los margenes/costas). Imagen
modificada: Lyons et al. (2014)
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Figura 1.5: Transiciones en la concentracién de metales de interés para este estudio a través de cambios
en la quimica redox en el océano. En la figura se muestra una perspectiva actual integrada por el registro
sedimentario, el modelado geoquimico y la filogenémica comparada. Imagen modificada: Robbins, Lalonde,
Planavsky et al. (2016)

(Belmonte y Mansy, 2016). Bajo este esquema, acotar la concentracion de metales traza en la
geoquimica acuética a lo largo del tiempo geologico resulta imprescindible para comprender
los factores que han moldeado la estequiometria elemental en los sistemas bioldgicos.

Para inferir la biodisponibilidad de los metales a lo largo del tiempo, se han empleado dos
aproximaciones relevantes. Por una parte, a través de filogenémica comparada, se han evalua-
do firmas biogeoquimicas en miiltiples genomas microbianos para evaluar la distribucion de
metaloproteinas a lo largo del tiempo geoldgico, infiriendo la concentraciéon paleomarina de
elementos traza (Zerkle et al. 2005). Por otra parte, desde una aproximacion de las ciencias
de la Tierra, es posible conocer la geoquimica paleomarina y sus condiciones redox a través
del modelado geoquimico y del registro sedimentario precambrico de formaciones de hierro
(FI), lutitas negras, pirita sedimentaria, y carbonatos. En el resto del capitulo, se desglosa
lo comprendido hasta el momento sobre la biodisponibilidad a lo largo de la historia de la
Tierra para algunos de los metales més relevantes en los sistemas biolégicos y de los cuales
se enfoca el presente trabajo. En la Figura 1.5 se muestra un resumen actual de las concen-
traciones de metales traza en el océano primitivo y moderno segin el registro sedimentario,
modelado geoquimico y filogenémica comparada.

1.2.1. Hierro

El hierro (Fe) posiblemente es el ion metalico que ha experimentado las transiciones de
solubilidad en agua marina mas dramaticas. El ejemplo macroscopico mas evidente de dichas
transiciones son los depositos masivos de formaciones de hierro bandeado (BIF) previo a los
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1800 Ma y su posterior desaparicién en el registro geoldgico debido a la escasez de Fet? en
los océanos modernos debido a la oxigenacion del sistema océano-atmosfera (Bekker et al.
2013). En los océanos oxigenados, el Fe?" es oxidado a Fe*, que a su vez reacciona con OH~
para formar oxihidroxidos de hierro insolubles. De forma similar, en un esquema de océano
de Canfield (i.e., en condiciones de euxinia), la reaccion de Fe?t con H,S genera sulfuros de
hierro insolubles (Canfield, 1998; Anbar, 2008). Asi, el hierro es un elemento limitante tanto
para el océano oxigenado como en condiciones de euxinia extensa (~107° M y ~10~7 M
respectivamente). Por el contrario, durante el Arqueano, el océano se encontraba desprovisto
de O, disuelto y, por lo tanto, el hierro era abundante en forma de complejos de Fe** (~107°
M) (Anbar, 2008). En cuencas anoxicas modernas se observan usualmente concentraciones
altas de Fe que disminuyen hacia la superficie en conjunto con Mn, Co y HsS, reflejando
en cierto grado la biodisponibilidad de metales en un océano Arqueano/Paleoproterozoico
(Saito et al. 2003; Busigny et al. 2014).

Mediante iso6topos de hierro y otros metales es posible conocer el estado redox de la quimica
marina antigua y el comportamiento de Fe en dichos reservorios (Rouxel et al. 2005). Los
isotopos de hierro muestran que las Fe del Arqueano y Paleoproterozoico son abundantes
en Fe isotopicamente pesado, mientras que las Fe del resto del Proterozoico y Fanerozoico
son abundantes en 6xidos de hierro (Planavsky et al. 2012). A través de un estudio de FI
arqueanas metamorfoseadas, (Dolega, 2018) identifican que la fuente principal de suministro
de hierro y silice al océano arqueano son las ventilas hidrotermales. Adicionalmente, a través
de is6topos de Ce, Y /Ho y Cr, se sugiere que el ambiente de formacion de las FI era anoxico
(Dolega, 2018).

1.2.2. Molibdeno

El molibdeno (Mo) es un metal de transicion que se encuentra en una diversidad de minerales
de la clase de los sulfuros y es suministrado a los océanos principalmente por el intemperismo
oxidativo de la corteza continental. En aguas oxigenadas, el Mo es conservado en disolucion, y
en los océanos modernos es el metal de transicion de mayor abundancia (~150 nM) (Robbins,
Lalonde, Planavsky et al. 2016). Por el contrario, el Mo es removido en aguas con HyS
en altas concentraciones (produccion de particulas reactivas de tiomolibdatos), siendo un
elemento biolimitante durante el Proterozoico (~1078 M). De la misma forma, el Mo tendria
concentraciones limitantes en un océano arqueano ferruginoso (~10~2 M) con posibles pulsos
de exhalaciones de Oy (Anbar y Knoll, 2002; Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016).

Scott, Lyons et al. (2008) identifican dos etapas de incrementos en las concentraciones de Mo
en lutitas negras, relacionados directamente con incrementos en la concentracion de oxigeno
atmosférico. Se muestra un limite difuso a los ~2000 Ma que corresponde a un incremento
inicial en las tasas de Mo/TCO (Total de Carbono Organico) seguidas del GOE, siendo re-
sultado probable de un incremento en el aporte fluvial de Mo acoplado con la oxigenaciéon
de la superficie del océano (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). subsecuentemente, se
muestran decrementos en Mo asociados a euxinia global, y a los ~551 Ma se muestra un
segundo pulso, muy definido, que coincide con el incremento en la oxigenacion planetaria ha-
cia el Neoproterozoico tardio (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Los registros de Mo
en pirita sinsedimentaria/de diagénesis temprana muestran patrones similares a aquellos de
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las lutitas negras, con eventos de incremento en la concentracion de Mo hace ~660-800 Ma,
que pueden atribuirse a pulsos transitorios (Large, Halpin, Danyushevsky et al. 2014; Large,
Halpin, Lounejeva et al. 2015). Se ha sugerido que las tasas de Mo/TCO en lutitas negras
del Proterozoico son consistentes con un reservorio de Mo que corresponde a un 10-20 % al
del océano moderno, donde no necesariamente se desarrollaron condiciones de euxinia global
(Scott, Lyons et al. 2008). Esto implicaria que el reservorio de Mo en el Proterozoico se
encontraba cerca de concentraciones biolimitantes para las cianobacterias fijadoras de nitro-
geno (diazotrofas) (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Boyd et al. (2011) sugieren una
correlacion entre el surgimiento de las nitrogenasas de Mo-Fe y la creciente concentracion
de Mo en aguas marinas alrededor del GOE (para méas informacion sobre las nitrogenasas,
ir al capitulo 2). Sin embargo, se han reportado registros sedimentarios fluviales y marinos
de una suite de rocas de 3200 Ma cuya composicion isotopica de nitrogeno (6'°N) apuntan
claramente a un origen biogénico empleando nitrogenasas de Mo, sugiriendo un origen re-
lativamente temprano para estas enzimas (Stiicken et al. 2015). Los registros sedimentarios
son consistentes con un origen temprano para las nitrogenasas de Mo, seguido de un periodo
de limitacion en la fijacién de nitrogeno debido a un océano Proterozoico deficiente en Mo
(Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016).

1.2.3. Niquel

Estudios iniciales de modelado geoquimico (Saito et al. 2003) y genémica comparada (Zerkle
et al. 2005) sugieren una concentracion constante de niquel (Ni) (~1078-10""M) en el agua
marina desde el Arqueano hasta el océano moderno, como consecuencia de una respuesta
conservativa del Ni ante distintas condiciones redox.

Sin embargo, Konhauser, Pecoits et al. (2009) y Konhauser, Robbins et al. (2015) analizan
los contenidos de Ni en FI a lo largo del tiempo geologico, sugiriendo un decremento de méas
de la mitad del reservorio paleomarino de Ni (estimados de 400 nM a << 200 nM de Ni)
entre los 2700 y 2500 Ma (incluso poco después de 2450 Ma) (Robbins, Lalonde, Planavsky
et al. 2016). Konhauser, Pecoits et al. (2009) denominan a este evento como “La hambruna
de niquel”, debido al impacto del cambio en biodisponibilidad de Ni sobre las comunidades
metanogénicas (para mayor informacion sobre el impacto el Ni en metanogenas, ir a la sec-
cion 2.1.3) (Konhauser, Pecoits et al. 2009; Konhauser, Robbins et al. 2015). Se atribuye
este decremento en el reservorio paleomarino de Ni al enfriamiento del manto terrestre y, en
consecuencia, la disminucion en la frecuencia de erupciones ultramaficas (i.e., una disminu-
cion de komatitas). Asi, se limit6 el intemperismo de rocas ultraméficas (ricas en Ni) y con
ello la biodisponibilidad de Ni (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Adicionalmente,
Rothman et al. 2014 correlacionan los eventos de derrames de basalto siberianos (cca. 252.8
Ma) con un incremento transitorio del reservorio de Ni y, en consecuencia, la estimulacion
de flujos de metano en el sistema océano-atmosfera, intensificando la extincion masiva del
Pérmico-Triasico (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016).



Capitulo 1. La Evolucion del Planeta Tierra y sus Metales 13

1.2.4. Zinc

El zinc (Zn) también ha sido objeto de estudio en el registro sedimentario. Los modelados
geoquimicos sugieren un incremento en el reservorio de Zn con la transicion de un océano ano-
xico (~107* M) a uno con posible euxinia extensa (~10717 M) y hacia un océano oxigenado
(~107®) (Saito et al. 2003). Sin embargo, recientemente se ha reevaluado las concentraciones
paleomarinas de Zn a lo largo del tiempo geologico a través del registro sedimentario.

Por una parte, mediante el anélisis de lutitas negras, Scott, Planavsky et al. (2013) no
encuentran evidencia significativa sobre un reservorio empobrecido de Zn en el Precambrico,
sugiriendo, por el contrario, una concentracion relativamente constante a lo largo del tiempo
(Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Consistentemente, Robbins, Lalonde, Saito et al.
(2013) encuentran enriquecimientos de Zn en FI que apuntan a concentraciones constantes
a lo largo del tiempo. El estudio de isdétopos estables de Zn en el registro de carbonatos
tiene el potencial de generar inferencias en la productividad, asi como generar relaciones
sobre fuentes y sumideros de Zn (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Méas estudios de
carbonatos revelaran el potencial y limitaciones de estas herramientas.

De esta manera, es posible que los modelados geoquimicos sobreestimen la complejacion de
Zn con sulfuros en medio acuoso, (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Asi mismo,
resulta contradictorio este comportamiento, pues en ciertos sitios andxicos, como el lago
jellyfish, Palau, la concentraciéon total de Zn aumenta en funcion de la profundidad debido a
la complejacion de Zn con sulfuros (Landing et al. 1991; Dierssen et al. 2001). Adicionalmente,
Robbins, Lalonde, Saito et al. (2013) proponen incrementos en el flujo hidrotermal asociado
con un incremento en el transporte de Zn, lo que conservaria un reservorio de este metal
constante desde el Precambrico (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Otro motivo que
intensifico esta vision en la biolimitacién de Zn, se debe a que se hipotetizaba que el Zn*?
era la inica especie quimica en la que el Zn se podia incorporar a los sistemas biol6gicos. Sin
embargo, la mayoria del Zn en las aguas superficiales oceanicas (90-98 %) se encuentra en
complejos con ligandos organicos. Recientemente, se ha demostrado no solo que el Zn puede
incorporarse cuando este se encuentra en forma de complejos orgénicos, sino que este tipo
de especies quimicas favorecen las tasas de incorporacion de Zn (en fitoplancton) (Robbins,
Lalonde, Planavsky et al. 2016).

1.2.5. Cobalto

Trabajos de modelado geoquimico de Saito et al. (2003) apuntan a que las concentraciones
de cobalto (Co) permanecieron relativamente altas durante el Arqueano (~10"% M) para
disminuir durante el Proterozoico (océano de Canfield, ~107!° M) y subsecuentemente en el
Neoproterozoico (Seguido de los pulsos de oxigenacion del NOE, <1071 M).

Condiciones de anoxia conservan al Co en soluciéon y, por lo tanto, aumentando su tiempo
de residencia en océanos anoxicos comparado con océanos oxigenados (Robbins, Lalonde,
Planavsky et al. 2016). Este esquema se ve reflejado en el Lago Matano, Célebes Meridional,
Indonesia, donde las concentraciones de Co son altas en la profundidad del lago (aguas
ferruginosas, anoxicas) en comparacion con las aguas superficiales (oxigenadas) (Crowe et al.
2008). Sin embargo, el empleo de Co en los sistemas biologicos ha incrementado a lo largo
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del tiempo, posiblemente debido a la presencia de ligandos de Co que complejan a este metal
en medio acuoso. Se sugiere que un alto grado de complejacion del cobalto puede favorecer el

florecimiento de cianobacterias sobre algas eucariontes (Robbins, Lalonde, Planavsky et al.
2016).

A través del registro de pirita sedimentaria, FI, y lutitas euxinicas, Swanner et al. (2014)
sugieren una expansion en el reservorio paleomarino de Co alrededor de 2800 y 1800 Ma.
Esta expansion del reservorio de Co podria coincidir con un incremento en la actividad de
plumas mantélicas y, por tanto, flujos hidrotermales incrementados. A su vez, esta expansion
resulta coincidente de forma general con un incremento de genes que ligan Co (David y Alm,
2011).

1.2.6. Cobre

El cobre (Cu), similar a otros metales traza, es incorporado al océano mediante intemperismo
oxidativo, particularmente, de minerales de sulfuros (Moore et al. 2017). Al igual que el Zn,
a través de modelado geoquimico se infiere que el reservorio de Cu era limitado durante el
Arqueano anoxico y ferruginoso (~1072* M) y atn més (~1072* M) durante el Mesoprote-
rozoico debido a euxinia ocednica expandida (Saito et al. 2003), con un abrupto incremento
posterior a la oxigenacion océanica (~1072 M).

A través del estudio de enriquecimientos de Cu autigénicos en formaciones de hierro ban-
deado (BIF) y lutitas negras, Fru et al. (2016) identifican un reservorio paleomarino de Cu
relativamente constante desde el Precambrico. No obstante, existen variaciones isotopicas en
el registro de lutitas negras asociadas a variaciones en fuentes/sumideros de Cu (Robbins,
Lalonde, Planavsky et al. 2016). Por otra parte, el secuestro preferencial de °Cu por éxidos
de hierro genera un enriquecimiento en %3Cu en el agua marina, que posteriormente seria in-
corporada a la biomasa del plancton y, eventualmente, generarfan enriquecimientos de %3Cu
en lutitas negras (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016). Este esquema se veria trans-
formado posterior al GOE, pues el intemperismo oxidativo de los continentes aumentaria el
flujo de °Cu e incrementaria la concentracion de Cu(II) disuelto en los océanos.

Zerkle et al. (2005) destacan la expansion en el uso de Cu en metaloenzimas posterior a
la oxigenacion del sistema océano-atmosfera durante el Neoproterozoico. Sugiriendo como
factor causal la expansion del reservorio de Cu. Asi, por la relevancia de este metal traza
en la desnitrificacion (y otras rutas del metabolismo del N, ver Seccion 2.3), el ciclo del N
permaneceria incompleto. En consecuencia, habria una acumulacion de NoO con impacto
en el clima a nivel global (Robbins, Lalonde, Planavsky et al. 2016; Buick, 2007). Sin em-
bargo, los resultados de Fru et al. (2016) no son consistentes con las hipotesis expuestas
con anterioridad, pues un reservorio de Cu constante (y, por tanto, concentraciones de Cu
biodisponibles) mantendria un ciclo del N estable desde el Precambrico (Robbins, Lalon-
de, Planavsky et al. 2016). Recientemente, mediante el registro de metales traza en pirita
muestra concentraciones relativamente altas de Cu durante el Arqueano y Paleoproterozoi-
co, disminuciones marcadas durante el Paleoproterozoico-Mesoproterozoico y un subsecuente
durante el Neoproterozoico y Cambrico (Mukherjee y Large, 2020).

Una mayor comprension del comportamiento de Cu en cuanto a su abundancia y distribucion
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de is6topos estables en respuesta a cambios en el estado redox ocednico permitird en los
proximos anos tener un esquema mas cohesivo. En general, el esquema de un aumento del
uso de cobre debido a una expansion en el reservorio del mismo es una vision compartida
entre la comunidad cientifica hasta la actualidad (Khademian e Imlay, 2021).

1.2.7. Tungsteno

Aunque atin es necesario un andlisis exhaustivo del tungsteno (W) en el registro sedimentario,
se conocen algunos patrones de su biodisponibilidad a través del tiempo.

Mediante el registro de pirita, se identifican altas concentraciones de W en la quimica acuética
del Arqueano (Mukherjee y Large, 2020). Por el contrario, los registros de FI y lutitas negras
muestran incrementos de W entre ~2300-2150 Ma y ~1100-800 Ma con niveles cercanos a
los de la corteza en distintos momentos en la historia de la Tierra, incluyendo el Arqueano
(Partin et al. 2016). Actualmente, el W se encuentra presente en aguas oxigenadas en forma
de WO3 ™, un oxianién estable y soluble (Partin et al. 2016). Sin embargo, el W forma a
su vez W(OH)g que precipita en acidos diluidos; posiblemente, esto explique la sustancial
disminucion de W soluble respecto al Mo en condiciones oxicas (Williams, 1997).
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Capitulo 2

Interacciones Bioinorganicas a través de
los Eones

2.1. La Quimica de la Vida: El Metaloma

La vida en la Tierra esta constituida por un conjunto de elementos quimicos esenciales pa-
ra la construccion, sostén y reproduccion de todos los sistemas celulares y subcelulares. La
mayor parte de la biomasa esta constituida por carbono (C) (50 % en peso seco), hidrogeno
(H) y oxigeno (O) (combinados, 25 %), nitrogeno (N) (13 %), fosforo (P) y azufre (S) (en
conjunto, <5 %) (Madigan et al. 2019; Kacar et al. 2021). Adicionalmente, y en cantidades
traza, la vida requiere elementos tales como el hierro (Fe), cobalto (Co), niquel (Ni), cobre
(Cu), zinc (Zn), entre otros, cuyas funciones son imprescindibles en el crecimiento, desarrollo
y metabolismo de los organismos, en entidades y procesos tales como cofactores, catalizado-
res redox, senializacion celular, estabilizacion estructural entre otras funciones (Figura 2.1)
(Kacar et al. 2021; Zhang, Ying et al. 2019).

Al conjunto intracelular de iones metélicos, metaloproteinas, metaloenzimas y biomoléculas
que contienen metales se le conoce como metaloma (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying
et al. 2019). Aunque presente en cantidades traza, la importancia del metaloma en los sis-
temas celulares puede visualizarse directamente en el metaloproteoma, pues se estima que
entre el 30 % y 50 % de todas las proteinas son metaloproteinas (Belmonte y Mansy, 2016).
A continuacién, se presenta una breve revision de algunos de los metales empleados en los
sistemas celulares modernos y sus funciones principales. En la tabla 2.1 se muestran algunas
familias de proteinas de dichos metales.
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Grupo —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Iierlodo Esenciales para todos los organismos
1 1 Cationes/aniones esenciales 2
H Metales traza, algunos esenciales =
3 4 . . .. 5 6 7 8 9 10
2| Li | Be Utilizados en funciones especializadas B C NIl o F | Ne
11 2 No esenciales, metabolizados 3 @ 15| 16| 17| 18
3| Na| Mg No esenciales, no metabolizados Al |Si|P|S|Cl|Ar
19 20 21 22 3 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
4 K|Ca|Sc|Ti|V |Cr(Mn|Fe|Co| Ni |[Cu|Zn|Ga| Ge| As | Se | Br | Kr
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 54
S5(Rb|Sr| Y|[Zr|Nb|(Mo|Tc |Ru|Rh|Pd|[Ag|Cd| }n [ Sn|[Sb| Te| I | Xe
55 56 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86
6|Cs|BafLu|Hf |Ta| W|Re|Os| Ir| Pt |Au|Hg| Tl | Pb| Bi [ Po| At | Rn
57 58 59 60
7 La| Ce| Pr | Nd

Figura 2.1: Tabla periédica de los elementos, sefialando su papel en los sistemas biologicos. Notese los
metales traza, donde la gran mayoria de ellos son esenciales para los organismos. Imagen modificada de:

Madigan et al. (2019)

Tabla 2.1: Lista de familias/miembros de metaloproteinas para ciertos metales de transicion
en procariontes y eucariontes. Modificada de Zhang y Zheng (2020).

