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Resumen

Actualmente, el metabolismo comprende una red compuesta de una amplia diversi-
dad de metabolitos, enzimas, reacciones, cofactores inorgánicos y coenzimas. Conocer
su historia evolutiva temprana ha sido de gran interés desde mediados del siglo pasado.
Una de las rutas metabólicas de interés en el contexto de la evolución temprana de la
vida es la metanogénesis. Algo particular de este metabolismo son las coenzimas que
están asociadas a las enzimas biosintéticas, las cuales son exclusivas de los organismos
metanógenos. Estas coenzimas tienen un papel clave en la generación de metano, so-
bretodo, las coenzimas M, B y F430 que participan en la reacción final (la reducción
del metil-coenzima M por la coenzima B) de la metanogénesis.

En este trabajo se indagó sobre el papel evolutivo de la coenzima B. Para esto, se
realizaron redes de similitud de secuencias y se crearon filogenias de las enzimas que
participan en la biosíntesis de la coenzima B. Nuestros resultados sugieren que este
módulo enzimático parece estar filogenéticamente relacionado con enzimas relaciona-
das a las vías biosintéticas de lisina, leucina e isoleucina. En conjunto con datos de
distribución filogenética, se concluye que la biosíntesis de la coenzima B se derivó de
las rutas de aminoácidos antes mencionadas. Estos resultados apoyan la idea de que
la metanogénesis no es un metabolismo tan antiguo como algunos autores han suge-
rido. Comprender los detalles de las biosíntesis de las coenzimas es fundamental para
conocer la historia evolutiva del metabolismo metanogénico.
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1 Introducción

Los organismos tienen la capacidad de realizar un conjunto acoplado de reaccio-
nes químicas (bioquímicas) que les permiten asimilar nutrientes del medio al que se le
denomina metabolismo, y se caracteriza por ser una gran red de vías interconectadas
responsables de sintetizar (anabolismo) y degradar (catabolismo) biomoléculas. Esta
red biológica está compuesta por una extraordinaria diversidad de enzimas, cofactores
y metabolitos, y puede estar interconectada a través de diferentes interacciones como
las reacciones químicas que se llevan a cabo, las similitudes e interacciones que com-
parten las enzimas, entre otras. La red que vemos actualmente es producto de miles
de millones de años de evolución que han dado forma a la topología de la red y a las
propiedades de sus componentes proteínicos. Este papel clave que tiene el metabolismo
destaca aún más el interés por saber el origen de las rutas metabólicas que lo integran,
y que, desde hace décadas ha sido la pregunta principal de numerosos trabajos [1–6].

1.1. Ensamblando metabolismos

Fueron Aleksandr I. Oparin [7] y John B. S. Haldane [8] quienes desde las publi-
caciones de sus obras comenzaron una de las controversias que hasta la fecha no se
ha podido llegar a un consenso sobre la naturaleza metabólica de las primeras for-
mas de vida. En su obra publicada en 1938, Oparin sugirió un ambiente altamente
reductor donde había compuestos de carbono y hierro de origen geológico los cuales
reaccionaban con el vapor de agua para formar hidrocarburos. Éstos últimos al oxidarse
producirían compuestos como alcoholes, cetonas, aldehídos, etc., que luego reacciona-
rían con el amoniaco (NH3) para formar aminas, amidas y sales de amonio. Entre los
compuestos proteínicos y otras moléculas resultantes se formaría una solución diluida
de compuestos orgánicos que permitiría la formación de sistemas coloidales a partir
de los cuales evolucionarían las primeras formas de vida heterótrofas. Por otra parte,

2



1.1. ENSAMBLANDO METABOLISMOS 3

Haldane en 1929 argumentó que el origen de la vida había sido precedido por la síntesis
de compuestos orgánicos; también sugirió que la ausencia de oxígeno en una atmósfera
primitiva rica en dióxido de carbono (CO2) dando lugar a una "sopa caliente diluida".
A partir de las diferencias entre estas hipótesis surgió un debate histórico sobre la na-
turaleza metabólica de los primeros seres vivos.

A lo largo del tiempo, se han generado diversas hipótesis sobre el origen y evolución
de las rutas metabólicas, dentro de las cuales destacan cuatro modelos principales: el
retrógrado [9,10], el progresivo [11], el denominado patchwork [12,13]; y el semienzimá-
tico [4] figura 1.1. Aunque cabe aclarar que el origen de todas las rutas metabólicas
pudo no ser de la misma forma y que es posible explicar el surgimiento de algunas
de ellas por la combinación de las diferentes hipótesis. Además, todas éstas hipóteis
suponen que las rutas metabólicas actuales se derivan de las rutas prebióticas.