Metal

Procariontes Eucariontes
Fotosistema I
Rubredoxina Fotosistema I
Aconitasa Aconitasa
Ferredoxina Peroxidasas
Hidrogenasa Citocromo P450
Fe Peroxidasas Citocromo c oxidasa
Citocromo P450 Citocromo ¢ oxidasa mitocondrial (mtCcOs)
Citocromo ¢ oxidasa Ribonucle6tido reductasa
Ribonucleétido reductasa de cluster dihierro-oxigeno clase I
de cluster dihierro-oxigeno clase I Ribonucledtido reductasa
Ribonucledtido reductasa de cluster Fe-S clase IIT
de cluster Fe-S clase III
DNA polimerasa familia beta
DNA primasa Miembros de alcohol deshidrogenasa
RNA polimerasa subunidad N Miembros de carboxipeptidasa
Superoxido dismutasa Cu-Zn Miembros de anhidrasa carbénica
Metionina aminopeptidasa Dedos de Zinc:
7Zn Miembros de proteasas CisoHiso
Miembros de deacetilasas Nudillo

Miembros de lactamasas
Miembros de metalofosfatasas
Miembros de aminoacil-tRNA sintetasas
Dedo de Zn Ros CisyHiso

Listéon de Zn
Clave de Sol
ZHQ/CiS@
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Table 2.1 continuacién

Metal Procariontes

Eucariontes

Citocromo c oxidasa subunidad I
Citocromo c¢ oxidasa subunidad II
Plastocianina
Superoxido dismutasa Cu-Zn
Oxidasa multicobre
Tirosinasa

Cu Azurina
Rusticianina
Nitrosocianina
Oxido nitroso reductasa
Nitrito reductasa
NADH deshidrogenasa 2
Metano monooxigenasa particulada

Citocromo ¢ oxidasa subunidad I
Citocromo c¢ oxidasa subunidad II
Plastocianina
Cu-Zn superoéxido dismutasa
Oxidasa multicobre
Tirosinasa
Galactosa oxidasa
Hemocianina
Plantacianina
Peptidilglicina monooxigenasa
alpha-hidroxilante
Dopamina beta-monooxigenasa

Cnx1G

Sulfito oxidasa
Xantina oxidasa
Mo Dimetilsulféxido reductasa
Proteinas de MOSC
Nitrogenasa de Fe-Mo

Sulfito oxidasa
Xantina oxidasa
Proteinas de MOSC (mARC)

Aldehido ferredoxina oxidorreductasa
Ciertos miembros de dimetilsulféxido reductasa:
W - Formato deshidrogenasa (bacterias anaerobicas)
- Acetileno hidratasa (bacterias anaerdbicas)
- Fromilmetanofurano deshidrogenasa (metandgenas)

NA

Ureasa
Hidrogenasa Ni-Fe
Monoxido de carbono deshidrogenasa
Ni Superdxido dismutasa SodN
Acetil-CoA sintasa/decarbonilasa
Metil-CoM reductasa
Lactato racemasa

Ureasa
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Table 2.1 continuaciéon

Metal Procariontes Eucariontes

Metilmalonil-CoA mutasa
Isobutiril-CoA mutasa
Etilmalonil-CoA mutasa
Glutamato mutasa
Metilenglutarato mutasa
D-lisina 5,6-aminomutasa
Diol deshidratasa
Glicerol deshidratasa,

Etanolamina amoniaco liasa Metilmalonil-CoA mutasa
Co Ribonucleétido reductasa Ribonucleétido reductasa
dependiente de Bys clase 11 dependiente de Bys clase 11

Metionina sintasa Metionina sintasa

Metiltetrahidrometanopterina:coenzima M
metiltransferasa subunidad A
Ciertas metiltransferasas
deshalogenasa reductora dependiente de Bis
PceA/CprA
LitR/CarH/CarA
PpaA
Epoxiqueuosina reductasa

2.1.1. Proteinas Dependientes de Hierro

Comenzando por el hierro (Fe), el metal traza mas abundante para todos los seres vivos, este
metal se encuentra en la célula en estados de oxidacion +2 y +3 en iones de Fe y diversos
cofactores de Fe, convirtiéndolo en el ion metalico con la mayor diversidad de sitios de unién
a proteinas (Gladyshev y Zhang, 2013). Muchos procesos bioldgicos dependen de la presencia
de Fe, incluido procesos de respiracion, fotosintesis, metanogénesis, produccion de Hs, ciclo
de Krebs, transporte de oxigeno, fijacion de oxigeno, sintesis y reparacion de DNA (Andrews,
Robinson et al. 2003; Andrews, Norton et al. 2013). El hierro también tiene el potencial de
catalizar la produccion de especies reactivas de oxigeno, por lo que es importante un riguroso
sistema de homeostasis de Fe (Anderson, 2013).

En procariontes, particularmente bacterias, los sistemas de importe, almacén y desintoxi-
cacion de Fe estan bien caracterizados. Para el importe de hierro, se emplean queladores
férricos de alta afinidad (siderdforos) y sistemas de transporte tal como FeoAB, transporta-
dores ABC (SfuABC, SitABCD, YfeABCD, FbpABC y FutABC); la adquisicién del hierro
en patogenos estd dada por receptores transferrina y lactoferrina. El almacén de hierro pue-
de presentarse en forma de ferritinas, bacterioferritinas y proteinas Dps. La regulaciéon en la
homeostasis de hierro se encuentra en distintos grupos de bacterias, ejemplos de regulacion
son el sistema Fur, FecA-FecR-Fecl, DtxR (Andrews, Robinson et al. 2003).

Los sitios de Fe son clasificados en dos grandes clases con base en la estructura de sus co-
factores: sitios de Fe hémico y sitios de Fe no hémico. Las proteinas de Fe hémico, como su
nombre lo indica, contienen al grupo prostético hemo, un complejo de coordinacién compues-
to por una porfirina quelando un atomo de Fe. Estas proteinas cumplen con una variedad
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de funciones biolégicas, incluido el transporte de oxigeno (hemoglobinas y mioglobinas en
eucariontes), activacion de oxigeno molecular (citocromo oxidasas, catalasas, peroxidasas y
citocromo P450), catélisis enzimética, transferencia de electrones (citocromo oxidasa a, b, c),
entre otros. La mayoria de los sitios de Fe no hémico se encuentra en enzimas con actividad
oxidorreductasa, consistente con el hecho de que el Fe es el metal méas utilizado en la catélisis
redox. De los sitios de Fe no hémico, 40 % corresponden a clusters Fe-S (Gladyshev y Zhang,
2013), que consisten en atomos de Fe unidos a dtomos de S y participan en procesos fisio-
logicos fundamentales tales como metabolismo central y sintesis de DNA y proteinas. Los
clusters Fe-S mas comunes son los mononucleares, clisters Fe,Ss v clusters FesS, (Belmon-
te y Mansy, 2016). Ejemplos de proteinas Fe-S incluyen a los complejos respiratorios I-I11
de bacterias y mitocondrias, fotosistema I, ferredoxinas e hidrogenasas. Adicionalmente, a
los clusters Fe-S, otras proteinas no hémicas y no Fe-S, incluyen a las enzimas de Fe no
hémico mononucleares (catecol dioxigenasas, oxigenasas Rieske, hidroxilasas dependientes
de pterina, oxigenasas dependientes de alfa-cetoglutarato), enzimas de Fe no hémico dinu-
cleares (ribonucledtido reductasas, monooxigenasas multicomponente bacterianas, ferritinas)
(Crichton, 2016). Estudios bioinforméticos muestran que el proteoma de Fe no hémico cons-
tituye ~7 % en arqueas, ~4 % en bacterias y ~1.1 % en eucariontes. La mayoria de dichas
proteinas tienen homologos en los tres dominios de la vida (Gladyshev y Zhang, 2013).

2.1.2. Proteinas Dependientes de Zinc

El zinc (Zn) es de los metales traza de mayor importancia en los sistemas biologicos, princi-
palmente en eucariontes. En este dominio, el Zn representa el metal de mayor abundancia en
dominios proteinico seguido del Fe. Este metal se utiliza en forma de Zn(II), y esta presente
en una gran cantidad de metaolenzimas de Zn que son utilizadas en procesos involucrados en
la sintesis de DNA y RNA, al igual que multiples enzimas de todas las clases existentes (Ma-
ret, 2013). En eucariontes, el Zn es ampliamente utilizado en pequenos motivos estructurales
proteinicos denominados dedos de zinc, que fungen como agentes de senalizaciéon en procesos
nucleares (Robbins et al. 2016), asi como componente clave para proteinas estructurales y
proteinas ribosomales (Zhang, Ying et al. 2019).

Al igual que otros metales, a pesar de su importancia en los sistemas biologicos, un exceso
de Zn puede provocar citotoxicidad severa; asi, las concentraciones de Zn intracelular deben
ser reguladas a través del importe, exporte y secuestracion por metalochaperonas. En proca-
riontes, se han caracterizado sistemas de transporte ABC (ZnuABC) con alta afinidad a Zn.
Adicionalmente, el importe de Zn se realiza mediante Nramp, Mramp, ZupT, sistemas de
transporte no especificos (CorA), MgtA. En eucariontes, la superfamilia ZIP esté involucrada
en el importe de Zn al igual que ZnT-(1-4). Metalochaperonas tales como las metalotioneinas
estan presentes en eucariontes y en bacterias (particularmente cianobacterias); ejemplos de
estas incluyen SmtA, SmtB y PZP1. Los sistemas de exporte de Zn en procariontes consis-
ten en ATPasas tipo P (CadA, ZiaS y XntA) y transportadores secundarios (transenvoltura
RND, determinante czc) (Blencowe y Morby, 2003).

Las funciones de las proteinas que contienen Zn son muy diversas. En orden decreciente,
el Zn se encuentra presente en: factores de transcripcion, dedos de zinc, hidrolasas, ligasas,
proteinas de senalizacion, transferasas, proteinas de transporte/almacén, oxidorreductasas
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y liasas/isomerasas (Maret, 2013). De forma general, los sitios de zinc pueden clasificarse
en tres funciones distintas: zinc catalitico, zinc estructural y zinc regulatorio. Cabe destacar
la importancia de los pequenos motivos denominados dedos de zinc; estos estdn presentes
(casi) tnicamente en eucariontes y se caracterizan por ser sitios de union a DNA asi como
poseer interacciones de RNA-proteina y proteina-proteina (Andreini y Bertini, 2013). En
procariontes, la funcién principal de las proteinas de Zn es la catélisis enzimatica; por el
contrario, en eucariontes primordialmente se utilizan en la regulacion de la transcripcion de
DNA, y de igual forma en catalisis (Andreini y Bertini, 2013).

A diferencia de multiples metales de transicion de importancia bioldgica, existe una co-
rrelacion lineal entre el ntimero de metaloproteinas de Zn y el tamano del proteoma de los
organismos, siendo mayor en eucariontes (8.8 %) que en procariontes (5-6 %) (Andreini, Ban-
ci et al. 2006); este incremento en eucariontes se debe a un gran nimero de proteinas de Zn
involucradas en procesos de regulacion (Maret, 2013). Aproximadamente 66 % de las protei-
nas de Zn en procariontes tienen homologos en eucariontes, mientras que 75 % de las enzimas
de Zn eucariontes no tienen homologos con procariontes (Andreini, Banci et al. 2006; Maret,
2013).

2.1.3. Proteinas Dependientes de Niquel

El niquel (Ni) es un metal imprescindible en muchas enzimas procariontes. Entre sus prin-
cipales usos, se encuentra involucrado en procesos energéticos, metabolismo del N, procesos
de desintoxicacion, patogénesis, inactivacion de enzimas, peroxidacion de lipidos y en rutas
de reducciéon de carbono (metanogénesis y acetogénesis). Ademaés, el Ni es empleado en hi-
drogenasas, monoxido de carbono deshidrogenasa (CODH), y en la catalisis de la reduccion
del CO5 a CO, con la produccion de acetil CoA (Gladyshev y Zhang, 2013; Robbins et al.
2016).

En procariontes, tanto el Ni como el Co utilizan sistemas de transporte similares. En bac-
terias, el importe de estos metales es mediado principalmente por el sistema de transpor-
tadores ABC y varios transportadores secundarios; entre estos se encuentran NikABCDE,
Cbi/NikMNQO, NikKL, NiCoT, UreH, HupE /UreJ. Ademas, el operon nikABCDE y los sis-
temas NikMNQO y NiCoT presentan genes de represion (NikR) que muestran la actividad
regulatoria ante las concentraciones celulares de Ni (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying
et al. 2019). De los transportes microbianos mencionados, Cbi/NikMNQO en conjunto con
NikKL esta extensamente distribuido en diversos taxa. En eucariontes, el sistema TgMTP1
se ha reportado con potencial de acumulacion de Ni (Gladyshev y Zhang, 2013).

Enzimas estrictamente dependientes de Ni en procariontes incluyen a la ureasa (hidrolisis
de urea a CO, y amoniaco), hidrogenasas de Fe-Ni (reaccion reversible de oxidacion de Hy),
monodxido de carbono deshidrogenasa (oxidacion de CO a COq, HoO fuente de oxigeno),
metil-CoM reductasa (produccién de metano biogénico) y superoxido dismutasa SodN (des-
proporcionaciéon del superdxido). En eucariontes, la ureasa es la tinica metaloproteina de-
pendiente de Ni. En bacterias, la ureasa es la proteina con mayor distribucion, mientras que
en arqueas las hidrogenasas de Fe-Ni son méas abundantes; en arqueas es escaso (o ausente)
la ureasa.
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Analisis de genémica comparada revelan que, a excepcion de las Deltaproteobacteria y varias
especies de Methanosarcina, los metaloproteomas dependientes de Ni o Co son pequenios en
los procariontes (tipicamente 1-4 proteinas). Adicionalmente, para organismos endosimbion-
tes o parasitos intracelulares obligados existe una tendencia para una utilizacién reducida en
Ni y Co; este patron es muy similar a la utilizacion de Mo (ver Seccion 2.1.6) (Gladyshev
y Zhang, 2013). En eucariontes la utilizaciéon de Ni es mucho més restringida que en proca-
riontes; En este dominio, la ureasa es la enzima dependiente de Ni mas abundante en conjunto
con los transportadores NiCoT (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019).

2.1.4. Proteinas Dependientes de Cobalto

A pesar de ser encontrado en menor proporcion en metaloenzimas que otros metales de tran-
sicion (particularmente Fe, Zn y Cu), el cobalto (Co) es imprescindible y su esta presente
mayoritariamente en forma de cobalamina (vitamina Bis), cofactor constituido por un 4tomo
de Co dentro de un anillo de tetrapirrol denominado corrina. este cofactor es esencial en mul-
tiples metaloenzimas tales como la metionina sintasa, ribonucleétido reductasa, y anhidrasa
carbonica cambialistica (Gladyshev y Zhang, 2013; Robbins et al. 2016).

Como fue discutido en la Secciéon 2.1.3, el Co es incorporado a las células a través de trans-
portadores mayormente compartidos junto con el Ni. Dentro de los procariontes, destaca el
sistema CbiMNQO vy el potencial transportador Cht ABCDEFGX. En eucariontes, se desco-
noce a la actualidad de algtn sistema de alta afinidad a la incorporaciéon de Co, sin embargo,
se han detectado supresores de citotoxicidad a Co tal como COT1 y GRR1 (Gladyshev
y Zhang, 2013). Se sugiere que el transporte de Co es compartido junto con el transporte de
Zn y Fe (Zhang, Ying et al. 2019).

La biosintesis de vitamina By estd dada por dos vias alternativas: una ruta dependiente de
oxigeno (aerobica, de insercion de Co tardia) y una ruta independiente de oxigeno (anaero-
bica, de insercion de Co temprana) (Gladyshev y Zhang, 2013). La ruta aertbica incorpora
oxigeno molecular al macrociclo previo a la contraccion del anillo (corrina), mientras que la
ruta anaerdbica utiliza un ion de Co quelado para promover la contracciéon de anillo. Las
enzimas ChiD,CbiG,CbiK aparentemente son especificas para la ruta aerobica mientras que
CobE, CobF, CobG, CobN, CobS, CobT y CobW son especificas para la ruta anaerdbica
(Gladyshev y Zhang, 2013). Para organismos sin la capacidad de sintetizar la cobalamina
de novo, es crucial que posean mecanismos de incorporaciéon de la misma; esta funciéon se ha
descrito en el sistema BtuFCD en procariontes y las proteinas haptocorrina, factor intrinseco
y transcobalamina en eucariontes (Gladyshev y Zhang, 2013).

La cobalamina esta presente en tres clases de enzimas en procariontes basadas en las propie-
dades quimicas de dicho cofactor: isomerasa dependiente de adenosilcobalamina (rearreglos
1,2 que proceden a través de un mecanismo de radicales libres), metiltransferasa dependiente
de metilcobalamina y deshalogenasa reductora dependiente de By (esta ultima importante
en la desintoxicacion de compuestos orgénicos aroméaticos y alifaticos clorados). Dentro de
la isomerasa dependiente de adenosilcobalamina se encuentran las subclases: metilmalonil-
CoA mutasa (isomerizacion del metilmalonil-CoA a succinil-CoA), isobutiril-CoA mutasa
(rearreglo de isobutiril-CoA a n-butiril-CoA), etilmalonil-CoA mutasa (transformacion del
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etilmalonil-CoA a metilsuccinil-CoA), glutamato mutasa (isomerizacion del L-glutamato a
L-treo-metilaspartato), metilenglutarato mutasa (transformacion del 2-metilenglutarato a
(R)-3-metilaconitato), D-lisina 5,6-aminomutasa (rearreglos 1,2 del grupo amino terminal
de D-lisina y L-beta-lisina), diol/glicerol deshidratasa (eliminacion de agua del glicerol o 1,2-
propanodiol a su respectivo aldehido), etanolamina amoniaco liasa (desaminacion de etanola-
mina y 2-aminopropanol) y ribonucle6tido reductasa dependiente de By clase II (conversion
de ribonucledtidos a desoxirribonucleotidos). En cuanto a las subclases de la metiltransfera
dependiente de metilcobalamina, se reconocen, por una parte, aquellas proteinas que se unen
a sustratos sencillos tales como metanol (MtaB), aminas metiladas (MttB, MtbB, MtmB),
tioles metilados (MtsB), anillos aroméaticos metoxilados (MtvB) y metales pesados metila-
dos; por otra parte, esta la metionina sintasa (MetH) que cataliza la transferencia de metilo
del metiltetrahidrofolato a homocisteina. Finalmente, existen otras metiltransferasas depen-
dientes de cobalamina designadas como Mtx (siendo x el donador de metilo). En eucariontes
tnicamente se han identificado tres enzimas dependientes de By (tabla 2.1), sugiriendo la
restriccion del uso de Co en este dominio (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al.
2019).

Existen proteinas que utilizan al Co sin estar en forma de cobalamina; a este grupo se
les conoce como proteinas que unen a cobalto no corrinoide. Algunos ejemplos donde se
emplea el Co no corrinoide son la metionina aminopeptidasa, prolidasa, nitrilo hidratasa,
metilmalonil-CoA carboxitransferasa, aldehido descarbonilasa, glucosa isomerasa. Sin em-
bargo, estas enzimas son cambialisticas y pueden utilizar otros metales (tales como Fe, Zn,
Mn) en lugar de Co (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019).

Similar a otros metales, la distribuciéon de Co en los distintos dominios de la vida no es
homogéneo. En bacterias y eucariontes, la metionina sintasa dependiente de cobalamina es
la mas abundante. Por el contrario, en arqueas se reporta que la ribonucleétido reductasa
dependiente de B1s clase I esta mayormente distribuida. Al igual que para el Ni, la utilizacién
de Co estd mucho més restringida en eucariontes (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying
et al. 2019). Otros rasgos de la utilizaciéon de Co se mencionaron en la secciéon anterior
(Seccion 2.1.3)

2.1.5. Cuproproteinas

El cobre (Cu) consiste en un metal utilizado en cofactores involucrados en la transferencia
de electrones, captura de energia, dismutacion de superéxido, monooxigenacion, transporte
de oxigeno molecular y hierro, y otras enzimas oxidativas (sustratos organicos y metales).
Particularmente, las metaloenzimas modernas de Cu cumplen un papel importante en la
nitrificacion, desnitrificacion, oxidacion de amoniaco y fotosintesis (Gladyshev y Zhang, 2013;
Robbins et al. 2016; Zhang, Ying et al. 2019). Por otra parte, el Cu es altamente toxico en
su forma libre debido a su capacidad de producir radicales libres en el ciclado de Cu(I) y
Cu(II); debido a esto, es muy importante que los organismos que utilizan Cu controlen la
concentracion intracelular de Cu (Gladyshev y Zhang, 2013); esto es logrado a través de la
homeostasis de la incorporacion, trafico (chaperonas y ATPasas tipo P) y regulacion del Cu
(Zhang, Ying et al. 2019).
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Procesos involucrados con el trafico de Cu son requeridos para satisfacer las necesidades
celulares y para limitar la toxicidad de Cu. El importe de Cu principalmente requiere de
la coordinaciéon de proteinas que utilizan dominios que ligan a metales, mientras que la
desintoxicacion de Cu requiere la uniéon de Cu a proteinas especificas. En procariontes, los
mecanismos involucrados en el transporte y homeostasis del Cu no estan completamente
comprendidos. Para la mayoria de bacterias, no se ha identificado un sistema de importe de
Cu especifico, reflejando posiblemente que este metal no es indispensable para todos los or-
ganismos (Gladyshev y Zhang, 2013). Entre algunas proteinas relacionadas con el transporte
de Cu en procariontes se encuentran MspA, metanobactina, RopAeCopA /PacS, CusCFBA,
CutC, PcoABCDRSE (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019). En eucariontes,
la homeostasis del cobre se logra a través de transportadores de alta afinidad a Cu (Ctr)
(importe), proteinas de la familia ATP7 (exporte) (Gladyshev y Zhang, 2013).

De forma general, los centros de Cu en las proteinas pueden clasificarse en tres grupos ba-
sados en sus propiedades espectroscopicas y estructurales: Cu tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Las
cuproproteinas de Cu tipo 1 (también llamadas de Cu azul por su absorbancia alrededor
de 600 nm) estan representadas por proteinas pequenas (denominadas cupredoxinas) que
catalizan la transferencia de electrones en cadenas respiratorias y fotosintéticas de bacterias
y plantas (e.g. plastocianina, azurina, rusticianina, plantacianina); ademas, estos centros de
cobre también estan presentes en enzimas de mayor peso molecular, tal como la nitrito reduc-
tasa, y proteinas del grupo de la multicobre oxidasa encargadas del transporte de electrones
intramolecular. el centro Cuy es una variante del centro Cu tipo I y se encuentra presente
en la citocromo c¢ oxidasa (enzimas terminales en cadenas respiratorias) y en la 6xido ni-
troso reductasa (transformacion de NoO a Ny). Los centros de Cu tipo 2 estan presentes en
la superoxido dismutasa de Cu-Zn (estrés oxidativo), Cu amina oxidasa (desaminaciéon con
transformacion de O, a HyOs), peptidilglicina monooxigenasa R-hidroxilante y dopamina
beta-monooxigenasa (estas ultimas presentes principalmente en metazoarios, ambas partici-
pando en la ruptura de Oy como fuente de grupos OH). Finalmente, el grupo de proteinas
con centros de Cu 3 son la NADH deshidrogenasa 2 (funciéon antioxidante y homeostasis
de Cu), tirosinasas (pigmentacion, factores en sanacion de heridas, respuesta inmune prima-
ria), hemocianina (hemolinfa de algunos artropodos y moluscos, carreadores extracelulares
de oxigeno), metano oxigenasa particulada (oxidacion de metano a metanol en metanorofas),
Cnx1G (catalisis de la insercién de Mo en la molibdopterina) y galactosa oxidasa (oxidacion
de galactosa. Presente en hongos) (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019).

Finalmente, estudios de genémica comparada muestran que la proporcion de proteoma de
Cu es menor al 1% del proteoma total tanto en procariontes y en eucariontes. Ademas, la
distribucion del uso de Cu en los distintos dominios de la vida muestran no es homogénea;
alrededor del 80 % de bacterias utilizan Cu (con algunos phyla carentes de cuproproteinas),
mientras que en arqueas solo el 50 % parece utilizar cobre. Aparentemente, casi todos los
eucariontes (>95 %) utilizan Cu, sugiriendo una uniforme y esencial naturaleza de este metal
en este dominio (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019).
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2.1.6. Molibdoproteinas

El molibdeno (Mo) es un metal de transicién que cataliza reacciones de oxo-transferencia
en una gran cantidad de enzimas (molibdoenzimas), incluyendo el complejo enziméatico de
la nitrogenasa, la nitrato reductasa, y enzimas eucariontes para la asimilaciéon de nitrato
(Robbins et al. 2016); adicionalmente, las molibdoenzimas tienen una participacion relevante
en el metabolismo de C y S (Gladyshev y Zhang, 2013). Con excepcion del cofactor Fe-Mo
presente en la nitrogenasa, todas las molibdoenzimas utilizan este metal en forma de cofactor
de molibdeno (MoCo), que consiste en un atomo de Mo coordinado con una entidad de
piranopterina ciclica, denominada molibdopterina (Gladyshev y Zhang, 2013). La presencia
de molibdoproteinas se encuentra distribuida en préacticamente todos los organismos vivos,
incluyendo animales, plantas, hongos y bacterias (Gladyshev y Zhang, 2013).

La incorporacion de Mo se lleva a cabo mediante transportadores de alta afinidad a Mo.
En bacterias, el primer transportador de Mo identificado es el sistema de transporte Mo-
dABC consiste en ModA (proteina que liga molibdato), ModB (canal integral de membrana),
ModC (ATPasa citoplasmica); ademés, ModE es un represor del operén mod ABC (Gladyshev
y Zhang, 2013). Dos transportadores adicionales con distinta afinidad a sustrato es el Wt-
pABC (transporta tanto Mo como W) asi como PerO (familia de la permeasa). El sistema
ModABC es el sistema de transporte mas ampliamente utilizado en bacterias mientras que
WtpABC es el mas utilizado en arqueas (Zhang, Ying et al. 2019). La informacion sobre
el transporte de Mo en eucariontes es limitada; actualmente se han reconocido los siste-
mas MOT1 (miembro de la superfamilia de transportador de sulfato) y MOT2 (Gladyshev
y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019).

La biosintesis de MoCo se lleva a cabo a través de una ruta conservada evolutivamente a lo
largo de los tres dominios de la vida (Gladyshev y Zhang, 2013). esta ruta consiste en: i)
conversion de un derivado de guanosin (GTP principalmente) en piranopterina monofosfato
ciclica (¢cPMP); ii) transformacion de cPMP en molibdopterina; iii) incorporacion del metal
en el apo-cofactor; y iv) maduracién a un cofactor activo. En procariontes, las proteinas
requeridas para la biosintesis de MoCo se encuentran codificadas en los operones moa-mog.
Por el contrario, en eucariontes existen al menos seis proteinas (homologas a sus equivalentes
procariontes) involucradas en este proceso (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al.
2019). Debido a la alta inestabilidad de MoCo, este cofactor requiere ser inmediatamente
transferido a las molibdoenzimas o bien unirse a una proteina carreadora/de almacén hasta su
posterior insercion. En bacterias se han identificado chaperonas tales como NarJ y DmsD que
unen MoCo y asisten en la incorporacion del cofactor (Gladyshev y Zhang, 2013), mientras
que en eucariontes se desconocen en gran medida los mecanismos asociados al almacén y
acarreadores de MoCo (maés alla de la proteina acarreadora de MoCo, MoCo sulfurasa y
el transportador mitocondrial ABC ATM3) (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al.
2019).

Basado en la composicion de cofactores y funcién catalitica, las molibdoenzimas pueden ser
clasificadas en dos grupos: molibdoenzimas que ligan MoCo y la nitrogenasa dependiente de
Mo que contiene al cofactor Fe-Mo (Zhang, Ying et al. 2019). La nitrogenasa es indispensable
para la fijacion biologica de nitroégeno; de los cuatro tipos de nitrogenasa reconocidos, la mas
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abundante y ampliamente estudiada es aquella que utiliza el cofactor Fe-Mo. En cuanto a
aquellas molibdoenzimas que utilizan MoCo se encuentran aquellas de las familias proteinicas
de la sulfito oxidasa (transferencia de un atomo de oxigeno de o hacia un par de electrones no
pareados), xantina oxidasa (hidroxilacion oxidativa de aldehidos y heterociclos aromaéticos),
dimetilsulfoxido reductasa (la mayoria enzimas terminales de cadenas respiratorias anaero-
bicas) y algunos miembros de la aldehido ferredoxina oxidorreductasa (interconversion de
aldehidos y carboxilatos) (Gladyshev y Zhang, 2013).

Estudios de genémica comparada para la utilizaciéon de molibdeno muestran que una amplia
distribucion de genes codificantes en el transporte de Mo, biosintesis de MoCo y proteinas
que contengan Mo se encuentran cohesivamente en casi todos los organismos que utilizan
Mo (Gladyshev y Zhang, 2013; Zhang, Ying et al. 2019). Este metal es empleado en casi
todos los phyla de bacterias y arqueas, sugiriendo que la utilizacién de este metal es un
rasgo primitivo de la vida en la Tierra (Gladyshev y Zhang, 2013). Por el contrario, el Mo
es esencial para todos los animales, plantas terrestres, algas eucariontes, ciertos hongos y
estramenopilos; sin embargo, parasitos, levaduras y ciliados de vida libre han perdido este
rasgo.

2.1.7. Tungstoproteinas

El tungsteno (W) es utilizado por procariontes anaerobios primitivos, principalmente arqueas
termofilicas (Gladyshev y Zhang, 2013); hasta el momento, se desconoce que algin eucarionte
utilice tungsteno para sus funciones celulares (Basu, 2013). Debido a que pertenece al mismo
grupo quimico que el Mo (i.e., metales de transicion del grupo 6), su papel en los sistemas
biologicos es mayormente analogo al papel que juega el Mo (Robbins et al. 2016). Asimismo,
las metaloproteinas de tungsteno estédn en gran parte representadas por la familia aldehido
ferredoxina oxidorreductasa (Gladyshev y Zhang, 2013).

Como fue mencionado con anterioridad, el W presenta una alta similitud con el Mo en cuanto
a propiedades fisicoquimicas y, eventualmente, en las funciones celulares que desempenan.
Esto se ve reflejado claramente en los sistemas de transporte para incorporar W. En la Seccién
2.1.6 se planteo la afinidad diferencial a sustrato de los transportadores ModABC y WtpABC;
ambos transportadores son capaces de movilizar W al igual que Mo. Adicionalmente, se
han caracterizado a los transportadores TupABC, que muestran una alta especificidad al
transporte de W.

Debido a las similitudes fisicoquimicas entre el W y el Mo, usualmente es imposible distinguir
la utilizacion de estos dos elementos basados en anélisis de secuencias (Gladyshev y Zhang,
2013). Sin embargo, basados en estudios teoricos y experimentales, se ha intentado imple-
mentar algoritmos para distinguir entre tungstoproteinas y molibdoproteinas (Zhang, Ying
et al. 2019). El refinamiento de dichos algoritmos es imprescindible para futuros avances en
la utilizacion de W en procariontes.
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2.2. Vida que Brota de las Rocas: Los Metales en la
Emergencia de los Sistemas Celulares

El irremplazable papel que tienen los metales en la bioquimica moderna permite especular
sobre la contribuciéon que estos tuvieron en procesos prebidticos hacia la construccion de
sistemas celulares en la Tierra primitiva (Kacar et al. 2021). Adicionalmente, la dependencia
de estos iones metélicos posiblemente refleja el ambiente geologico en el cual la vida celular
emergié (Belmonte y Mansy, 2016). Dos fuentes principales de evidencia fundamentan estas
hipotesis; por una parte, la experimentacion con minerales (o iones metalicos) como catali-
zadores y estabilizadores de relevancia prebiodtica y, por otro lado, esta el estudio de sitios
activos en metaloenzimas: su semejanza con la estructura cristalina en minerales y su posible
evolucion a partir de iones libres. A continuacion se profundiza en ambos puntos.

Impulsado por pioneros como Luis Alfonso Herrera (Cleaves et al. 2014) y los reconocidos
experimentos de Stanley Miller (Miller, 1953; Miller, 1957; Miller, 1986), la creacion abiotica
de compuestos de importancia biologica fundo la abiogénesis, el esquema cientifico actual que
estudia el surgimiento de la vida a partir de lo inerte. La formaciéon de prebidtica de monoéme-
ros tales como aminoéacidos, lipidos y nucledtidos ha sido investigada a gran profundidad; en
contraste, atiin se desconoce a detalle los mecanismos prebiéticos de ensamblamiento de nu-
cledtidos y aminoacidos, semejante a la sintesis de proteinas y acidos nucleicos en organismos
actuales (Belmonte y Mansy, 2016). El desarrollo de una evoluciéon quimica en la Tierra pri-
mitiva, una transicion de creciente complejidad, guarda una intima relacién con el ambiente
fisicoquimico, particularmente en la consideracion de superficies minerales. Actualmente, se
reconocen a las superficies minerales como agentes de gran relevancia en el autoensambla-
miento de compuestos organicos sencillos hacia complejos supramoleculares (Rimola et al.
2019). Esto pudo ser logrado mediante las propiedades adsorbentes de los minerales, actuan-
do como mecanismos de concentracion, seleccion y organizacion de reactantes (Hazen, 2006)
en conjunto con actividad catalitica de sintesis y polimerizacién de aminoéacidos y nucleoti-
dos (Maurel y Leclerc, 2016); ademas, la proteccion brindada ante la actividad hidrolitica
del agua y radiacion ultravioleta (Maurel y Leclerc, 2016; Rimola et al. 2019) otorga una
mayor estabilidad molecular y, por tanto, aumentar los tiempos de vida para los cuales estos
sistemas son susceptibles a incrementar en complejidad. Algunos ejemplos de estudios acer-
ca de estabilidad y ensamblamiento molecular incluyen a la estabilidad de la guanina bajo
montmorillonita sodica (Arriaga et al. 2016); autoensamblamiento de glicina en superficies
de pirita (Cruz-Lopez et al. 2016); autoensamblamiento de histidina en sulfuros, carbonatos
y serpentinas (Madrigal-Trejo et al. 2021); entre otros (para mayor profundizacion, revisar:
Hazen y Sverjensky (2010), Maurel y Leclerc (2016) y Kitadai y Maruyama (2018))

Adicionalmente, los metales, confinados en superficies minerales o bien en forma de iones
disueltos, pudieron tener una participacion imprescindible en un metabolismo primitivo en
un posible mundo de RNA, donde las ribozimas tienen limitantes para la catalisis meta-
bolica y las proteinas cataliticas atn no toman un papel central en la biologia (Belmonte
y Mansy, 2016). Este esquema protometabolico que involucra fuertemente a los minerales
fue promovido extensamente en los trabajos de Giinter Wachtershduser (Wéchtershiuser,
1988a; Wéchtershduser, 1988b; Wachtershauser, 1990). Evidencia experimental sugiere que
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rutas clave del metabolismo central fue moldeado por iones metalicos que fungieron como
catalizadores (Belmonte y Mansy, 2016). Keller et al. (2014) muestran que la mayoria de
las reacciones en la glucolisis y en la via de las pentosas fosfato (ambas rutas de ruptura de
carbohidratos) pueden ser catalizadas por Fe?t a altas temperaturas, sugiriendo una depen-
dencia de estos iones libres en un océano ferruginoso. Adicionalmente, minerales de sulfuros
y 6xidos promueven reacciones de fijacion de nitrogeno, hidroformilacion, aminaciéon y sin-
tesis tipo Fischer-Tropsch (Hazen y Sverjensky, 2010). Como tultimo ejemplo, la fougerita
([Fe%IFegafl)012H2(7,3x)]2+-[(CO2’)-3H20]2*) en conjunto con la mackinawita niquelifera
(Fe[Ni]S) presentan propiedades que conducen energia libre y potencialmente la generacion
de protometabolismo autotrofico (reduccion de COq) en membranas/vesiculas compuestas
por estos minerales (Russell y Ponce, 2020).

Ademas del Fe, otros metales de transiciéon presentes en la bioquimica moderna también
han sido objeto de estudio en condiciones de Tierra primitiva. Minerales de Ni como la
mackiwanita niquelifera (Fe[Ni|S) (mencionada anteriormente) y la schreibersita ([Fe,Ni|;P)
presentan mecanismos de conduccion de electrones y fosforilacion respectivamente (Pasek,
2017; Russell y Ponce, 2020). El Co proveniente de rocas méficas pudo ser componente pri-
mordial en la fijacion de carbono (Moore, Hao et al. 2018). Para el caso del Cu, cianocupratos
sometidos a radiacion UV producen carbohidratos de importancia prebiotica (Todd et al.
2018). Iones de Zn(II) y superficies de ZnS catalizan reacciones que producen compuestos or-
génicos de importancia prebidtica, tal como intermediarios del ciclo de Krebs (Mulkidjanian
y Galperin, 2009; Mulkidjanian, 2009). Finalmente, la mayoria de miembros de la superfami-
lia del complejo hierro-azufre-molibdoenzima estuvieron posiblemente presentes en el altimo
ancestro comin (LUCA); aunque con menor claridad, es probable que el Mo y W tuvieran
un papel relevante en la quimica prebidtica en un ambiente hidrotermal (Schoepp-Cothenet
et al. 2012).

Como segundo punto, es notable el parecido que tienen los centros activos de algunas meta-
loenzimas contemporaneas a diversos minerales de origen natural. Recientemente, algoritmos
de comparacion estructural aplicados a cristales y sitios activos selectos muestran diversos
grados de semejanza (Figura 2.2) (Zhao et al. 2020). Algunos de estos centros metélicos son
cataliticamente activos aun al ser despojados de sus componentes organicos; esto remonta
al clasico experimento de Calvin (1959), donde se observa que iones libres de Fe*" catalizan
la dismutacion del peréxido de hidrogeno. Esta reaccion tiene un incremento de 1000 veces
cuando el Fe se coordina con porfirina, y un incremento adicional de 107 cuando esta por-
firina de hierro (grupo hemo) se coordina a la enzima catalasa (Figura 2.3). Este ejemplo
ilustra como la actividad intrinseca del centro metalico puede ser aumentada por material
codificado genéticamente (Figura 2.3) (Belmonte y Mansy, 2016). Esto puede representar no
solo un caso de evolucion a perfeccionar la actividad innata de los iones metalicos; la preva-
lencia de metaloenzimas en organismos modernos puede reflejar la dificultad a evolucionar
secuencias independientes de metales. Asi, el espacio de posibles secuencias cataliticas esta
compuesto mayoritariamente por secuencias dependientes de metales (Belmonte y Mansy,
2016). Por otro lado, desde una perspectiva top-down, los motivos estructurales y secuen-
cias de aminoécidos que coordinan iones metéalicos usualmente son altamente conservadas;
basado en esto, es posible trazar péptidos con potencial prebidtico (Nitschke et al. 2013;
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Figura 2.2: Similitud estructural entre minerales y centros metalicos de algunas metaloenzimas. Se muestra
el indice de similitud sobre las flechas. Imagen modificada: Zhao et al. (2020)

Belmonte y Mansy, 2016). Por ejemplo, una clase de proteinas Fe,S4 son coordinadas por el
motivo Cis-X-X-Cis-X-X-Cis (Nitschke et al. 2013). También, los motivos Asp-X-Asp-X-Asp
y Asp-X-X-X-X-Asp-X-Asp estan asociados con la uniéon a Mg+, Mn?*, Zn?* y Ni%*; los
aminoacidos que los componen son considerados como aminoacidos prebioticos (Belmonte
y Mansy, 2016).

2.3. Los Metales en la Evoluciéon de la Vida

Los metales han acompanado a la vida desde sus origenes (Secciéon 2.2) hasta el dia de hoy.
Sin embargo, una pregunta central es a qué grado dos factores influenciaron a la seleccion
natural de los elementos a lo largo de la historia de la Tierra: las caracteristicas fisicoquimicas
innatas de los elementos, o la funciéon de los mismos dependiente de un contexto biolégico (i.e.,
constricciones ambientales como la biodisponibilidad) que varian a lo largo del tiempo (Kacar
et al. 2021). Muy posiblemente, esta cuestion no conlleva a una respuesta dicotémica, sino en
un espectro entre ambas influencias. Fn la presente seccion, se muestra una concepcion actual
de la evolucion de los metales traza en los sistemas biologicos, inclinada hacia una perspectiva
de influencia ambiental dependiente del estado redox del sistema océano-atmosfera (Figura
2.4).

La oxigenacion del sistema océano-atmosfera fue sin duda uno de los eventos mas relevantes
en la historia de la Tierra (Seccion 1.1). Los cambios en el estado redox global del océano
y la atmosfera influenciaron draméticamente la quimica de los metales traza asi como su
biodisponibilidad (Seccion 1.2) (Dupont, Yang et al. 2006). Asi, estas transiciones en la
biodisponibilidad de metales redox sensibles (Fe, Mn, Zn, Co, entre otros) gener6 una presion
de seleccion hacia la utilizacion de estos iones, dejando vestigios en los genomas y proteomas
de organismos modernos (Dupont, Yang et al. 2006). Adicionalmente, la biodisponibilidad
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Figura 2.3: Comparacion entre estructuras que rodean a un ién metalico de Fe que catalizan la dismutacion
del HyO3. a) Fe?* hidratado, b) Fe dentro de porfirina (grupo hemo), ¢) grupo hemo dentro de la enzima
catalasa. Este modelo aplicable a otras metaloproteinas visualiza la ventaja que confieren algunos péptidos
(v estructuras organometalicas) hacia una seleccion positiva hacia la construccion de pliegues de mayor peso
molecular y mayor actividad catalitica. Imagen modificada: Belmonte y Mansy (2016)

de metales pudo ser una fuerte constriccion ambiental (o bien un detonador) a la radiacion
de los eucariontes, la evolucién de la multicelularidad, y subsecuentemente, la explosion
cambrica (Anbar y Knoll, 2002; Isson et al. 2018; Mukherjee et al. 2018). Esta hipotesis
sobre la influencia de la biodisponibilidad de metales traza en la coevolucion del ambiente y
la vida se le denominé un “puente bioinorganico” por Anbar y Knoll (2002).

En un primer estudio bioinformatico, Dupont, Yang et al. (2006) describen una correlacion
entre las abundancias de estructuras que ligan metales y el tamano del proteoma donde se
observa que estas escalan en una ley de potencias caracteristica para cada dominio de la
vida. Las diferencias en las potencias que describen las abundancias de estos metales en los
proteomas presentan un patron distinguible, sugiriendo una evoluciéon en ambientes anéxicos
y oxigenados, respectivamente, para procariontes y eucariontes (Dupont, Yang et al. 2006).
Entre las tendencias mostradas, pareciera que la vida ha seleccionado metaloproteinas de un
pool diverso de metales; sin embargo, la eleccion de un elemento conlleva a la eliminacion
de otros. Esta sustitucion de metales a lo largo de la historia evolutiva es posiblemente
la causa de las leyes de potencia observadas para los metales descritos con anterioridad
(Dupont, Butcher et al. 2010). Posteriormente, en Dupont, Butcher et al. (2010) se expande
este esquema en la generacion de filogenias de superfamilias de plegamientos (FSFs) para
dilucidar tiempos de emergencia de las mismas. Asi, en este estudio distinguen tres épocas
para la evolucion de plegamientos que ligan metales: la primera, aquellos FSFs ubicuos para
toda la vida y que, en gran medida, son catalizadores en el metabolismo moderno; la segunda,
la evolucion de estructuras proteinicas en la diversificacion de dominios y la emergencia de
los primeros linajes; y la tercera, la emergencia de arquitecturas proteinicas especificas y
ampliamente distribuidas en eucariontes. Adicionalmente, se determina que el Fe, Mn y
Mo fueron seleccionados preferencialmente por la vida primitiva, en contraste con Cu y Zn
cuya utilizacion evolucioné posterior al GOE (Dupont, Butcher et al. 2010), sugiriendo una
influencia ambiental en la utilizacion de iones metalicos.