Inicialmente, el modelo retrógrado propuesto por Horowitz en 1945 [9]; figura 1.1-a
sugiere que las vías se fueron ensamblando hacia atrás (de su dirección de acción actual),
utilizando intermediarios que se encontraban disponibles en el ambiente prebiótico; por
lo que, es un modelo válido sólo si los compuestos prebióticos están disponibles. Más
tarde, Horowitz [10] modificó su propuesta al argumentar que la agrupación de genes
que codifican las enzimas de una determinada ruta podría explicarse como el resultado
de duplicaciones tempranas en tándem de un gen ancestral. Es decir, si la biosíntesis
contemporánea del compuesto ’A’ requiere la transformación secuencial de los precur-
sores ’D’, ’C’ y ’B’ a través de las enzimas correspondientes, el producto final ’A’ de
una determinada ruta metabólica fue el primer compuesto utilizado por los organismos
heterótrofos primordiales. Esta hipótesis ha recibido numerosas críticas entre las que
se encuentran el hecho de que no explica el origen de mecanismos reguladores de las
vías catabólicas, ni la existencia de rutas metabólicas con reacciones muy diferentes,
y que, si las enzimas que catalizan pasos sucesivos en una determinada vía metabóli-
ca son el resultado de una serie de eventos de duplicación de genes, entonces deberían
compartir similitudes estructurales [4]. Para pocos casos ha sido una explicación válida.

Granick [11] propuso el modelo progresivo en 1957. Éste se planteó para explicar
el desarrollo de las vías biosintéticas en las que los compuestos prebióticos no tienen
ningún papel. Según este modelo, las vías se habrían ensamblado en sentido progresivo,



4 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

desde precursores simples hasta productos más complejos. Por lo tanto, los genes más
antiguos a lo largo del tiempo estarían representados por aquellos que catalizan los
primeros pasos de las vías contemporáneas. En la figura 1.1-b, la complejidad que
se añade al precursor inicial y a los productos intermedios de la vía se ejemplifica con
reacciones de “ornamentación” como podría ser la alquilación. Algo necesario para que
este modelo pueda ocurrir es que cada uno de los intermediarios sea útil para el orga-
nismo, ya que la aparición de múltiples genes simultáneamente en secuencia resultaría
demasiado improbable [4]. Granick sugirió que este escenario podría funcionar con el
grupo heme y la clorofila.

Con la hipótesis de patchwork, Yčas [13] y Jensen [12] sugirieron que las rutas me-
tabólicas se pudieron haber ensamblado por el reclutamiento de enzimas primitivas con
baja especificidad dotadas de un amplio rango de sustratos químicamente relacionados.
Como lo ilustra la figura 1.1-c, los genes ancestrales que codifican enzimas promiscuas
(E1) podrían haber ampliado las capacidades metabólicas de las células primordiales
mediante la duplicación génica y la posterior divergencia. Un posible destino que de un
evento de duplicación génica es la subfuncionalización (E2) [14,15], en la que las acti-
vidades catalíticas del gen ancestral se dividen entre los parálogos. En nuestro ejemplo
ilustrado, tras la divergencia de los genes duplicados, una de las reacciones ancestrales
es asumida por uno de los parálogos. Un ejemplo en el que se toma como una expli-
cación válida es la biosíntesis a partir de policétidos y los ciclos de la urea y del ácido
tricarboxílico [16–18].

Finalmente, Lazcano y Miller [4] propusieron el modelo semienzimático. En este
modelo suponen que: (i) un conjunto de compuestos presentes en el océano primitivo,
los cuales deberían de ser estables para que sus concentraciones aumentaran, tal es el
caso de la adenina y guanina; (ii) debido a la fuga de las rutas existentes dentro de las
células, varios compuestos no tan estables también deberían estar disponibles y ser uti-
lizados rápidamente antes de su degradación como oxaloacetato o α-cetoglutarato; (iii)
asimismo, los tipos de enzimas existentes estaban disponibles después de la duplicación
de genes, y eran poco específicos; y finalmente, (iv) las enzimas iniciales surgieron a
partir de reacciones no-enzimáticas seguidas de la adquisición de la enzima. De esta
forma, aunque la mayoría de las reacciones son mediadas por enzimas, también hay
algunas reacciones que se producen de forma espontánea o cambiando las condiciones
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de la reacción (en caso de no haber enzima). Este es un modelo que está respaldado
por numerosos ejemplos [4], y a su vez, apoyan la idea de que las rutas metabólicas que
antecedieron a las actuales pudieron existir con un menor número de enzimas, mediante
una actividad semi-enzimática, y por la presencia de enzimas generalistas como lo que
ocurre en el ensamblaje tipo patchwork [1].