38 Parte I. Marco Teérico

Escalade [Eo-' Paleo-  Meso- Neo- Paleo- Meso- Neo- Fanerozéico
tiempo  _ Arqueano Proterozdico
a) Fe* €O, SO% i
I ! Co, HaS H, NH;  cH, :‘ NO, Yo NOE
ﬁ T o NH; *
\.; 0.01- SO, ? 1
Q 21
= b Exhalaciones de 0, (?) ’ ; ?
0.0001= A :
[ [ 1 1 1 i 1 1
35 3.0 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Tiempo antes del presente (Ga)
. — ——  —  Redwcitndesulfao
Metabolismos
procariontes no EAALLLL Fijacion de nitrégeno

b)

fotosintéticos Y T Reduccion de hierro
rXLLLLLLLLLLLLE Metanotrofia
rXLLLLLEL Desnitrificacion
Prsnnnnnnnnnns Fotosintesis oxigénica
Produccién K? ? sussmmsmsssssssEsssEEssEssEEssEEsEEEsEEnEn Fotosintesis anoxigénica
primaria
fotosintética P oceereeeeees o Algas
Algas pardas
Plantas terrestres
Heterdtrofos FALEEEETTETY Protistas
eucariontes ”? Animales ?
IEEN ) EEEN
9] Somero ?

Profundidad | | Margenes g+ © ? 2 °? ?? | HaS ? ?
oceanica EEEN
Profundo ? k ? I ? I Fé'70,/H,S ?
1 1 1 1 1 1
35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Tiempo antes del presente (Ga)

Figura 2.4: Coevolucién de la vida y el sistema océano-atmésfera. a) Evolucion de la presién parcial de O
relativo a los niveles atmosféricos actuales (PAL). En esta se muestran posibles exhalaciones locales de O, el
Gran Evento Oxidativo (GOE) durante el Paleoproterozoico y el Evento Oxidativo del Neoroterozoico (NOE).
Se muestran también en letras grises la proporcion (a escala) de donadores y aceptores de electrones relevantes
en funcién de la oxigenaciéon planetaria. Incertidumbres de incrementos y decrementos en la concentraciéon
de Oy se indican con signos de interrogacion. b) Modelo de la evolucion temprana de la vida, destacando
algunos metabolismos de importancia evolutiva. Las lineas punteadas indican incertidumbres en el registro
sedimentario/f6sil. ¢) Reconstruccion tentativa de la evolucion de la geoquimica marina. En este modelo, la
mayoria del Arqueano estuvo dominado por un océano andxico ferruginoso con posibles exhalaciones locales
de Os. Condiciones de euxinia se formaron en méargenes oceanicos debido a la reducciéon microbiana de
sulfatos por intemperismo oxidativo de los continentes. El NOE indujo a la oxigenacién del mar profundo,
aunque pulsos locales/temporales de oxigenacion previos son posibles. Incertidumbres en el estado redox

ocednico son indicados por signos de interrogacion. Imagen modificada: Moore, Jelen et al. (2017) y Lepot
(2020)
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Otros estudios bioinformaticos particulares a ciertos metales también se han elaborado. Las
metaloproteinas primitivas de Fe fueron predominantemente con clisters Fe-S; posteriormen-
te emergieron estructuras que ligan Fe a través de anillos de porfirina o bien por enlaces de
aminoacidos (Dupont, Butcher et al. 2010). Analisis funcional de proteinas de Cu muestran
que las cuproproteinas posiblemente forman parte de una red protéica que representa un
core antiguo crucial para la homeostasis de Cu. La especiacion de los procariontes pareciera
no haber modificado sustancialmente este cuproproteoma ancestral, mientras que en euca-
riontes posiblemente se observe una expansion de proteinas de cobre al evolucionar nuevos
dominios de Cu y reusando dominios antiguos para funciones nuevas (Gladyshev y Zhang,
2013; Zhang, Ying et al. 2019). Un hallazgo importante mediante genoémica comparada es que
organismos presentes en ambientes oxigenados utilizan Cu, mientras que la mayoria de los
organismos anaerobicos no lo emplean. Adicionalmente, los cuproproteomas de organismos
aerObicos son generalmente mas grandes en comparacién con anaerobios. Estos resultados
sugieren una intima conexién entre la utilizaciéon de cobre y la disponibilidad de O, a lo
largo de la historia de la Tierra (Ridge et al. 2008; Gladyshev y Zhang, 2013). En cuanto a
Mo/W, organismos que poseen proteinas de W de la aldehido ferredoxina oxidorreductasa
aparentemente se ven favorecidos a un ambiente anaerobico. De igual forma, organismos con
nitrogenasa de Fe-Mo se inclinan a ambientes anaerdbicos y relativamente célidos (Gladyshev
y Zhang, 2013). Aparentemente, no existe una correlacion significativa entre distintos facto-
res estudiados y el tamano de los molibdoproteomas (Gladyshev y Zhang, 2013). Por tener
caracteristicas fisicoquimicas muy similares, se piensa que en un pasado las metaloprotei-
nas que ahora utilizan molibdeno empleaban W debido a su biodisponibilidad (Kacar et al.
2021). Con respecto al Ni, no se observa que el proteoma de niquel escale significativamente
en funcion del tamano del proteoma (Dupont, Butcher et al. 2010). Como fue descrito en
una seccion anterior, los patrones de distribucién de Zn en eucariontes y procariontes son
distintos. Particularmente, la mayoria de enzimas de Zn procariontes poseen homologos en
eucariontes y, por el contrario, los factores de transcripcion (que en su mayoria contienen
dedos de Zn) son préacticamente exclusivos en eucariontes. Debido a esto, pareciera ser que
las enzimas de Zn derivan de un proteoma de Zn antiguo y los factores de transcripcion de
Zn evolucionaron en organismos de mayor complejidad debido a las necesidades de regula-
cién génica, incluido procesos complejos tales como compartamentalizacion o diferenciacion
celular (Andreini y Bertini, 2013). De forma similar, la amplia homologia de proteinas de
Fe entre arqueas, bacterias y eucariontes sugiere que una gran parte del proteoma de Fe fue
heredado por el ultimo ancestro comun (Gladyshev y Zhang, 2013).

Por otra parte, vestigios en los genomas de organismos actuales revelan la participacion
de los metales en la diversificacion metabolica durante los eones Arqueano y Proterozoi-
co. David y Alm (2011) encuentran un pulso de innovacion genética hace 3.33-2.85 Ga que
da lugar al 27 % de las familias génicas modernas; anéalisis funcional de genes que se ori-
ginaron durante este evento muestran estar involucrados en el transporte de electrones y
rutas respiratorias, utilizando metales redox sensibles asi como un creciente uso de oxigeno
molecular. Esta coordinada emergencia de proteinas con capacidad de transferir electrones
aumento el ntimero de potenciales nichos ecologicos para los nacientes linajes de bacterias
y arqueas (Figura 2.4)(Dupont, Butcher et al. 2010). A manera de recapitulacion, la reduc-
cion /dismutacion de azufre y sulfato (catalizadas por metaloproteinas de Fe-S, hemo, iones
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de Fe ligados con aminoécidos) consiste en uno de los metabolismos clave del Paleoarqueano
junto con la metanogénesis (Fe, Ni, Mo/W) y la fotosintesis anoxigénica (Fe, Mg). Estos
metabolismos conformaron el core inicial de una red global de transferencia de electrones a
partir de la cual, ha experimentado adiciones debido a innovaciones metabolicas. Posterior
a la expansion génica del Arqueano, el surgimiento de la fotosintesis oxigénica (Fe, Mn, Mg)
y sus impactos en la atmosfera y océano terrestre provocaron posiblemente la emergencia
de la oxidacion de metano (Fe, Cu), fijacion de nitrogeno (Fe, Mo, V), nitrificacion y des-
nitrificacion (ambas catalizadas por Fe, Mo, Cu) (Moore, Jelen et al. 2017). Una revision
de las evidencias isotopicas sobre el surgimiento de dichos metabolismos va mas alla de los
objetivos del presente trabajo; para una mayor profundizacion, revisar Lyons et al. (2015),
Moore, Jelen et al. (2017) y Lepot (2020). Asistido por un cambio en la biodisponibilidad del
Cu, la expansion de la red metabolica permitié a la vida no solo explorar potenciales redox
con mayor rendimiento energético, transitando de un rango de -500 a 0 mV en la evolucién
temprana a rangos de -500 a 1,200 mV posterior a la introduccién del oxigeno en los ecosis-
temas; la innovacion metaboélica permitioé el cerrado de los ciclos biogeoquimicos del C, N y
S que prevalecen y mantienen los ecosistemas modernos.

2.4. Limitantes en la Bioinformatica de Metales

Como fue mostrado en secciones previas, los estudios asociados a la bioinformética del me-
taloma prometen interesantes resultados a las ciencias de la vida y de la Tierra. Aunado
con el hecho de la creciente informacién genémica en bases de datos, la bioinformatica de
metales pareciera ser una alternativa idonea en la investigacion metalémica. No obstante,
esta aproximacion ain presenta una serie de limitantes que dificultan la precision y exactitud
en cuanto a la inferencia del metaloma.

Dos retos principales acompanan a la bioinformatica de metales contemporanea: la inferencia
de dominios con actividad de ligar metales y la determinacion de afinidad metalica para di-
chos dominios. En el primer caso, hace referencia a la complejidad de predicciéon de dominios
metalicos (principalmente proteinicos) a partir de secuencia primaria o secundaria, sugirien-
do que la capacidad de ligar metales es una propiedad emergente, intimamente relacionada
con la estructura tridimensional de la molécula y el ambiente fisicoquimico molecular. Ac-
tualmente, la inferencia de metaloproteinas se recarga principalmente en la identificacion
de homologos de metaloproteinas ya descritas, principalmente por métodos cristalograficos.
Adicionalmente, se han desarrollado software que prometen identificar patrones de afinidad
metélica en motivos proteinicos, permitiendo asi la identificacion de metaloproteinas ain no
descritas (Zhang, Ying et al. 2019; Zhang y Zheng, 2020).

Una segunda problemética ligada a la anterior es la confirmacién del uso de cierto metal en
los dominios predichos. La afinidad metalica de las metaloproteinas pareciera caer dentro
de un espectro de dos extremos: dominios altamente especificos a cierto metal y dominios
altamente promiscuos (o cambialisticos). Esto representa un reto importante particularmente
para metales con propiedades fisicoquimicas similares, tal como el caso del Mo y el W,
nublando asi la capacidad de distincion entre un metal y otro (Zhang, Ying et al. 2019).
Asi, seria recomendable utilizar métodos de verificacion de ligandos metalicos, tal como la
cristalografia de proteinas, para la prediccion de metaloproteinas basada en homologia.
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Capitulo 3

Tapetes Microbianos: Una Ventana al
Pasado

En la naturaleza, es comin que entidades biolégicamente diversas se adhieran al sustrato
para formar complejos ensambles ecologicos (Prieto-Barajas et al. 2018), incrementando la
adecuacion de la comunidad.

Los tapetes microbianos son un ancestral ejemplo de organizacion biologica que se adhiere
al sustrato para formar complejos ensambles ecologicos (Noftke, 2010; Prieto-Barajas et al.
2018), incrementando la adecuacion de la comunidad, y asi, sobrevivir en colectivo ante una
gran gama de presiones de seleccion. Estas estructuras bénticas, laminadas verticalmente y
de grosores de milimetros a centimetros consisten en comunidades autosostenibles que se de-
sarrollan en la interfase solido-liquido en diversidad de ambientes (Rich y Maier, 2015), desde
ventilas hidrotermales hasta plataformas de hielo. Los millones de organismos pertenecientes
a estas comunidades pertenecen a grupos filogenéticamente diversos (principalmente bacte-
rias), que interactian entre si a través de una matriz de exopolisacaridos, intercambiando
senales, nutrientes, genes y energia entre si (Des Marais, 1990; Prieto-Barajas et al. 2018).
Bajo este esquema, Los tapetes microbianos han sido denominados “laboratorios naturales”
donde la diversidad microbiana, procesos evolutivos, adaptacion a ambientes extremos y
recapitulacion historica pueden ser estudiados (Prieto-Barajas et al. 2018).

La estructura y funcion de los tapetes microbianos esta dada por la dinamica de gradientes
fisicoquimicos verticales (Des Marais, 1990) que establecen nichos potenciales, ocupados por
especies funcionalmente diversas (Figura 3.1). Esta distribucion diferencial de nicho se vi-
sualiza con facilidad en los estratos de los tapetes (Figura 3.2b). Para un tapete microbiano
comin en la superficie de la Tierra, procesos tales como fotosintesis, fijacion de nitroégeno,
desnitrificacion, reduccion de metales y sulfatos y metanogénesis son vitales para su desem-
peno (Prieto-Barajas et al. 2018). En la parte més superficial del tapete se encuentran los
productores primarios: las cianobacterias (fotosintesis oxigénica) y otros fototrofos encarga-
dos de realizar fotosintesis anoxigénica (bacterias purpuras, verdes del azufre y verdes del
no azufre) (Rich y Maier, 2015; Prieto-Barajas et al. 2018). Progresivamente, las capas més
profundas presentan una considerable disminucion de Oy, formando microambientes anaero-
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bios; estas regiones favorecen procesos libres de oxigeno tales como la reduccion de sulfato
y la metanogénesis (representada por el phylum Euryarchaeota) que movilizan la materia
nuevamente hacia la columna de agua (Des Marais, 1990; Rich y Maier, 2015; Prieto-Barajas
et al. 2018).

La presencia y proliferacion de estas cohesivas comunidades no solo se reduce a parches
hiperdiversos con afectaciones microambientales; a lo largo de la historia de la Tierra, mo-
dificaciones sustanciales en la atmosfera tal como la producciéon global de O,, Hy y CH4 han
sido generadas por distintos metabolismos presentes en comunidades microbianas (Prieto-
Barajas et al. 2018), teniendo asi profundas implicaciones en los ciclos biogeoquimicos a
escalas planetarias.

3.1. Memorias del PrecaAmbrico en Rocas y en Comuni-
dades Modernas

Los tapetes microbianos, incluyendo los diversos tipos de microbialitas, son estructuras bio-
logicas que representan, posiblemente, los primeros ecosistemas del planeta (Des Marais,
1990; Prieto-Barajas et al. 2018), capaces del ciclado completo de nutrientes debido a la
diversificacion metabolica en el Arqueano tardio (David y Alm, 2011; Moore et al. 2017). Es
natural cuestionarse sobre las lineas de evidencia que conducen a afirmar la antigiiedad de
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Figura 3.2: Comparacién morfologica entre tapetes microbianos modernos y tapetes microbianos del Pre-
cambrico. a) Tapetes fosiles del grupo Moodies (3.2 Ga) preservados en laminaciones carbonéceas en arenis-
cas. b) Tapetes modernos de Domos del Arqueano, Cuatro Ciénegas; la estratificacion de nicho diferencial
es notable en la coloracion de los estratos. Fotografias: a) Homann et al. (2015), b) David Jaramillo

estas complejas estructuras. En esta seccion, se exploran dos aproximaciones a ello: el registro
fosil, y los tapetes microbianos modernos como ecosistemas anélogos al pasado.

El registro de estructuras sedimentarias inducidas por microbios (MISS), aunque escaso,
muestra evidencia de la presencia de comunidades de este tipo desde el Precambrico (Figura
3.2), siendo los registros mas antiguos aquellos en rocas sedimentarias de 3700 Ma en Aus-
tralia (Nutman et al. 2016), aunque su biogenicidad esté altamente discutida (Lepot, 2020).
Sin embargo, no todos los registros de tapetes microbianos presentan estos debates. Entre
las MISS maés antiguas que han sido caracterizadas macroscopica y microscopicamente se
encuentran los afloramientos del grupo Moodies de hace 3220 Ma en Sudafrica (Figura 3.2a)
(Homann et al. 2015). Otros estudios donde se identifican potenciales tapetes microbianos
incluyen a registros de hace 3420 Ma de Buck Reef Chert, Sudafrica; formacién Hooggenoeg
de hace 3470 Ma en Sudafrica; pedernales de hace 3460 Ma del Apex Basalt, Australia; y la
formacion Dresser de hace 3480 Ma en Australia (Lepot, 2020). Aunque en un inicio escasos,
la abundancia de tapetes microbianos increment6é durante el Proterozoico, alcanzando una
distribucion cosmopolita (Zhao et al. 2020), donde posiblemente todo nicho ecolégico es ocu-
pado por tapetes microbianos (Des Marais, 1990). En el presente, estas estructuras biologicas
aun son observadas, aunque su distribucion esta en funcién de la competencia por espacio y
recursos (particularmente con algas eucariontes y depredacion por protistas y metazoarios),
siendo probablemente menos abundantes que en el Proterozoico. Asi, cabe enfatizar los mas
de 3500 Ma que los tapetes microbianos han poblado al planeta, un reflejo de la resiliencia
y resistencia de estas comunidades ante los incesantes cambios ambientales (Prieto-Barajas
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et al. 2018).

Por otra parte, mediante un enfoque uniformitarista, se especula que los tapetes microbianos
modernos tienen una composicion y organizaciéon similar a aquellos del Precambrico. Esta
perspectiva se ve intensificada en sitios de tapetes cuyas condiciones ambientales asemejan
a la Tierra primitiva, tal como ausencia de oxigeno (Visscher et al. 2020), baja oxigenacion
local (Sumner et al. 2015), afinidad a arsénico (Visscher et al. 2020), afinidad hidrotermal
(Miranda et al. 2016), entre otros. Adicionalmente, las transiciones metabolicas entre estratos
funcionales dentro de los tapetes microbianos modernos sugieren una posible recapitulacion
metabolica a través del tiempo. Gutiérrez-Preciado et al. (2018) describen el contenido gé-
nico involucrado en metabolismos particulares a través de un gradiente redox vertical en
Salar de la Llamara, Chile (Figura 3.3). En este estudio, se encuentra una fuerte correlacion
entre los metabolismos predominantes a lo largo del gradiente y el estado redox presente
en la atmosfera a lo largo del tiempo; rutas como Wood-Ljungdahl, reduccion de sulfato
y metanogénesis se distribuyen hacia las zonas profundas de la poza (region de potencial
redox negativo), mientras que ciclo de Calvin, respiracion de Oy/NO, oxidacion de S, des-
nitrificacion y fotosintesis (oxigénica y anoxigénica) se distribuyen en zonas someras (region
de potencial redox positivo) (Gutiérrez-Preciado et al. 2018). Asi, los tapetes microbianos
fungen no solo como modelo para el estudio de comunidades analogas y transiciones metabo-
licas a nivel bidsfera, también son ecosistemas clave para estudiar el estado redox del sistema
océano-atmosfera en la evolucidon planetaria.
a) b)
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Figura 3.3: Potencial correlacién entre transiciones metabolicas fundamentales y cambios en el esta-
do redox atmosférico a lo largo de la historia de la Tierra. a) Distribucion espacial de rutas energéticas
y de asimilacion a lo largo de un gradiente redox vertical en Salar de la Llamara, Chile. b) Transicio-
nes en la concentracion de oxigeno atmosférico a lo largo del tiempo. BC=Dbacterioclorofila, PRC=centro
de fotoreaccion, DC/HB=dicarboxilato/hidroxibutirato, HP/HB=3-hidroxipropionato,4-hidroxibutirato,
RHP=hexulosa fosfato reductiva, rTCA=ciclo de los acidos tricarboxilicos reverso, ACL=citrato liasa de-
pendiente de ATP. Imagen modificada de Gutiérrez-Preciado et al. (2018)
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3.2. Cuatro Ciénegas y los Domos del Arqueano

3.2.1. La Cuenca de Cuatro Ciénegas: Un Mundo Perdido

Al centro del desierto de Chihuahua, en Coahuila, México, se encuentra un valle intermonta-
noso a ~740 m s.n.m. rodeado por sistemas montanosos elevandose a mas de 2500 m s.n.m
(Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006; Souza, Siefert et al. 2012). La Cuenca de Cuatro Cié-
negas (CCC) (coordenadas 27°11'247-26°42’36” N, 102°48°00™-101°54’36” W) es una cuenca
endorreica evaporitica que recibe ~150 mm de precipitacion anual; pese a su condiciéon de-
sértica, la CCC posee miltiples sistemas de pozas, manantiales y rios, siendo considerado un
humedal (Figura 3.4)(Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006; Pérez Ortega, 2020). Los sistemas
de pozas presentes en la CCC son sistemas oligotroficos, desprovistos de nutrientes, con in-
dices N:P que van desde bajo P (157:1) a bajo N (1.8:1); se ha propuesto a estos patrones
estequiométricos como una presion de seleccion notable que dirige la dinamica poblacional
en estos sitios (Souza, Siefert et al. 2012). Una clara evidencia de lo anterior corresponde al
alto endemismo y biodiversidad presente en el sitio, particularmente en comunidades micro-
bianas, motivo por el cual la CCC ha sido designada como Area de Proteccion de Flora y
Fauna por la SEMARNAT, asi como un sitio de alta prioridad para la conservacion segin
la WWF, UNESCO, PRONATURA y Ramsar (Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006; Souza,
Siefert et al. 2012).

Las comunidades microbianas de Cuatro Ciénegas guardan una fuerte correlaciéon con la
evolucion geoldgica del sitio. La CCC consiste principalmente de rocas carbonatadas del
Triasico tardio-Cretacico temprano, colocando a todo el norte de México bajo el mar durante
este periodo de tiempo; posiblemente, la orogenia Laramide comenz6 una regresion continua
del Mar Interior Occidental que terminé por aislar a la CCC en el Eoceno medio con el
levantamiento de la Sierra Madre Oriental (Souza, Espinosa-Asuar et al. 2006; Souza, Siefert
et al. 2012). El aislamiento de Cuatro Ciénegas del mar Cretacico ocasiond una progresiva
desertificacion en el sitio desde hace 15 Ma (Souza, Siefert et al. 2012). Anélisis filogenémicos
de los microbios de Cuatro Ciénegas presentan un parentesco cercano con taxa modernos de
hébitats marinos, en contraste con taxa pertenecientes a ambientes salinos epicontinentales;
las senales marinas presentes en procariontes, diatomeas y caracoles de la CCC han llevado a
hipotetizar que esta region es un “mundo perdido” (Souza, Moreno-Letelier et al. 2018). Bajo
esta hipotesis, el aislamiento de la CCC ofreci6é un refugio a las comunidades microbianas en
el sistema hidrologico subterraneo que permitié la adaptacion, diversificacion y endemismo
de linajes, promoviendo la coexistencia en comunidades hiperdiversas, muy heterogéneas,
sobre la dominancia de solo algunos grupos taxonémicos (Souza, Siefert et al. 2012).

Cuatro Ciénegas y su empobrecida quimica del fosforo y nitrégeno permite comprender los
efectos de la limitaciéon de nutrientes en la evolucion de las redes troficas y las diferen-
tes estrategias de supervivencia. Esta marcada escasez de P, con relaciones C:P de hasta
15,000, recuerda a una Tierra precdmbrica donde el reservorio principal de P se encontraba
en minerales y rocas, antes de un hipotetizado evento de glaciaciéon global durante en Pa-
leoproterozoico que aportaria P biodisponible a los océanos precambricos. Posiblemente, el
incremento de P fue trascendental en la radiacion de los eucariontes y la evolucion de los
metazoarios (Papineau, 2010; Souza y Eguiarte, 2018). En consecuencia de las limitantes en
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Figura 3.4: Cuenca de Cuatro Ciénegas, Coahuila, México. En la imagen se muestran los principales siste-
mas de pozas, canales y la distribucion de humedales originalmente presente en el valle. Imagen modificada
de Pérez Ortega (2020).

P en la cuenca, se ha propuesto que los consumidores se han adaptado a dietas de bajo conte-
nido en nutrientes, y de forma concomitante, afectados negativamente ante suministros de P
excesivos (Elser y Hamilton, 2007; Souza, Siefert et al. 2012). Adicionalmente, descripciones
detalladas del genoma de Bacillus coahuilensis, una especie del phylum Firmicutes endémica
de CCC, muestran el empleo de sulfolipidos sobre fosfolipidos; componentes esenciales en
las membranas celulares en los tres dominios de la vida. Lo anterior posiblemente sea una
adaptacion a un ambiente empobrecido en fosforo y abundante en sulfatos (Alcaraz et al.
2008), permitiendo especular sobre las posibles “quimicas de la vida” ante distintas presiones
de seleccion mas alla de la Tierra. Asi, los ecosistemas en las pozas de Cuatro Ciénegas han
mostrado ser un buen modelo de las comunidades y ambientes tempranos en la evolucion
de la vida en la Tierra (o tal vez méas alla de esta), siendo objeto de interés para estudios
astrobiologicos (Souza, Siefert et al. 2012; Medina-Chavez, De la Torre-Zavala et al. 2020;
Pérez Ortega, 2020).

En la siguiente seccion, se describe detalladamente al sistema Domos del Arqueano, uno
de los miltiples sistemas de tapetes microbianos y microbialitas presentes en la cuenca de
Cuatro Ciénegas y el cual es objeto de estudio en el presente trabajo.
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3.2.2. Los Domos del Arqueano: Un Analogo al Precambrico

Domos del Arqueano (DA) es una poza fluctuante, somera y rica en limos y arcillas (23.4 % y
8.5 % respectivamente) que cubre un area de 50 m x 25 m, ubicada en el Rancho Pozas Azules,
en la CCC (coordenadas 26°49’42"N.-102°129"W) (Figura 3.5). A diferencia de otros sitios
dentro de la CCC, Domos del Arqueano presenta un ligero desbalance estequiométrico, con
una razéon C:N:P de 122:42:1 (Espinosa-Asuar et al. 2021). Este sitio alberga comunidades
microbianas capaces de formar tapetes microbianos de escala milimétrica con una peculiar
estructura de domos en temporada de lluvias (agosto-diciembre); esta formacion de domos
esta intimamente relacionada con el desarrollo de una capa superficial elastica donde prolifera
la actividad aerobica y fotosintética (Figura 3.6a, b y ¢) (Medina-Chévez, Viladomat Jasso
et al. 2019; Medina-Chavez, De la Torre-Zavala et al. 2020; Espinosa-Asuar et al. 2021). En
el interior de los domos, aislados del oxigeno por la capa superficial, predomina un ambiente
anaerobio rico en metano, acido sulfhidrico y otros hidrocarburos volatiles que recuerdan a
una atmosfera precambrica, previo al GOE (Espinosa-Asuar et al. 2021). Durante la época
de secas, la poza se evapora, dando lugar a la precipitaciéon de una costra evaporitica por
encima del tapete (Figura 3.6d, e y f). Adn en temporada de himedas, la poza es un sitio
hipersalino, con una salinidad de hasta 5.3% (Medina-Chévez, De la Torre-Zavala et al.
2020).

Anteriormente, se han reportado otros tapetes microbianos con ciertas estructuras organo-
sedimentarias similares a las de este sitio (Gerdes et al. 1993; Bose y Chafetz, 2009; Aref et al.
2014; Cuadrado et al. 2015); estas incluyen a los domos de gas, petees, grietas poligonales
de desecacion y regiones de tapetes desgarrados. Adicionalmente, el registro fosil revela la
existencia de tapetes con cierto grado de similitud de hace 3.48 y 3.22 Ma (Heubeck, 2009;
Noffke et al. 2013; Homann et al. 2015). De manera inusual, estos registros, tanto antiguos
como contemporaneos, representan tapetes en ambientes intermareales y supramareales a
diferencia de la poza epicontinental de DA.

Para las primeras muestras de la poza en época de himedas (2016), se reporta la presencia
de 40 phyla procariontes fueron detectados de librerias de RNAr 16S y una totalidad de
6,063 ASVs distintos, con una proporcion de 11.8 % no clasificados. Los phyla mas abun-
dantes en orden decreciente son Bacteroidetes (28 %), Proteobacteria (19 %), Cyanobacteria
(18 %), Spirochaetes (8 %), Cloroflexi (4 %); los phyla Firmicutes, Patesibacteria y Halanae-
robiota comprenden el 2 %. 923 ASVs de Eukarya pertenecen a los grupos Alveolata (77 %),
Fungi (11 %), Viridiplantae (8 %); Metazoa, Protista, Amoebozoa, Rhodoplantae, Chromista
y Stramenopila componen en colectivo el 4%. 28 ASVs corresponden al dominio Archaea
que a su vez corresponden a los phyla Woesearchaeota y Euryarchaeota, con la familia Ha-
lobacteria siendo la mas abundante. 401 géneros detectados en DA comprenden <1% del
total de géneros encontrados, formando en colectivo la denominada biésfera rara; en total,
la biosfera rara compone alrededor del 30 % de la comunidad microbiana (Espinosa-Asuar
et al. 2021). Parece ser que la bidsfera rara juega un papel esencial en la resistencia y re-
siliencia del ecosistema ante perturbaciones (y fluctuaciones); en este contexto, la bidsfera
rara podria ser imprescindible para la vida temprana en la Tierra y, posiblemente, en otros
cuerpos planetarios (Sanchez-Pérez et al. 2020).
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Figura 3.5: a) Cuenca de Cuatro Ciénegas, Coahuila; en el recuadro se sefiala la ubicaciéon de la poza
Domos del Arqueano, dentro del rancho de Pozas Azules. b) Imagen aérea de Domos del Arqueano durante
el muestreo de 2019 (época de himedas). Fotografia: Laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental,
UNAM

En estudios posteriores, se ha encontrado que DA presenta una abundante e hiperdiversa
comunidad de arqueas; estas arqueas se comportan cohesivamente en una comunidad niicleo
que mantiene su abundancia y diversidad a lo largo del tiempo, pese a las fluctuaciones que
sufre la poza (Medina-Chavez, De la Torre-Zavala et al. 2020). Mediante un analisis SGS
de genoma completo, se han reportado 230 especies pertenecientes a los phyla Euryarchaeo-
ta, Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota, y Nanoarchaeota que corresponden a
un inusual 5% de abundancia relativa de arqueas (en funcion de una escala de muestreo
de cm?) (Medina-Chavez, Viladomat Jasso et al. 2019; Medina-Chavez, De la Torre-Zavala
et al. 2020). Mas del 50 % de toda la diversidad de arqueas corresponde a miembros halofi-
los y metandgenos; estos corresponden a linajes ancestrales y estan cominmente presentes
en tapetes asociados a la precipitacion mineral (sales) (Medina-Chavez, Viladomat Jasso
et al. 2019). 50 OTUs fueron determinados como estrictamente raros, con una abundancia
<0.01% para cada uno. 11 OTUs corresponden a grupos condicionalmente raros, siendo
estrictamente raros en algunas muestras y raros (i.e., <0.1%) para otras; estos resultados
sugieren que la comunidad estrictamente rara de arqueas es dinamica, y es dependiente de
condiciones adecuadas para su proliferacion (Medina-Chavez, Viladomat Jasso et al. 2019).
La abundancia relativa de arqueas ha incrementado con el paso del tiempo, tomando valores
de hasta ~30% en una escala de muestreo muy pequena (escala de cm?); esto convierte a
Domos del Arqueano en uno de los sitios con mayor diversidad de arqueas del mundo (Fi-
gura 3.7)(Medina-Chavez, Viladomat Jasso et al. 2019; Pérez Ortega, 2020). El éxito de las
comunidades arqueanas en DA posiblemente sea explicado por adaptaciones fisiologicas que
superan a las bacterias en nichos especificos oligotroficos y de baja energia (Medina-Chévez,
Viladomat Jasso et al. 2019).
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Figura 3.6: Rasgos de Domos del Arqueano durante época de lluvias a),b),c) y época de secas d),e),f). a)
Domos del Arqueano durante el muestreo de 2017, b) detalle de los domos y ¢) detalle de los circulos naranja
sumergidos en agua. (e) Mismo sitio durante el muestreo de 2019, d) detalle de circulos naranja evaporados
y f) el interior de un domo rigido por la costra de sal. Fotografias: Laboratorio de Evolucion Molecular y
Experimental, UNAM
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Especies arqueanas @ Especies bacterianas

Domos del Arqueano, México Canal de los Piratas,
Bacalar, México

Guerrero Negro,
México

Figura 3.7: Distribucién de especies procariontes descritas en Domos del Arqueano y otros sitios desta-
cados por su abundancia en arqueas. Domos del Arqueano notablemente muestra una alta diversidad de
procariontes, tanto en arqueas como bacterias. Imagen modificada de Pérez Ortega (2020).

En cuanto a interacciones bioticas, anélisis de Pearson muestran que la mayoria de correlacio-
nes de coocurrencia negativa en DA estan asociadas con el dominio Bacteria, particularmente
el phylum Bacteroidetes; estas correlaciones también se presentan en los grupos Fungi y Ar-
chaea en menor proporcion (Espinosa-Asuar et al. 2021). Adicionalmente, la mayoria de
correlaciones positivas se encuentran dentro de interacciones tipo Archaea-Archaea, mien-
tras que las interacciones Eukarya-Eukarya presentan la menor proporcién de correlaciones
positivas (Espinosa-Asuar et al. 2021). Las correlaciones negativas tienen la funcionalidad de
identificar competencia metaboélica, nichos separados o interacciones antagonistas, mientras
que las correlaciones positivas permiten la identificacién de mutualismo, simbiosis, parasi-
tismo, depredacion, requerimientos abidticos comunes, asociaciones con gradientes redox y
sintrofia metabolica. Posiblemente, las correlaciones de coocurrencia negativa en bacterias
esté posiblemente asociado con antagonismo a diferencia de competencia metabolica y ni-
chos separados, sin embargo, definir los tipos de interacciones presentes en este sitio requieren
estudios mas detallados, incluyendo estudios metagenémicos detallados.

Perfiles metabolémicos agrupan metabolitos encontrados en DA en 140 familias quimicas. De
los metabolitos identificados estan presentes antibioticos, inhibidores de germinacién, agentes
antifingicos y antimitoticos (Espinosa-Asuar et al. 2021). La complejidad metabolémica
sugiere procesos adaptativos, siguiendo una posible dinamica ecoevolutiva.

Bajo una perspectiva ecologica, es atin necesario dilucidar algunas correlaciones ambientales
que moldean a la comunidad microbiana. Domos del Arqueano es un sitio rodeado de una
capa de suelo carbonatado y poca vegetacion alrededor. Dado que durante los muestreos
de secas los tapetes se encuentran unicamente bajo la costra de sal (y no bajo el suelo
carbonatado), parece ser que la salinidad es un factor abiotico importante en la comunidad
microbiana (Medina-Chéavez, De la Torre-Zavala et al. 2020). En DA, las fluctuaciones en la
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abundancia relativa de taxa raros parece estar correlacionada con la precipitacion del sitio,
patron que se ha observado en otros sitios de la CCC (De Anda et al. 2018). Adicionalmente,
tanto en himedas como en secas, la poza presenta dos secciones diferenciadas: una zona
de crecimiento de tapetes verdes y flexibles que dan lugar a la formacién de domos |Figura
3.6 b) y )], y otras zonas donde no hay desarrollo de domos, sino areas semicirculares de
coloracion naranja [Figura 3.6 ¢) y d)[; los factores bidticos y abioticos que influencian la
diferenciacion de estas dos zonas son atn desconocidos.

De forma similar a otras pozas dentro de la CCC (Lopez-Lozano et al. 2012), Domos del
Arqueano posee un potencial astrobiologico como sitio analogo a la Tierra precambrica y, po-
siblemente, a Marte temprano (Medina-Chéavez, Viladomat Jasso et al. 2019; Medina-Chévez,
De la Torre-Zavala et al. 2020; Espinosa-Asuar et al. 2021). Depositos minerales de sulfatos
y haluros se han reportado en Marte, sugiriendo la presencia de ambientes evaporiticos en
un pasado tal como salmueras y pozas hipersalinas (Martinez y Renno, 2013; Smith et al.
2014); DA posee una abundante y diversa comunidad de haldfilas que permiten especular
sobre comunidades primitivas en Marte y en la Tierra precambrica. Adicionalmente, el rover
Curiosity de la NASA ha reportado metano en distintas concentraciones estacionalmente en
Marte, alcanzando una medicién de concentracién maxima en junio de 2019 (Webster et al.
2018); de ser producido biogénicamente, es posible que el metano sea producido por micro-
organismos similares a los Euryarchaeota metanogénicos que han sido encontrados en alta
abundancia en DA, particularmente en temporada de secas (Medina-Chéavez, De la Torre-
Zavala et al. 2020). Finalmente, un aspecto ampliamente estudiado en ambientes analogos es
la poliextremofilia. DA presenta no solo una indiscutible halofilia; las fluctuaciones estaciona-
les claramente presentan presiones ambientales de hidratacion/deshidratacion y cambios de
pH de acido a basico (alcanzando valores de pH de 10) (Medina-Chévez, De la Torre-Zavala
et al. 2020). La dormancia y otros mecanismos de resistencia y resiliencia pueden ser proce-
sos clave para el mantenimiento de la comunidad ante condiciones de estrés; condiciones de
estrés similares a DA en Marte o en la Tierra temprana pudieran activar estos mecanismos (y
posiblemente dificultar la deteccion de vida en otros cuerpos planetarios) (Medina-Chévez,
De la Torre-Zavala et al. 2020).
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Capitulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Determinar si el conjunto de iones metalicos y genes de dominios que ligan metales en los
tapetes microbianos de Domos del Arqueano, Cuatro Ciénegas, Coahuila, guarda preferencia
en el uso de metales correspondiente a los cambios en su biodisponibilidad a lo largo de la
historia de la Tierra.

4.2. Objetivos Particulares

e Revisar bibliograficamente las transiciones en biodisponibilidad de metales a lo largo
del tiempo geologico.

o Inferir el metametaloma de Domos del Arqueano a partir de metagenomas y sitios
funcionales de centros metalicos.

e Describir y comparar con base a la temporalidad descrita de ciertas rutas metabdlicas,
la distribucién de uso de metales de los tapetes microbianos de Domos del Arqueano.
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Metodologia

5.1. Descripciéon del Metametaloma

5.1.1. Adquisicién de Datos Experimentales

La recoleccion, extraccion, secuenciacion y procesamiento de estos datos fue realizado en anos
previos por colaboradores del Laboratorio de Evolucién Molecular y Experimental, Instituto
de Ecologia, UNAM.

Se realizaron siete muestreos de los tapetes microbianos Domos del Arqueano, Cuatro Ciéne-
gas, Coahuila, correspondientes al periodo 2016-2020; los muestreos del 2016, 2018, y 2019 se
realizaron en temporada de lluvias, mientras que los restantes se realizaron en temporada de
secas. Se recolectaron por ano muestras de &8 cm de espesor (tapete y sedimento asociado)
en un area alrededor de ~1.5 m. Las muestras fueron transferidas a tubos conicos estériles
de 50 mL y mantenidas en nitréogeno liquido para su procesamiento en el laboratorio. El
procesamiento de las mismas solo involucré tapete microbiano.

a) Lisis de muestras

La extraccion de DNA se realiz6é mediante el protocolo presentado en Marroquin-Rodriguez
(2020) y De Anda et al. (2018) basado en el método presentado por Purdy (2005). A conti-
nuacion se presenta el procedimiento de dicho protocolo.

Previo a la extraccion, se prepararon columnas de HTP de 0.6-0.7 mL y columnas de Sepha-
dex de 2 mL. Posteriormente, se mantuvieron a 4 °C para su sedimentacion. La extraccion
fue realizada tomando tnicamente la seccién de tapete microbiano para todas las muestras
recolectadas. En un tubo de 2 mL se agreg6 0.5 mL de glass beads, 0.5 mL de muestra y 600
L de fosfato de sodio 120 mM pH 8.1, y se agitd suavemente. Posteriormente, se agregd 400
uL de la fase superior de Tris-fenol pH 8 y 40 L. de SDS al 20 % pH 8, se agitaron los tubos
de lisis en el Bead beat durante 30 s a méaxima velocidad y se colocaron en hielo por 30 s,
estos dos tltimos pasos se repitieron 3 veces. Se centrifugaron los tubos a 13,000 rpm por 1
min; de las 3 fases observables (pastilla, fenol y fase liquida) se recupero la fase liquida, se
carg6 en la columna de HTP y se centrifug6 a 1,500 rpm por 2 min. Al tubo que contiene
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fenol y pastilla se le colocod 600 pL de fostato de sodio 120 mM pH 8, se agitd en vortex hasta
desprender la pastilla y se repitieron los pasos de la agitacion en el Bead beat hasta colocar
nuevamente la fase liquida en la columna de HTP.

b) Purificacion de acidos nucleicos

La columna de HTP se lavo con 500uL de fosfato de sodio 120 mM pH 7.2 y se centrifugd
a 1,500 rpm por 6 min, este paso se repitié6 3 veces. Posteriormente, se agreg6 400 pL de
fosfato dipotasico 300 mM pH 7.2 en la columna y se centrifugd a 1,500 rpm por 6 min. Se
recuper6 el eluente, se coloco en la columna de Sephadex y se centrifugd a 6,000 rpm por 8
min. Al precipitado se le agreg6 en el siguiente orden: 2 ul de Glycoblue, 40 pL. de acetato de
sodio 3 M y 1 mL de etanol 100 %; finalmente, se dejoé pernoctar a -20 °C. Al dia siguiente,
se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min y se decantd el sobrenadante. A la pastilla se le agregd
1 mL de etanol 70 %, se agité en vortex por 10 s, centrifugé a 13,000 rpm por 2 min y se
removié el sobrenadante por aspiracion. Por tltimo, se dejé evaporar el etanol en campana
de flujo laminar por 3 horas y se resuspendi6 en 20 pL. de agua libre de RNAsas.

c) Secuenciacion de metagenomas

El DNA purificado fue enviado a LANGEBIO-CINVESTAYV para la secuenciaciéon a través
de metagenémica shotgun. Se prepararon librerias de DNA de secuenciacion paired-end Illu-
mina para cada muestra sin amplificar. Todas las muestras de DNA fueron secuenciadas en
la plataforma Illumina MiSeq (2x300 lecturas de pares de bases paired-end). El niimero total
de lecturas paired-end por metagenoma presentan un rango de 4.7-28.0 Gpb por libreria y
orientacion (forward y reverse).

d) Ensamble y filtrado de metagenomas

Las lecturas crudas de secuenciacion fueron procesadas con el software Trimmomatic v0.38
(Bolger et al. 2014) con una ventana de 4 con un valor de corte de calidad Phred de 30, longi-
tud minima de 35 y calidad promedio de 28. Para cada conjunto de lecturas por metagenoma
se realiz6 un ensamble en contigs para facilitar la prediccion de genes. Las lecturas parea-
das de forward y reverse asi como lecturas no pareadas tanto de forward y reverse fueron
ensambladas usando MEGAHIT v1.1.1 (Li, Liu et al. 2015) con una longitud de contig mi-
nima de 500 y pardmetros ajustados para metagenomas altamente diversos (k-min de 27 y
k-step de 10). Las lecturas no ensambladas fueron recolectadas con BBmap (Bushnell, 2020)
y SAMtools (Li, Handsaker et al. 2009).

5.1.2. Adquisiciéon de Datos de Referencia

Para la identificacion de genes de metaloproteinas en los metagenomas, se hizo uso de datos
de referencia en bases de datos curadas. Mediante esta aproximacion, es posible la anotacion
de genes homologos con dichas secuencias de referencia.

En el presente trabajo, los analisis de distribucién y empleo de metales se realizaron sobre

W, Mo, Cu, Co, Ni, Fe y Zn. (%)
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La eleccion de estos metales estd dada en funcién de las transiciones en disponibilidad de los
mismos a lo largo del tiempo geologico, los registros de concentraciones paleomarinas en el
registro sedimentario, asi como en la relevancia que estos tienen en los seres vivos. Para la
obtencion de secuencias de proteinas de referencia, se accedi6 a la base de datos PDB, que
consiste en una base de datos de proteinas cuya secuencia y estructura han sido comprobadas
mediante cristalografia (https://www.rcsb.org/, Berman et al. 2000), reduciendo asi los
sesgos asociados a la incertidumbre de iones metalicos asociados; se realizoé un filtrado por
metal, asi como la exclusiéon de entradas cuyas secuencias no fueran de aminoacidos.

Haciendo uso de Ligand Expo (http://ligand-expo.rcsb.org/, Feng et al. 2004), se esta-
blecieron dos categorias en funcién del ntimero y naturaleza de ligandos para cada entrada:
metaloproteinas monometalicas (MpM) y metaloproteinas polimetalicas (MpP). Las MpM
son aquellas cuyos ligandos contienen atomos de a lo méas un metal de (x). Por el contrario,
las MpP son todas aquellas que ligan més de dos dtomos en (%) ya sea en una misma molé-
cula o en entidades distintas. Las MpM, por definiciéon, presentan alta afinidad a un metal,
mientras que al mismo tiempo pueden ser proteinas cambialisticas (intercambio de metales
sobre el mismo sitio). El nimero de secuencias query de MpM para cada metal fue de: 620

(Co), 3716 (Fe), 834 (Ni), 815 (Cu), 83 (Mo), 64 (W), 8334 (Zn).

Adicionalmente, se obtuvieron de la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/,
Bateman et al. 2021) genes involucrados en la incorporacion, trafico, desintoxicacion, biosin-
tesis de cofactores, entre otras funciones para cada metal en (x). La seleccion de estos genes
fue dada a partir de publicaciones al respecto (Zhang et al. 2019), asi como el empleo de
busqueda avanzada en UniProt, filtrando genes que no ligan metales, pero estéan involucrados
en algin proceso de los anteriormente mencionados. El niimero de secuencias query de genes
involucrados para cada metal fue de: 993 (Co), 6594 (Fe), 1541 (Ni), 1430 (Cu), 776 (Mo),
23 (W), 3441 (Zn).

5.1.3. Busqueda de Genes Homoélogos

Se realizo la prediccion de genes estructurales proteinicos en los metagenomas utilizando el
software Prodigal v2.6.3 (Prokaryotic dynamic programming genefinding algorithm)(Hyatt
et al. 2010). El namero de genes predichos para cada metagenoma fue de: 4929837, 1295365,
1783815, 2709036, 4525137, 4111171 y 4187426 respectivamente. A través de BLAST v2.11.0
(blastp) (Altschul et al. 1990; Camacho et al. 2009) se procedié a la busqueda de genes
homologos en las bases de datos de proteinas predichas; se configuré como valor de corte un
e-value de 1x1076.

5.1.4. Anotacién Taxonémica y Funcional

Las potenciales secuencias homoélogas obtenidas a través de BLAST fueron sujetas a un
procedimiento de anotacion taxonémica y funcional. Para la clasificacion taxonémica se ob-
tuvieron los IDs de taxonomia de NCBI utilizando el algoritmo LCA con la configuracion
predeterminada y con la base de datos no redundante (nr) de NCBI (O’Leary et al. 2016)
a través del software DIAMOND v2.0.4.142 (Buchfink et al. 2014); para la traduccion de
IDs de taxonomia de NCBI a grupos taxondémicos se empled la paqueteria taxonomizr
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(https://cran.r-project.org/web/packages/taxonomizr/, Sherrill-Mix, 2021). El ana-
lisis funcional de proteinas se realizoé a través de un analisis Pfam (Mistry et al. 2021)
mediante el software InterProScan v5.50 (Blum et al. 2021); adicionalmente, se obtuvie-

ron anotaciones GO asociadas a componentes celulares, funciones moleculares y procesos
biologicos (Ashburner et al. 2000; Carbon et al. 2021).

5.1.5. Normalizaciéon de Datos y Analisis Estadisticos

La normalizacién de datos y los anélisis estadisticos asociados se realizaron utilizando el
lenguaje de programacion R v4.0.2 y el IDE Rstudio v1.3.1056 (R Core Team, 2020; RStudio
Team, 2020).

La abundancia cruda de genes por metal fue normalizada en funcion de: 1) el namero de
secuencias query con minimo una secuencia presente en los metagenomas estudiados, 2) la
profundidad de secuenciacion reflejada en el nimero de genes predichos y 3) un paso de
normalizacion mediante el método RLE (Ecuacion 1)

\
N; = mediana,; - —
(ITj—1 Yiyr)

con i los genes por metal y j las muestras estudiadas (i.e., metagenomas) (para mayor pro-
fundidad en este y otros métodos de normalizacion en metagenomas, ver Pereira et al. 2018).
Para el calculo de factores RLE se emple6 la paqueteria edgeR (https://bioconductor.
org/packages/release/bioc/html/edgeR.html,Robinson et al. 2009).

(1)

Para el soporte estadistico de los datos, se realizaron consecutivamente las pruebas que
se mencionan a continuacion. Para evaluar el ajuste de normalidad a los datos, se empled
la prueba de Shapiro-Wilks. Para la comparacion entre grupos (i.e., Metales), se realizo
una prueba de Kruskal-Wallis seguido de una prueba U de Mann-Whitney para muestras
pareadas en la determinacion de grupos significativamente distintos. En esta ultima prueba
se implement6 el método propuesto por Benjamini y Hochberg (1995) para el ajuste de p-
values para comparaciones miltiples. A través de la aplicacion de estas pruebas se asume
que las observaciones entre los grupos son independientes entre si y que provienen de un
muestreo aleatorio.

5.2. Metaloproteinas en Rutas Metaboélicas

Se realiz6 un filtrado de la base de datos UniProt para la obtencion de identificadores Pfam
en funciéon de términos GO asociados a rutas metabolicas de interés (las rutas metabolicas
selectas son aquellas presentadas en Gutiérrez-Preciado et al. (2018)). Para aquellas rutas
metabolicas poco representadas o no presentes en Uniprot, se efectué un anéalisis Pfam para
las secuencias procedentes de modulos metabolicos de la base de datos KEGG (https:
//www . genome . jp/kegg/, Kanehisa y Goto, 2000; Kanehisa, 2019). A través de la anotacion
Pfam realizada con InterProScan (para las secuencias provenientes de los metagenomas), se
asignaron rutas metabolicas a aquellos dominios proteinicos que tuvieran participacion en
estas. Los identificadores Pfam que estuvieran presente en més de una ruta metabolica fueron
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descartados. Mediante la anotacion taxonémica de DIAMOND (Seccion 5.1.4) se realizo la
asignacion de funciones metabdlicas (parciales) a nivel de clase. Para la construccion del

arbol de la vida se empleo el software TimeTree (http://www.timetree.org/, Kumar et al.
2017)

Las secuencias fueron sometidas a un anélisis de anotacién funcional mediante el software
GhostKOALA (https://www.kegg. jp/ghostkoala/, Kanehisa, Sato et al. 2016) utilizando
la base de datos KEGG. Por metal, se asignaron moédulos funcionales de metabolismo ener-
gético, parciales y totales, para la inferencia de funciones metabdlicas dentro de los tapetes
microbianos. La profundidad de secuenciaciéon para cada grupo de secuencias por metal fue
de: 84.5% (Co), 79.5% (Fe), 75.5 % (Ni), 77.9 % (Cu), 69.3 % (Mo), 85.6 % (W), 82.4 % (Zn).
Un estudio anélogo se realizo para MpP. En este estudio la profundidad de secuenciacion
por grupo de secuencias por metal fue de: 81.0 % (Co), 83.1 % (Fe), 78.8 % (Ni), 77.4 % (Cu),
67.2% (Mo), 70.3% (W), 80.0% (Zn).
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Capitulo 6

Resultados

6.1. El Metametaloma de Domos del Arqueano

Extrapolando la definicion del metaloma (Seccién 2.1), en el presente trabajo se propone
el concepto de metametaloma como el conjunto de iones metalicos, metaloproteinas, me-
taloenzimas y biomoléculas que contienen metales presentes en una comunidad biologica.
Dicho concepto pretende ser jerarquicamente equivalente al de metagenoma, metaproteoma
y metatranscriptoma. Similar a las restricciones que estan impuestas en estos conceptos,
las limitaciones que existen en la inferencia de uso de metales a través de bioinformética,
particularmente desde metagenomas, (Zhang y Zheng, 2020) posiblemente representan un
sesgo en el entendimiento holistico del metametaloma, por lo que la mediciéon de concen-
tracion de iones metalicos asi como ensayos experimentales asociados permitiran refinar y
complementar los resultados bioinformaticos.

Como fue descrito en la seccion 5.1.2, se realizoé una clasificacion entre metaloproteinas mo-
nometéalicas (MpM) y metaloproteinas polimetélicas (MpP). En conjunto, ambas clases de
metaloproteinas constituyen el total de la parte proteinica del metametaloma. Aunque parte
importante del metametaloma, el analisis e interpretaciéon de datos de metaloproteinas poli-
metalicas (MpP) se desprecia en este trabajo debido a la dificultad adicional para distinguir
la afinidad metalica que este grupo presenta. En las siguientes secciones, se asume como
una muestra representativa del metametaloma de Domos del Arqueano (DA) al conjunto de
MpM inferidas.

Infiriendo el metametaloma de Domos del Arqueano, a través de la busqueda de homologos
utilizando secuencias query que ligan metales pertenecientes a la base de datos PDB, se
obtuvo la distribuciéon de metaloproteinas de W, Mo, Cu, Co, Ni, Fe y Zn en los metage-
nomas de DA (Figura 6.2). Pese a las limitaciones asociadas a una distribucion muestral
reducida, es posible observar que el tamano del metagenoma y el nimero de metaloproteinas
sigue una relacion positiva, es decir, a mayor tamano de metagenoma, mayor el namero de
metaloproteinas (posterior a normalizacion RLE) encontradas. De forma complementaria,
la correlacion pareada entre metales muestra que sigue una clara tendencia lineal, reflejan-
do una relaciéon directamente proporcional entre los distintos metales estudiados (Figura
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Figura 6.1: Correlograma pareado entre los distintos metales estudiados. En la regién triangular inferior se
muestran gréaficas de dispersion y lineas de tendencia ajustadas con un modelo lineal; las areas sombreadas
corresponden a intervalos de confianza (95 %). En la region triangular superior se muestran coeficientes de
correlacion de Pearson para cada par de metales.

6.1). Estos resultados sugieren que el metametaloma inferido para cada metagenoma es una
muestra representativa de la poblacion. Incrementar el tamano de la distribucién muestral en
proximos muestreos permitira posiblemente establecer una ley de potencias entre el metapro-
teoma y el metametaloma a nivel de comunidad, anélogo a las relaciones ya establecidas con
anterioridad entre el proteoma y el metaloma a nivel de célula (Dupont et al. 2006).

Al estudiar la distribucion de genes de metaloproteinas por metal, los resultados sugieren
una diferencia entre el nimero de genes asociados a Cu, Fe y el nimero de genes asociados a
los deméas metales (Figura 6.2). Mediante una prueba de Kruskal-Wallis, se comprueba que
existen diferencias significativas entre los distintos metales (p = 2.92x107°) y una prueba U
de Mann-Whitney para muestras pareadas refleja que los grupos de Cu y Fe son significati-
vamente distintos con respecto al nimero de genes encontrados para los demés metales. El
numero de metaloproteinas de Co, Mo, Ni, W y Zn no presentan diferencias significativas
entre si (ver Anexos).

La anotacion funcional de metaloproteinas muestra tendencias generales del papel que juegan
los metales traza en los tapetes microbianos (en la Figura Al: Anexos se muestran los
dominios proteinicos (pfam) més abundantes en DA por metal). En la Seccion 2.1 se da una
descripcion con mayor detalle de algunos de los dominios presentados a continuacion. Para
el cobalto, como de esperarse, el dominio mas abundante es el dominio de uniéon a Bis, el
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Figura 6.2: Distribucion del nimero de genes estructurales proteinicos que ligan metales en los metagenomas
de Domos del Arqueano. Los rombos representan datos individuales para cada metagenoma. La abundancia
es presentada como nimero de cuentas por query normalizado al tamano del metagenoma. Con asterisco se
muestran los grupos que presentan diferencias significativas relativo a los demas grupos.
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cofactor de Co mas comun (Seccion 2.1.4), seguido de la familia M24 de metallopeptidasas
(ruptura de enlaces peptidicos), metilmalonil-CoA mutasa (involucrada en diversas rutas
catabolicas y anabdlicas), dominios que ligan ATP, aldolasas y carboxilasas (participacion
en rutas glucoliticas y en adicion de dtomos de carbono), proteinas cinasas (fosforilacion)
y alfa-amilasas (ruptura de enlaces glucosidicos). Destaca también la presencia del dominio
barril de la ribonucleétido reductasa (produccion de ribonucledtidos), tRNA sintetasas clase
IT (produccion de aminoacil-tRNA), factor de elongacion Tu GTP (transcripcion), asi como
dominios de metiltransferasa, deshidrogenasa, liasa (ruptura de enlaces C-C, C-S,; C-N) y
enolasa (participacion en rutas glucoliticas).

En el caso de dominios de cobre, los dominios més abundantes corresponden respectivamente
a Citocromo C/Quinol oxidasa (transferencia de electrones), dominios de regulacion de res-
puesta (sefializacion), familias AcrB/AcrD/AcrF (transportadores y fusion de membranas),
thioredoxina (senalizacion redox/antioxidantes). Adicionalmente, se observa la presencia de
piridina nucle6tido-disulfuro oxidoreductasa (participacion en metabolismo de nucle6tidos),
aldolasas y carboxilasas, DAHP sintetasa (biosintesis de aminoacidos aromaticos), dominios
HIT (unién a DNA), multicobre oxidasa y la familia de plastocianina/azurina. Con una
abundancia considerable, se encuentra el dominio asociado a metales pesados, involucrado
en procesos de desintoxicacion por metales (Cd y Pb principalmente).

Los dominios que ligan Fe con mayor abundancia son las aminohidrolasas (desaminacion),
dominio dicluster 4Fe-4S, dominio HD (fosfohidrolasas), dominio 2Fe-2S dicluster, transpor-
tador de protones de membrana y alcohol deshidrogenasa de Fe (interconversion de alcoholes
a aldehidos/cetonas). Entre la diversidad de Fe, también se encuentran los dominios que
ligan FAD (carreador de electrones), tRNA N6-adenosin treonilcarbamoiltransferasa (invo-
lucrado en traduccion), Citocromo C/Quinol oxidasa, dominios tipo ferritina (transporte de
Fe), transportadores ABC, entre otros. Destaca la presencia de Nitrogenasa de Fe (Fijacion
de nitrégeno), asi como superoxido dismutasa de Fe/Mn (antioxidante), hidrogenasa de solo
Fe (oxidacion de Hy) y variedad de dominios involucrados en cadenas respiratorias.

Las metaloproteinas de molibdeno presentan en su mayor parte dominios de uniéon a mo-
libdopterina, cofactor de Mo (ver Seccion 2.1.6). Adicionalmente, también se encuentran
dominios de regulacién de respuesta, dominios que ligan FAD, dominio SLBB (transpor-
te), aldehido oxidasa/xantina deshidrogenasa (oxidacion de aldehidos a acidos carboxilicos),
MoeA (biosintesis de MoCo), acilfosfatasa (conversion de acilfosfato en carboxilato y fos-
fato), flavoproteina monéxido de carbono deshidrogenasa (Oxidacion de CO), entre otros.
Dentro de este grupo se presentan varios dominios asociados a Fe, reflejando su codependen-
cia en las molibdoproteinas presentes en DA pese al filtrado previo de PDB en las secuencias
query.

En cuanto a dominios de Ni, hay una destacada abundancia de dominios WD (transduccion
de senales, regulacion de transcripcion, control de ciclo celular), seguido de dominios HD,
transportadores de solutos extracelulares, amidohidrolasas y transportadores ABC. También
se encuentran dominios asociados a enoil reductasa (participacion en la biosintesis de écidos
grasos), proteinas cinasas, dominios de uniéon a ATP, transportadores crB/AcrD /AcrF, deshi-
drogenasas, metalopeptisasa M24, subtilasa (serina peptidasa, ruptura de enlaces peptidicos)
y otras peptidasas, tRNA N6-adenosin treonilcarbamoiltransferasa, aldehido deshidrogenasa,
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piridina nucleétido-disulfuro oxidoreductasa, entre otros.

Los dominios asociados a W presentan sitios relacionados con la molibopterina (MoCo).
Muy posiblemente esto se deba a la semejanza estructural del MoCo y el cofactor de molib-
deno (Seccion 2.1.7); por otra parte, las limitaciones bioinformaticas actuales no permiten
la distincién de uso entre ambos metales. En cuanto a otros dominios, los mas abundantes
son: dominios de regulacion de respuesta, transportadores ABC, pirofosfatasa inorganica de
protones (bomba de protones para establecer gradiente electroquimico) y tRNA N6-adenosin
treonilcarbamoiltransferasa. Entre otros dominios, cabe mencionar la presencia de la hidrola-
sa tipo dehalogenasa haloacida, dominio PBP (unién periplasmica), dominio TOBE (trans-
porte de iones), dominios de unién a RNA, 3’ exoribonucleasa (remocion de nucleotidos),
entre otros. Adicionalmente, al realizar una busqueda por HMMER del dominio aldehido
ferredoxina oxidorreductasa, se encuentra como una familia de proteinas que supera a otras
familias de metaloproteinas en abundancia (4733 hits, e-value=1x107°).

Finalmente, las metaloproteinas de Zn méas abundantes corresponden al dominio de Helicasa
(separacion hebras de DNA), seguido de la amidohidrolasa, dominio WD, la caja helicasa
DEAD/DEAH (separacion de hebras de DNA) y la sulfatasa (hidrolisis de ésteres sulfato).
También estan presentes la superfamilia metalo-beta-lactamasa (tiolesterasas, glioxilasas,
importe de DNA), tRNA sintetasas (sintesis de tRNA), alcohol deshidrogenasa, dominios
de regulacion de respuesta, transportadores ABC, metalopeptidasa M24, dominio sigma 70
(participacion en el complejo RNA polimerasa), aldo/ceto reductasa, transportadores mem-
branales de protones, proteinas cinasas y peptidasas varias.

Mediante los términos GO asociados a la anotaciéon de proteinas, se obtuvieron procesos
y funciones asociadas a las mismas. Observando las funciones moleculares (Figura 6.3), es
consistente la presencia y abundancia de multiples términos asociados con metales, tales
como uniétn a metales de transicién, unién a iones hierro, unién a hierro férrico, unién a
hemo, unién a cation niquel, unién a cofactor molibdopterina, unién a iones cobre, unién a
claster hierro-azifre, union a iones metélicos, entre otros. Entre los distintos metales, estos
presentan en distinta abundancia actividad de oxidoreductasa, transferencia de electrones,
hidrolasa, catalitica, transporte transmembranal, superoxido dismutasa, cinasa, ATPasa, li-
sosima, peptidasa/metallopeptidasa, amino oxidasa y liasa. Asi, se aprecia que la mayoria
de las funciones moleculares de metaloproteinas estdn asociadas a actividad enzimética,
particularmente en actividad de 6xido-reduccion/transferencia de electrones, un resultado
previamente descrito para proteomas (i.e., a nivel organismo) (Seccion 2.1).

Los procesos biolégicos de DA que presentan participacion de metaloproteinas son muy
diversos (Figura 6.4). De forma general, todos los metales estan involucrados en procesos
de biosintesis (de tiamina, asparagina, leucina, 4cidos grasos, hemo, desoxirribonucleotidos,
isoprenoides, terpenoides, aminas), catabolismo (de peptidoglicano, triptéfano, macromolé-
culas de pared celular, nucleotidos, glucolisis, proteolisis), transporte (de iones metalicos,
otros cationes, péptidos, transporte transmembranal), de sefializacion (transduccion de se-
nales, sistema de transduccion de senales por fosforilacion), procesos informacionales (repa-
racion, recombinacion y replicacion de DNA| regulacion de transcripcion, procesamiento de
RNA, aminoacilacion de tRNA para traduccion), entre otros procesos metabdlicos (meta-
bolismo de acidos grasos, compuestos aroméaticos, nucledsidos, lipidos, aminas, aminoécidos,
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carbohidratos, compuestos nitrogenados, quimiotaxis, superéxido, plegamiento y fosforila-
cion de proteinas, cadena transportadora de electrones, respiracién aerdbica, homeostasis
redox).

Particularizando, el Co presenta una alta abundancia de genes asociados a las funciones
moleculares y procesos biolégicos compartidos entre todos los metales. Por el contrario,
el W y Mo muestran una menor abundancia en dichas funciones y procesos respecto a
los demas metales. Los grupos de Co y Zn parecen tener una participacién relevante en
funciones y procesos informacionales tales como unién a DNA, regulacion de transcripcion
y aminoacilacién de tRNA para el Zn; y reparacion, recombinacion y replicacion de DNA
para el Co; esto resulta consistente con observaciones previas (Secciones 2.1.4 y 2.1.2). El
Cu muestra tener un papel crucial en el transporte transmembranal, la homeostasis redox
y enzimas involucradas en respiracion aerobica, reflejando su papel como potencial téxico y
como mediador del poder del oxigeno (Secciones 2.1.5 y 2.3). Adicionalmente, el Fe muestra
consistentemente una participaciéon en cadenas transportadoras de electrones, asi como en
el metabolismo del superdxido (Seccion 2.1.1). Tanto para funciones moleculares como para
procesos celulares no se observan agrupamientos significativos entre los diferentes metales,
sugiriendo un “nicho” funcional de alta especificidad para cada metal.

La anotaciéon taxonémica de metaloproteinas es consistente con los grupos taxonémicos pre-
viamente descritos (Medina-Chavez, Viladomat Jasso et al. 2019; Medina-Chavez, De la
Torre-Zavala et al. 2020; Espinosa-Asuar et al. 2021). En promedio, las bacterias (72.20 %)
dominan los tapetes microbianos de Domos del Arqueano, seguido de arqueas (12.80 %) y
eucariontes (0.26 %). Hay un particular enriquecimiento en arqueas (>20%) en las mues-
tras de marzo 2019 y septiembre 2019. A nivel de phylum se observa una alta diversidad
de Proteobacteria (16.44 %) y Euryarchaeota (8.33 %), siendo los phyla mas abundantes, se-
guidos de Bacteroidetes (5.90 %), Firmicutes (4.95 %), Spirochaetes (3.43 %), Cyanobacteria
(2.10 %), Planctomycetes (1.41%), Chloroflexi (1.05%) y Tenericutes (1.03%); los demas
phyla se encuentran en abundancia por debajo del 1% (Figura A2: Anexos). Cabe destacar
que es considerable el nimero de secuencias no anotadas (14.7% a nivel dominio, 50.67 %
a nivel phylum), por lo que una mayor profundidad de anotacion permitira confirmar estos
patrones observados.

Para los phyla méas abundantes, se exploro6 la composicién de clases taxonémicas en funcion de
los distintos metales (Figura A3: Anexos). En promedio, para el phylum Proteobacteria, las
clases més abundantes son: Deltaproteobacteria (40.97 %), Alphaproteobacteria (23.19 %)
y Gammaproteobacteria (22.94%). En el caso de Euryarchaeota: Halobacteria (86.13 %),
Methanomicrobia (3.59 %) y Nanohaloarchaea (2.61 %). En Firmicutes: Clostridia (76.90 %)
y Bacilli (5.58%). Finalmente, para el phylum Bacteroidetes: Bacteroidia (38.82 %), Cy-
tophagia (4.97 %) y Flavobacteria (2.75%). Por otra parte, en cianobacterias, destacan los
ordenes Oscilatoriales (39.81 %), Synechococcales (1.50 %), Nostocales (1.25 %) y Chroococ-
cales (1.12%).

Explorando la distribucion del metaloma en los phyla presentes en DA, se pueden observar
tendencias entre los distintos phyla y a nivel dominio (Figura 6.5). Para los phyla més
abundantes, se observa una mayor diversidad de metales en comparaciéon con aquellos cuya
abundancia es menor, posiblemente debido a un sesgo en la presencia de secuencias de
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Funciones Moleculares

Abundancia promedio
normalizada

transition metal ion binding

protein dimerization activity

hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds
metallodipeptidase activity

lyase activity

iron ion binding

ferric iron binding

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity
peptide deformylase activity

NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity
ferrochelatase activity

primary amine oxidase activity

serine-type endopeptidase activity
2-isopropylmalate synthase activity
transcription factor binding
sequence-specific DNA binding

asparagine synthase (glutamine-hydrolyzing) activity
lysozyme activity

peptidase activity

quinone binding

oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H
nickel cation binding

ATPase activity

metalloendopeptidase activity
molybdopterin cofactor binding

nucleic acid binding

DNA-binding transcription factor activity
RNA binding

copper ion binding

flavin adenine dinucleotide binding

electron transfer activity

nucleotide binding

zinc ion binding

protein kinase activity

phosphorelay sensor kinase activity

NAD binding

oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of donors
iron-sulfur cluster binding

superoxide dismutase activity

hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds
protein binding

hydrolase activity

DNA binding

heme binding

transmembrane transporter activity

metal ion binding

catalytic activity

oxidoreductase activity

- ATP binding
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Figura 6.3: Funciones moleculares mis abundantes entre los distintos metales. La abundancia est4 repre-
sentada como abundancia promedio normalizada por metal.
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Procesos Bioldgicos

Abundancia promedio
normalizada

1

[

DNA repair

DNA recombination

DNA replication

signal transduction

protein phosphorylation

thiamine biosynthetic process

metal ion transport

tRNA aminoacylation for protein translation
peptidoglycan catabolic process

cation transport

fatty acid metabolic process

organic substance metabolic process
tryptophan catabolic process to kynurenine
cellular aromatic compound metabolic process
catabolic process

cell wall macromolecule catabolic process
celladhesion

peptide transport

ion transport

asparagine biosynthetic process
gluconeogenesis

nucleoside metabolic process

lipid metabolic process

heme biosynthetic process

electron transport chain
deoxyribonucleotide biosynthetic process
nucleotide catabolic process

isoprenoid biosynthetic process

amine metabolic process

leucine biosynthetic process

chemotaxis

fatty acid biosynthetic process

cellredox homeostasis

nitrogen compound metabolic process
protein folding

terpenoid biosynthetic process

glycolytic process

protein peptidyl-prolyl isomerization

RNA processing

cellular amino acid metabolic process
superoxide metabolic process
biosynthetic process

proteolysis

transmembrane transport

regulation of transcription, DNA-templated
aerobic respiration

phosphorelay signal transduction system

_ - carbohydrate metabolic process
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Figura 6.4: Procesos biologicos mas abundantes entre los distintos metales. La abundancia esté representada
como abundancia promedio normalizada por metal.
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dichos grupos. La utilizacion de W se ve restringida a algunos phyla de arqueas y bacterias,
con una presencia anémala en eucariontes (Seccion 2.1.7). El Mo en arqueas pareciera no
presentar una distribuciéon uniforme entre los phyla, ya que la mayoria de este se encuentra
localizado dentro de los Euryarchaeota. Por el contrario, las secuencias de Zn se encuentran
ampliamente distribuidas en los tres dominios, posiblemente asociado al tamano de la base
de datos de Zn. En eucariontes se observa consistentemente un amplio empleo en Co, Fe,
Ni, Zn en contraste con una inusual deficiencia en el empleo de Mo. También se hallaron
secuencias de virus asociado a la utilizacion de Zn, Co y Cu mayoritariamente; un resultado
previamente descrito (Chaturvedi y Shrivastava, 2005). La elaboracion de cultivos axénicos
y su sometimiento a distintas concentraciones de metales ayudara al entendimiento de los
requerimientos de metales traza en los distintos taxa.

La anotacion GhostKOALA usando la base de datos KEGG ofrece tendencias similares en
procesos de mayor generalidad (Figura A4: Anexos). La mayor porcién de metaloproteinas
de Fe, Cu, Mo estan involucradas en el metabolismo energético y de carbohidratos, mientras
que el Zn domina los procesos de informacion genética y el metabolismo de carbohidratos.
Las metaloproteinas de W como de Mo tienen una proporciéon considerable de procesos
de informaciéon ambiental relativo a los demés grupos. Otros procesos relevantes en todos
los metales incluye el metabolismo de cofactores y vitaminas, metabolismo de aminoacidos,
metabolismo de nucledtidos y procesos celulares y de senalizacion.

Adicionalmente, se explor6 la presencia de modulos de genes involucrados en el tréafico y
biosintesis de cofactores de los metales discutidos. Dichos genes generalmente no estan invo-
lucrados en ligar iones metéalicos directamente (i.e., no son metaloproteinas). Tanto para el
Co como Mo, resalta la presencia de modulos completos para la biosintesis de cobalamina
y MoCo respectivamente; la biosintesis de cobalamina presenta el potencial de sintetizarse
tanto de forma aerobia como anaerobia. Las rutas de biosintesis de grupo hemo también se
hacen presenten dentro de DA, tanto para procariontes como eucariontes. La presencia del
cofactor F430 de Ni es posible debido a su presencia de modulos biosintéticos completos.
En cuanto al W, se identificaron modulos asociados con la biosintesis de MoCo, posiblemen-
te debido a su similitud funcional. Aunque sin un cofactor caracteristico como los demas
metales, para el Cu se pudieron identificar los sistemas cusS y cusR, que funcionan como
exportadores de Cu y otros metales (Seccion 2.1.5).



86 Parte III. Resultados y Discusion

&
&
&
&
&
E g éﬂ
3 N . )
g § S5 s‘g & @
(@) & - & 3 : o
E it g g5 T 3 L L& O
n%E 25 555555585 .8§58§5F
@ 2272 Z = SESSS85SFSSEfas LS
£ %%%Z 22 S5S3SSSSESSSEFEESFS
CTv% 08288 2% E2ELSETFSSSSSESLT S
LR A PR S SESSESSSSSSSET
2%%%95%% EF IIIFFESEFSERAYs
X ] £S5 ‘
%%223%*% ESIESESFESIF g
3 2 =% PP I R, SETS
%5530 ° g = [SFASKS) ; g Yo
h %, 2 @’w"‘%"'m%%w =l SIS (%S o &
oy, 2, 2, % %% - y
o l K @%/ Gule o SNNSS S
P %, %, %, %, %% . S&Fe o
e, % A%, oéof’z %7 $ L S S
| I . SR SF @
. ez, 2 %%, % Yo Yy . g
5}%’% S . ~ ao.aﬁ&j%j%%w Viruses Archaea CT S S e
Spjy, e Yy, %, o, @ T °
iro, iy, e, @ L
—~ RSt
ay,, les “elm;o@rfe Euk t OC'QZ"‘.&?&\&@;@&
ukaryota |
bacter,a <0, ry < (&‘\‘Q e‘\v‘b:w“‘)
Tof), . ~ C \)\o’iw\“‘)c\e‘ c‘e‘\n
lang, exj C. \Iwe :
| . C o)
J'cetc 2 '%9
s C- 0.3 aer
Ner;j | - |
Teute, cd c\\“‘“ N gert
T
rucumicrob;a . .. . (‘E“Got\es v:‘;aen‘l
. . el
Actmobacten N Ko m\.auem
. c.No @
Fnbrobacleres . N | < ,‘_By‘oﬂ,ac(er.
= ' C. Wirthbacteri2 )
2 . . C. Shapirobacteria
. . C. Amesbacteria
Rhodothermaeota

C. Lindowbacteria

Deinococcus-Thermus | I | g Spechtbacteria
Synergistetes [ W] ll & Delongbacteria
tes 1 1 'B"Chﬂ"anbact .
C. Hydrogeneden! 1 1 1 C. Micr,, cria
. '\'herm(’“’gae [ ) \ “ 1 C. wy, Senomageg
| apacterid [ 1 '
€. Melaity et .l 1
o .

Bacteria
2, A
N
& &e L) [
CE ST e s EEEERE o y
G $ 5 o 2 % %2
F TSI STESTs s 20085 2% %%y Y,
(@ TTFT ST LA AR SN Y 1
c&5@5@#393‘552553000{;%%@“—%e.%a% %, %
.. LS ek CTESe: et 2 z 2. %, X
VS S F§7F528555280%232%2%3%% %
’ S SFSSSSEE53ESEnEeRee e e %
o F TS EETSSS82885228E522C 22 9 %
© U § §S55L 858523225852 2% ®
FISSESSSEEEEEEERRRY BT
VogeESTUsEEEEERE s R
A 2= 2883
N geEY FEEC
g
J

Metal

. Cu
Fe
I Mo

Ni

Zn

Figura 6.5: Distribucion de metaloproteinas a través de los phyla presentes en Domos del Arqueano. La

proporcién de las barras se presenta en escala logaritmica.
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6.2. El Metabolismo de Domos del Arqueano

Es preponderante la presencia de iones metalicos en los ciclos biogeoquimicos (Seccion 2.3),
por lo que en esta secciéon se explora el vinculo entre las metaloproteinas presentes en el
sitio y rutas metabolicas asociadas a las mismas, con el fin de establecer relaciones entre la
afinidad metalica de ciertas rutas y su tiempo de surgimiento.

Con ayuda de la clasificacion de modulos de metabolismo energético de la base de datos
KEGG, se realizo la anotacion de las metaloproteinas encontradas en DA (Figura 6.6). Resal-
ta la abundancia de metaloproteinas para las rutas de biciclo 3-hidroxipropionato, respiraciéon
aerobica (citocromo ¢ oxidasa), ciclo del citrato reductivo y ciclo de Calvin, particularmen-
te con la distinguida presencia de metaloproteinas de Co. Asi mismo, el Fe se presenta en
mayor o menor proporcion en las diversas rutas metabodlicas, sugiriendo su versatilidad ca-
talitica. Los distintos tipos de metanogénesis muestran resultados consistentes en cuanto a
la presencia de Ni y Fe (Seccion 2.1), en conjunto con la presencia de W/Mo. La reduccion
disimilatoria de sulfato presenta en su mayoria metaloproteinas de Co. Por otra parte, tanto
la desnitrificacion como la respiracion aerdbica (citocromo ¢ oxidasa) presentan en su ma-
yorfa genes de cuproproteinas, que contrasta con la ausencia de cobre en rutas metabodlicas
que no utilizan oxigeno molecular. Se observa adicionalmente que la fijacién de nitrégeno se
presenta a través de nitrogenasas de Mo-Fe (MpP, ver Figura A5: Anexos) asi como nitro-
genasas de solo Fe (Seccion 2.1.6). Finalmente, es notable la deficiencia de metaloproteinas
en rutas como nitrificacion, oxidacién de metano, entre otras.

Oxidacion de metano
Extension de cadena acido 2-oxocarboxilico
Citocromo o ubiquinol oxidasa (RA)
Nitrificacion
Ciclo del 4cido C4-dicarboxilico
o l.:uloms‘tcma anoxigénico 11 Metal
Ruta fosfato acetiltransferasa-acetato cinasa
Nitrificacién completa
Metabolismo acido de las crasulaceas

Complejo del citocromo bel (RA)
Fotosistema I1 . Cu

Ciclo del citrato reductivo incompleto
Ruta reductiva de la acetil-CoA
Reduccion asimilatoria de sulfato
Reduccion desasimilatoria de nitrato

Desnitrificacion
Reduccion desamiliatoria de sulfato

I_
| |
I .
Reduccion asimilatoria de nitrato _ Ni
[
|

Ruta metabolica

Metanogénesis hidrogenotrofica
Fijacion de nitrogeno

Ciclo dicarboxilato-hidroxybutirato
Succinato deshidrogenasa

Metanogénesis aceticlastica Zn
Metanogénesis metilotrofica ]
Ciclo hidroxypropionato-hidroxybutirato
Ciclo reductivo de las pentosa fosfato [ ]
Ciclo del citrato reductivo
Citocromo ¢ oxidasa (RA) ]

Biciclo 3-hidroxypropionato

(=}

500 1000 1500 2000
Numero de genes normalizado

Figura 6.6: Distribucién de metaloproteinas en rutas metabolicas energéticas presentes en Domos del
Arqueano. Los metabolismos estan designados segin los médulos metabolicos de KEGG. Los nombres en
azul muestran rutas metaboélicas dependientes de Os, mientras que los nombres en rojo muestran rutas
independientes de Oo. RA=respiraciéon aerdbica
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Algunas de las metaloproteinas pertenecientes a rutas metabolicas presentadas con anterio-
ridad fueron mapeadas con clases taxondmicas presentes en el sitio (Figura 6.7). Consis-
tentemente, los metabolismos de metanogénesis y fotosintesis oxigénica estan restringidos a
los Euryarchaeota y Cyanobacteria respectivamente; la fotosintesis anoxigénica se encuentra
en miembros de Protobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Acidobacteria y la clase Halobacteria
(Archaea). Esta ultima asociada a un sistema fototrofico basado en el pigmento bacterioro-
dopsina (Lake et al. 1985). Las metaloproteinas asociadas a respiracion aerébica se distri-
buyen extensamente en las distintas clases, a diferencia de procesos como nitrificacion, del
cual no se encuentran muchas metaloproteinas asociadas. El proceso de desnitrificacion se
encuentra mayoritariamente en linajes que emergen posterior al Arqueano. No se observa
un claro patréon en un aumento de diversidad de iones metéalicos en funcién del tiempo, sin
embargo, es muy notable la presencia del Fe y Zn para todas las rutas. Tanto el W como Mo
son metales empleados en un menor nimero de rutas metabolicas para las distintas clases.
La transferencia horizontal de genes de metaloproteinas es un factor a explorar para los
distintos linajes presentados.
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Figura 6.7: Metales traza utilizados en rutas metabélicas energéticas para distintas clases procariontes. A
la izquierda se muestra un arbol de la vida en conjunto con una escala del tiempo geolégico y la oxigenacién
de la atmosfera a lo largo del tiempo. a la derecha se muestran metabolismos asociados a dichas clases y los
distintos metales empleados en ellos. 3-HP=3-Hidroxipropionato
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Discusion y Perspectivas

7.1. Empobrecimiento de Cobre y su Impacto en la Bio-
geoquimica Local

Como fue mostrado previamente, de los metales estudiados, el Cu presenta el menor ntimero
de genes de metaloproteinas. La predominancia de metaloproteinas de Cu en rutas metabo-
licas aerobicas tal como desnitrificacion y en la respiracion (citocromo ¢ oxidasa y citocromo
o ubiquinol oxidasa) reflejan la importancia que este metal tiene en rutas metabolicas aero-
bicas. De hecho, el Cu es crucial para la oxidacién aerdbica de metano, oxidacion aerdbica
de amoniaco y nitrificacion. Esto puede observarse claramente en la ubicuidad de este ion
en la metano monoixigenasa particulada, la amonio monooxigenasa, y la nitrito reductasa
(Glass y Orphan, 2012). La ausencia de estas cuproproteinas clave en los metabolismos de
oxidacion de metano, amoniaco y nitrificacién da paso a preguntarse qué impacto tiene su
ausencia en los ciclos biogeoquimicos tanto de C como de N a nivel local.

La nitrificacién, un proceso con alta dependencia de oxigeno, es capaz de proceder a muy
bajas concentraciones de Oy (10 nM) (Bristow et al. 2016). No obstante, los requerimientos
de Cu para la transformacion de amoniaco a nitrito, el primer paso en la nitrificacion (Stiie-
ken, Kipp et al. 2016), sugieren otros mecanismos para la produccion de nitrito y nitrato,
pues la desnitrificacién pareciera ser un potencial proceso presente en DA. Abi6ticamente,
se ha propuesto mecanismos tales como rayos para fijacion de nitrégeno en especies oxidadas
(tal como NO, NO5, NO3, NoO ) (Navarro-Gonzalez et al. 2001), sin embargo, es posible
que este aporte no sea muy significativo en la bidsfera tanto moderna como antigua. Adi-
cionalmente, la fotoquimica puede jugar un papel importante (Doane, 2017). Otras rutas
biologicas alternativas tal como fotoammox o feammox (Broda, 1977; Fischer y Knoll, 2009)
han sido poco caracterizadas; atin se desconoce su participaciéon en ecosistemas en conjun-
to con otras posibles rutas bioldgicas de nitrificacion. La oxidacién anaerdbica de amoniaco
(anammox) pareciera una alternativa ante la ausencia de enzimas en su contraparte aerobica,
sin embargo, atin se desconoce la naturaleza de los cofactores involucrados (Cu o bien Fe);
es posible que la misma limitaciéon de Cu restringiera tanto las rutas aerébicas y anaerdbicas
de oxidacion de amoniaco (Stiieken, Kipp et al. 2016).
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La oxidacién de metano en condiciones aerdbicas se ha mostrado presente incluso en con-
diciones de escasez de cobre (Guggenheim et al. 2019). Sin embargo, las comunidades de
DA no parecen expresar genes de metano monooxigenasa particulada. Otros mecanismos de
oxidacién anaerobica de metano podrian ser viables, incluyendo una oxidacién dependiente
de Fe*™ (Roland et al. 2021), aunque dichos mecanismos no fueron detectados en el presente
trabajo. Es posible que en este sitio el metano no sea reciclado, por lo que haya un flujo
negativo de C.

7.2. Las Comunidades Microbianas Reflejan los Requeri-
mientos Metalicos del Pre-Neoproterozoico

El uso de metales de los tapetes de Domos del Arqueano permiten especular sobre la Tierra
en un pasado, donde la biodisponibilidad de metales seleccion6 el uso de los mismos (Seccion
2.3). La notable escasez de genes de cobre, particularmente para las rutas metabolicas de
oxidacion aerdbica de metano, oxidacion aerdbica de amoniaco y nitrificacion reflejan posi-
blemente un momento en la historia de la Tierra en el que el reservorio de Cu era limitado
y la vida ain no exploraba/potenciaba dichos metabolismos (Seccion 2.3).

Los registros isotopicos de biofirmas indican que la metanogénesis ya era abundante hace
3.45. Subsecuentemente, mediante fraccionamiento isotépico en valores del 6'3C, la evolucion
de la fotosintesis oxigénica tuvo lugar hace 2.8 Ga o antes. Asi, se sugiere que la metanotrofia
(oxidacion aerobica de metano) tuvo origen entre los 2.9 a 2.7 Ga (Moore et al. 2017) . Por
otra parte, valores de fraccionamiento isotépico en §°N en kerdgeno y lutitas ricas en organi-
cos de 2.67 y 2.5 Ga respectivamente muestran acoplamiento de nitrificacion/desnitrificacion
(Moore et al. 2017). Es evidente que la presencia de dichos metabolismo precede al GOE
y esto pareciera inusual debido al requerimiento indispensable de oxigeno tanto en la nitri-
ficacion /desnitrificacion como en la oxidacion. No obstante, el registro de biofirmas indica
la presencia de ligeras concentraciones de oxigeno (Moore et al. 2017), posiblemente asocia-
das con exhalaciones locales debido a la actividad por cianobacterias. Alrededor del mismo
tiempo (2.72 a 2.45 Ga) se ha registrado un posible origen de la respiracion aerébica (Moore
et al. 2017), aunque este es discutido.

Como fue descrito en secciones anteriores, el Cu es un metal indispensable para rutas meta-
bolicas aerobicas (Secciones 2.1.5, 2.3 y 7.1). Con la oxigenacion global expandida durante
el GOE y particularmente el NOE, el reservorio de Cu en el océano aumentaria debido al
intemperismo oxidativo de sulfuros (Seccion 1.2.6). Subsecuentemente, la utilizacion de Cu
en metaloproteinas incrementaria, potenciando rutas metabolicas que involucran el uso de
oxigeno molecular; esto no es casualidad alguna, puesto que el Cu es un ion altamente estable
al acomplejarse con ligandos de azufre y nitréogeno ademas de ser una fuente de electrones
con altos potenciales redox, capaz de utilizar el poder del oxigeno como sumidero de electro-
nes (Moore et al. 2017). Si bien las reconstrucciones de Cu son discutidas, estudios recientes
sobre el paleo-metaloma muestran un uso disminuido en Cu previo al GOE (Hickman-Lewis
et al. 2020). A nivel local, aunque es posible que exhalaciones de oxigeno impulsen el intem-
perismo oxidativo de sulfuros, el Cu es un metal traza altamente afin a HyS, siendo posible
su precipitacion de la columna de agua incluso con bajas concentraciones de oxigeno.
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De esta manera, los resultados sugieren que Domos del Arqueano representa a una comunidad
con limitado uso de Cu y, en consecuencia, con un potencial metabolico limitado en cuanto
a metabolismos aerobios. Domos del Arqueano posiblemente es el reflejo de una bidsfera
antigua que precede la dominacién de comunidades aerdbicas alrededor de los 2.7 a 2.5
Ga (Eigenbrode y Freeman, 2006), previo a la oxigenacion completa del sistema océano-
atmosfera durante el Neoproterozoico. Esto es consistente con la edad de surgimiento de
metabolismos en los que el cobre es un metal indispensable.

7.3. ;Vestigios Hidrotermales?: el uso de Tungsteno, Ni-
quel y Cobalto

En ambientes hidrotermales (particularmente submarinos) y, a gran escala, en un océano
Arqueano temprano, el flujo de Fe, Ni, Co y W llegaria a concentraciones biodisponibles. Asi,
se ha hipotetizado que el metametaloma de ambientes del Arqueano temprano hacian uso de
estos metales, mientras que iones metalicos como Cu, Mo y Zn serfan empleados posterior a
la oxigenacion del sistema océano atmosfera (Seccion 2.3). Las novedosas mediciones paleo-
metalomicas de pedernal asociado a ambientes hidrotermales (cca. 3.33 Ga) muestra ser
consistente con el uso de metales hipotetizado para el Paleoarqueano, lo que segiin Hickman-
Lewis et al. (2020), representan consorcios litotroficos u organotroficos capaces del ciclado de
nitrogeno y metano. Particularmente, el empleo de estos metales es consistente con algunas
de las rutas metabolicas de mayor antigiiedad tal como lo es la metanogénesis (empleo de
Fe y Ni) (Hickman-Lewis et al. 2020).

Es muy notable la alta abundancia de genes proteinicos pertenecientes a la familia aldehido
ferredoxina oxidorreductasa en DA. La mayoria de estas proteinas de W se han caracteri-
zado como sensibles al oxigeno y pertenecientes a anaerobios; muchas de estas aisladas de
arqueas hipertermofilicas asi como en miembros de Firmicutes. Estas enzimas generalmente
funcionan en altas temperaturas y participan en variedad de rutas asociadas al metabolismo
de carbohidratos (Roy et al. 2006). Segiun Williams (1997), el uso de W es un claro reflejo
de vestigios hidrotermales en organismos primitivos, e incluso, con un rol fundamental en
la abiogenesis (Schoepp-Cothenet et al. 2012). La distincion refinada respecto al uso de Mo
o W permitira soportar lo hipotetizado asi como abrir la posibilidad de una exploraciéon a
detalle del uso e W en este sitio.

7.4. Enriquecimientos de Genes asociados a Molibdeno
previo al GOE

Dentro de las reconstrucciones paleoceanogréficas, el Mo es un metal traza ampliamente
utilizado por ser un indicador redox sensible. Asi, la historia de biodisponibilidad de Mo
en el registro sedimentario ha sido caracterizada a profundidad (ver Seccién 1.2.2) y ha
sido categorizado como un ejemplo clasico en cuanto a la utilizaciéon biol6gica en funcién
de cambios en la concentracion paleomarina (Anbar y Knoll, 2002; Kacar et al. 2021), con
un océano arqueano empobrecido en Mo y un incremento sustancial de este posterior al
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GOE, permitiendo una reasignacién de metales e innovacion de molibdoproteinas. Bajo este
esquema, es natural cuestionarse como encaja Domos del Arqueano con una abundancia alta
de genes de molibdoproteinas en un ambiente que posiblemente refleja los requerimientos
metélicos previo al GOE.

Las mediciones paleo-metalomicas de (Hickman-Lewis et al. 2020) sugieren un uso incremen-
tado en Mo posterior al GOE. Sin embargo, durante la transicion de comunidades anaero-
bicas a aerobicas (cca. 2.75-2.5 Ga), se registran incrementos de Mo y HsS en conjunto con
la oxigenacion de ambientes marinos someros (Stiieken, Kipp et al. 2016); asi, ante ligeros
incrementos en la concentraciéon de oxigeno, el intemperismo oxidativo es capaz de aportar
iones de Mo que considerablemente generan enriquecimientos locales. Adicionalmente, se ha
mostrado que tapetes microbianos contemporaneos hipersalinos poseen un alto potencial en
generar enriquecimientos locales de Mo por miiltiples causas: evaporacion de agua y subse-
cuente acumulacion celular debido a fijacion de nitroégeno, y la asociaciéon de Mo con 6xidos
de Mn en regiones 6xicas del tapete para su subsecuente disoluciéon debido a HyS generado
por la reduccién de sulfato (Valdivieso-Ojeda et al. 2014).

Estudios filogenéticos y de fraccionamiento isotépico soportan un uso abundante de Mo
desde el Mesoarqueano. Con el origen de la Mo-Fe nitrogenasa entre los 3.2 a 2.9 Ga (Moore
et al. 2017), estas enzimas preceden a las nitrogenasas de vanadio y solo Fe (Stiieken, Kipp
et al. 2016; Moore et al. 2017). Esto es consistente con los fraccionamientos isotépicos del
d5N, cuya fuente de fraccionamiento apunta hacia las nitrogenasas Mo-Fe a diferencia de las

demas nitrogenasas que generan fraccionamientos con valores mayores (Stiieken, Kipp et al.
2016).

7.5. Reimaginando Domos del Arqueano

Domos del Arqueano es un analogo a un tapete microbiano del Arqueano tardio (2.7 a 2.5
Ga) (Figura 7.1), previo al GOE, bajo un régimen de exhalacion de oxigeno o bien bajo el
dominio de aguas superficiales oceanicas oxigenadas (Eigenbrode y Freeman, 2006; Kendall
et al. 2015; Stiieken, Buick et al. 2015). Este tapete microbiano presenta MISS caracteristicas
de tapetes en ambientes intermareales a supramareales (Bouougri y Porada, 2012; Homann
et al. 2015; Lakhdar et al. 2021); asi, podemos visualizar a Domos del Arqueano ubicado en las
apenas crecientes margenes costeras que abririan nicho a tapetes microbianos y microbialitas
cuya proliferacion en la Tierra no es hasta el Proterozoico (Stanley y Luczaj, 2015).

Se podria especular que, durante este periodo, la produccion local de oxigeno favoreceria al
intemperismo oxidativo en el tapete microbiano, mientras la atmosfera a escala planetaria
permaneceria anoxica (Stiieken, Kipp et al. 2016). A nivel local, las concentraciones de Mo
se encuentran relativamente altas en comparaciéon al ain anéxico mar profundo, mientras
que una parte apreciable de iones de Cu atn estan complejados con sulfuros y otros que-
lantes que inducen su precipitacion de la columna de agua. Otros metales traza como el Fe,
Ni, Co y W muestran cambios importantes en su biodisponibilidad respecto al Arqueano
temprano (Robbins et al. 2016); muy posiblemente, un decremento (en mayor o menor gra-
do) en la concentracion de estos en la columna de agua debido al cambio de estado redox
acuatico.
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Figura 7.1: Domos del Arqueano como un sitio andlogo al Arqueano tardio. La colonizacién por parte
de las cianobacterias genera exhalaciones de oxigeno a nivel local mientras la atmosfera y el interior del
tapete permanecen anoxicos. El incremento de Mo y minimamente en Cu, permiten explorar/potenciar
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Las comunidades se encuentran en un momento de transicion, de un régimen anéxico a una
dindmica donde el oxigeno juega un papel central. Las cianobacterias, agentes causales de la
produccion local de oxigeno, son los principales fototrofos del sitio (Nisbet y Fowler, 1999),
desplazando nichos antes ocupados por distintos grupos con potencial de realizar fotosintesis
anoxigénica tal como fotétrofos de Proteobacteria, Chloroflexi y Chlorobi. Posiblemente, este
momento en la historia del planeta nos muestra el encuentro entre las cianobacterias y las
halobacterias (Haloarchaea), fototrofos abundantes en DA de los cuales se hipotetiza tuvieron
un rol relevante en la fotosintesis temprana (DasSarma y Schwieterman, 2021).

En cuanto a las rutas metabolicas del sitio, el flujo de nutrientes anuncia cambios sustan-
ciales en su dinamica (Figura 7.1). La introduccion del oxigeno y el aumento de Mo y Cu
permiten la potenciacion/exploracion de metabolismos cruciales en los ciclos biogeoquimicos
contemporaneos. El Mo durante este momento supera las concentraciones minimas de bio-
disponibilidad y, por tanto, la fijacién de nitrégeno es un proceso mas eficiente y mayormente
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distribuido en todo el tapete. El incremento en la disponibilidad de Cu ha permitido que se
exploren novedosas rutas tales como desnitrificacion y la respiracion aerdbica, traducido en
la maxima expresion de eficiencia metabolica (Moore et al. 2017). La oxidacion de amonia-
CO es un proceso que aun no se origina en los tapetes sino hasta posiblemente posterior al
Neoproterozoico (Ward et al. 2021). El ciclo del nitrogeno moderno comienza a ensamblarse
a partir de un “vector” de nitrégeno: la transformacion de nitrégeno molecular en amoniaco.
Por otro lado, el ciclo del carbono carece de la oxidacion de metano aerébica (metanotrofia),
generando asi un flujo negativo del sistema en forma de metano; el tamano que presentan
estos domos posiblemente sea debido a la gran acumulaciéon de metano previo al colapso de
los mismos por sobrepresurizacion.

7.6. Perspectivas del Metametaloma en Domos del Ar-
queano

Adicional a las nitrogenasas de Mo, posiblemente, las nitrogenasas de solo Fe o bien las nitro-
genasas de V (no exploradas en este trabajo) jueguen un papel relevante en las interacciones
bioinorganicas, tal como la producciéon de metano y amoniaco y su influencia en el desarrollo
de comunidades microbianas (Harwood, 2020).

Es probable que el impacto de la limitacion biologica en genes de Cu se extienda més alla del
metabolismo energético. Explorar a detalle la participacion del Cu en otras rutas y procesos
celulares permitiré tener un panorama més completo de este sistema. Otro aspecto relevante
a estudiar son las diferencias entre la abundancia de genes de Fe respecto a los demés grupos;
estudiar la dindmica del ciclo de Fe puede revelar patrones de interés que permitan soportar
la hipotesis presentada.

En general, explorar la quimica de elementos traza del sitio permitira correlacionar la abun-
dancia de genes de potenciales metaloproteinas con la concentraciéon de iones metalicos en
el ambiente. Ademas, las crecientes bases de datos asi como los avances en la prediccion de
metaloproteinas podran otorgar un estudio bioinformatico més refinado, particularmente, en
metaloproteinas cuyos metales presentan propiedades fisicoquimicas muy similares (e.g. W
y Mo).

7.7. El Metametaloma: Estudiando a las Comunidades
bajo una Nueva Perspectiva

Durante los ultimos anos, la importancia que tienen los iones metélicos en los sistemas
biologicos ha ganado atencién desde multiples perspectivas; sin embargo, contados son los
estudios que exploran el uso de metales mas alla del nivel organismico. La diversidad funcional
descrita en Domos del Arqueano revela el abanico de procesos en los que los metales se ven
impregnados; desde el procesamiento de la informacion genética, la catalisis de multiples
procesos metabolicos hasta mecanismos de transporte y homeostasis.

La caracterizacion metametalémica de un sitio posiblemente funja como una estrategia no-
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vedosa hacia la comprension y diferenciacion de comunidades microbianas. Anteriormente,
se han reportado genes de 6xido-reduccion que fungen como indicadores de distintos biomas
microbianos (Ramirez-Flandes et al. 2019). Bajo el entendido que una porcion abundante de
oxidoreductasas son metaloproteinas, es posible que a estas diferencias entre comunidades
les subyace una componente metalémica, ligado a la bioenergética ambiental y al ciclado de
elementos local. Asi, la metametalémica es una propuesta con un valioso potencial dentro del
area de la ecologia microbiana; esta creciente rama de las “6micas” es una convergencia entre
las distintas técnicas ya empleadas en el area: la metagenémica, metaproteémica, métodos
dependientes de cultivo y un especial énfasis en la biogeoquimica. La implementacion de di-
chas técnicas con un enfoque en metametalémica permitira a futuro refinar las observaciones
presentadas aqui.

7.8. Metales Traza como Posible Biofirma: Implicaciones
Astrobiologicas

Gran parte de la biisqueda de vida en otros cuerpos planetarios se ha enfocado en la bisque-
da de sitios cuya quimica pueda producir vida como la conocemos. Desde el famoso eslogan
de la NASA follow the water y su evolucion a follow the elements, la comunidad cientifica
reconoce el papel de buscar vida mediante la naturaleza quimica de la misma. Sin embargo,
nuevas perspectivas respecto a la sobreestimacion de los CHONPS, tanto en la busqueda
de biofirmas extraterrestres asi como prory para revelar cambios ambientales en la selec-
cién natural de elementos. En palabras de Kacar et al. (2021), “los elementos CHONPS...
posiblemente sean demasiado esenciales”. Posiblemente, la buisqueda de metales traza en sis-
temas exoplanetarios asi como en muestras con potencial biogénico ayude a constrenir las
incertidumbres de presencia de vida en dichos escenarios. Tanto los estudios presentados
por Hickman-Lewis et al. (2020), como los resultados presentados en este trabajo sugieren
que posiblemente existan firmas metalémicas de comunidades en distintas configuraciones
geologicas/ambientales. La exploracion de dichas composiciones metametalomicas en comu-
nidades presentes y paleo-metalomas permitiran explorar el potencial de la metalémica como
herramienta astrobiologica.
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Capitulo 8

Conclusiones Generales

Domos del Arqueano es un sitio que recapitula un momento en la historia de la Tierra. El
empobrecimiento de genes de Cu, particularmente en rutas metabolicas aerdbicas, refleja
la presencia de comunidades cuyo requerimiento de metales traza asemeja probablemente a
comunidades previo a la oxigenacion permanente del planeta y al aumento de las concentra-
ciones de Cu en la columna de agua. La descripcion metametalomica de este sitio rescata la
relevancia de los iones metalicos en funciones moleculares y procesos celulares, asi como su
extensa distribucion en los distintos linajes procariontes, abriendo una puerta a la investiga-
cion puntual y detallada de fenémenos y mecanismos poco explorados. Asi, la introduccién
de la metametalémica como una herramienta émica y astrobiologica debra ser explorada a
profundidad en otros sistemas terrestres. La expansion del reservorio de informacion en las
bases de datos, asi como los crecientes esfuerzos en la prediccion de metaloproteinas per-
mitiran un estudio bioinformatico con mayor precision, integrando un porcentaje mayor del
metametaloma fisico.
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Anexos

Tabla Al: Medidas de tendencia central y de dispersion para las distribuciones de me-
taloproteinas en los metagenomas estudiados para cada metal. DE=Desviacion estandar,
IQR=Rango intercuartilico.

Meétrica

Co

Cu

Fe

Mo Ni

\%% Zn

Media

37.38415

16.06183

21.78973  40.66682  35.36615

36.09085  39.00439

Mediana

37.15616

17.99507

23.04887 44.61634 33.55353

35.56931  37.18892

DE

7.205244

3.502203

3.532524  9.097121  7.970469

6.609497  9.103147

IQR

9.824325

4.188496

4.553965 10.633869 9.346510

8.020896  10.827348

Minimo

27.48354

10.70138

15.66263  25.25399  24.59730

25.70099 28.18213

Maximo

46.79897

18.60541

25.23253  49.09481  46.60975

44.30433  52.46539

Tabla A2: p-values asociados a una prueba de normalidad de Shapiro-Wilks aplicada a las
distribuciones de metaloproteinas por metal.

Co

Cu

Fe

Mo Ni W

Zn

p-value

0.6564 0.0060 0.3584 0.1273 0.4744 0.8377 0.310811

Tabla A3: p-values asociados a una prueba U de Mann-Whitney para muestras pareadas de
metaloproteinas por metal.

Co Cu Fe Mo Ni W
Cu | 0.0014 - - - - -
Fe | 0.0014 0.0211 - - - -
Mo | 0.7021 0.0014 0.0014 - - -
Ni | 0.7021 0.0014 0.0049 0.5130 - -
W | 0.8288 0.0014 0.0014 0.9015 0.5743 0.8895
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Dominios conservados de metaloproteinas de Co
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Dominios conservados de metaloproteinas de Fe
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Dominios conservados de metaloproteinas de Ni

WD domain, G-beta repeat

HD domain

Bacterial extracellular solute-binding proteins, family 5 Middle
Amidohydrolase family

ABC transporter

Enoyl-(Acyl carrier protein) reductase

Protein kinase domain

Histidine kinase-, DNA gyrase B-, and HSP90-like ATPase
AcrB/AcrD/AcrF family

Aldehyde dehydrogenase family

His Kinase A (phospho-acceptor) domain

Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase

Ankyrin repeats (3 copies)

DEAD/DEAH box helicase

Peptidase family M23

short chain dehydrogenase

Metallopeptidase family M24

Trypsin-like peptidase domain

Subtilase family

GDP-mannose 4,6 dehydratase

tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase

Sell repeat

Iron-containing alcohol dehydrogenase

Aspartate/ornithine carbamoyltransferase, carbamoyl-P binding domain
Nitrogen regulatory protein P-II

Glycosyl hydrolase family 1

Carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP binding domain
Glycosyl hydrolases family 31

0 250 500 750
Prom. de cuentas/dominio

Dominios conservados de metaloproteinas de W

Response regulator receiver domain o
ABC transporter L J
Inorganic H+ pyrophosphatase @
tRNA Né6-adenosine threonylcarbamoyltransferase L ]
Molybdopterin oxidoreductase @
3' exoribonuclease family, domain 1 [5)
Survival protein SurE [5)
Probable molybdopterin binding domain 5]
3' exoribonuclease family, domain 2 [5)
MoeA N-terminal region (domain I and IT) o
haloacid dehalogenase-like hydrolase @
Rad51 L ]
PBP superfamily domain —@
TOBE domain I -}
Bacterial extracellular solute-binding protein —_—e
KH domain —
Molybdopterin oxidoreductase Fe4S4 domain ) ]
Histidyl-tRNA synthetase —_—
Molydopterin dinucleotide binding domain —_—
e
e
e
e
e
e
e
e
e

S1 RNA binding domain

4Fe-4S dicluster domain

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase, RNA binding domain
HAD-hyrolase-like

MoeA C-terminal region (domain IV)

Protein kinase domain

Haloacid dehalogenase-like hydrolase

HIT domain

Histidine kinase-, DNA gyrase B-, and HSP90-like ATPase

0 100 200 300 400 500
Prom. de cuentas/dominio



Capitulo 8. Conclusiones Generales 109

Dominios conservados de metaloproteinas de Zn

Helicase conserved C-terminal domain

Amidohydrolase family
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Metallo-beta-lactamase superfamily
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Sigma-70 region 2

tRNA synthetases class I (E and Q), catalytic domain
HMGL-like

Aldo/keto reductase family
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Bacterial extracellular solute-binding proteins, family 5 Middle
tRNA synthetases class I (M)

Proton-conducting membrane transporter

Protein kinase domain

Toprim domain

Cytidine and deoxycytidylate deaminase zinc-binding region
Zinc-binding dehydrogenase

ATPase family associated with various cellular activities (AAA)
Carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP binding domain
Hsp70 protein
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Queuine tRNA-ribosyltransferase
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Peptidase dimerisation domain
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Figura A1: Dominios conservados (Pfam) de mayor abundancia en metaloproteinas de Co, Cu, Fe, Mo, Ni,
W y Zn presentes en Domos del Arqueano. Las abundancias estan reportadas como promedio de abundancia
de dominios conservados.
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Co

Figura A2: Distribucion de los phyla mas abundantes en funcién del uso de metales. Se puede observar una distribucién taxonémica cohesiva entre

los distintos metales.
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Figura A3: Distribucién de uso de metales en clases taxonémicas pertenecientes a los phyla més abundantes
en Domos del Arqueano (Proteobacteria, Euryarchaeota, Firmicutes, Bacteroidetes).
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Figura A4: Anotacion funcional KEGG por metal, mostrando rutas y procesos de mayor generalidad.
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Figura A5: Anotaciéon funcional KEGG por metal para metaloproteinas polimetalicas. Es detacable la
fijacion de nitrogeno, donde domina la nitrogenasa de cofactor Mo-Fe.
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