Como podemos ver, el origen y evolución de las vías metabólicas representó un
paso esencial en la evolución molecular y celular. Los modelos previamente descritos
son muestras de aportaciones fundamentales para entender la gran pregunta “¿cómo se
originó y evolucionó la red metabólica que observamos hoy en día en los organismos?”.
Aunque se tiene un amplio conocimiento para intentar resolver esta incógnita, es una
pregunta sumamente compleja que se presta para abordarla desde diferentes ángulos.

1.2. Evolución de las coenzimas

Los organismos contemporáneos llevan a cabo la combinación del metabolismo (una
red metabólica que conecta, en términos muy generales, reacciones anabólicas y cata-
bólicas) y la replicación (el proceso de hacer más copias de sí mismo), los cuales son
indispensables para que los organismos sobrevivan y puedan heredar su material ge-
nético [20]. La relación tan entrecha entre ambos procesos biológicos ha llevado a la
comunidad científica a enfrentarse a uno (de muchos) de los problemas tipo huevo-
gallina o de causalidad circular (donde se necesita B para que exista A, y viceversa)
en el caso de la investigación sobre el origen y evolución temprana de la vida: ¿qué
fue primero? ¿la replicación o el metabolismo?, si bien no es materia de debate para
este trabajo, este ejemplo es ilustrativo de escenarios similares que se presentan al mo-
mento de preguntarnos sobre el origen de otros componentes biológicos presentes en el
metabolismo celular como lo son las enzimas y las coenzimas.

En general, los cofactores son actores químicos esenciales del metabolismo y usual-
mente se dividen en inorgánicos y orgánicos. El término “cofactor” usualmente es aso-
ciado a moléculas químicas e inorgánicas, e. g. cationes metálicos divalentes como el
magnesio (Mg+2), el manganeso (Mn+2) y el hierro (Fe+2 o Fe+3). Las coenzimas con-
sisten de pequeñas moléculas orgánicas no proteicas que se unen específicamente a las
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Figura 1.1: Representaciones gráficas de los principales modelos sobre el origen y evolución de las vías
metabólicas. En a) podemos observar la hipótesis retrógrada. En b) se muestra la hipótesis progresiva.
Y finalmente en c), observamos el resumen gráfico de la hipótesis conocida como patchwork. En este
esquema no se incluye el modelo semienzimático. Abreviaturas: E1, enzima 1; E2, enzima 2. Modificada
de Scossa y Fernie [19].
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enzimas y pueden actuar como grupo prostético o como co-sustratos, e. g. molécu-
las como el flavín-adenín dinucleótido (FAD) y el nicotín-adenín dinucleótido fosfato
(NADP+). Participan activamente promoviendo oxidaciones y reducciones específicas
del sitio, reacciones de transferencia de grupos como la acilación, la fosforilación y la
metilación [21, 22]. Esta relación es tan íntima e importante al momento de ocurrir la
reacción que sin la presencia de la(s) coenzima(s) o cofactor(es) inorgánico(s) corres-
pondientes, la enzima encargada de la transformación química diminuye drásticamente
o deja de llevar a cabo la reacción en cuestión. Actualmente observamos que para la
biosíntesis de los cofactores orgánicos se requieren de enzimas que les puedan producir.

El estudio evolutivo de estas moléculas inició a mitad del siglo XX [23–27]. A
pesar de que durante muchos años las publicaciones con este enfoque fueron escasas,
recientemente se han vuelto más frecuentes los trabajos relacionados con su evolución
temprana [28–32]. Uno de los hallazgos más interesantes es que las coenzimas FAD,
NADP+ y la coenzima A (CoA) contienen una parte de monofosfato de adenosina (asa
de AMP) como elemento estructural [30]. Este hecho se ha utilizado como indicador
de que el RNA y las coenzimas, o análogos más simples derivados de ellos, pudieron
haber coexistido en la Tierra prebiótica [33]. Además, existen organismos cuyas enzimas
dependen de varias coenzimas que no existen en otros organismos, este es el caso de
los metanógenos [34–36].

1.3. Metanogénesis

Los metanógenos actuales son microorganismos capaces de producir metano (CH4)
como producto principal de su metabolismo energético. Estos seres generadores de
metano comparten varias características: todos los organismos metanógenos conocidos
hasta la fecha son parte del dominio Archaea [37]; son anaerobios obligados; son tan
sensibles al O2 que la presencia de trazas de este gas provoca la inhibición del proce-
so metanogénico temporal [38, 39]; por lo tanto, estos organismos están restringidos a
entornos estrictamente anóxicos como humedales, tractos intestinales, y ventilas hidro-
termales [40, 41]; son productores obligados de metano y obtienen la mayor parte de
su energía para el crecimiento de la producción de CH4, a pesar de que el rendimiento
de ATP sea muy bajo (menos de un equivalente de ATP por cada molécula de metano
generada). Además, muchas arqueas metanógenas también son autótrofas, siendo el



8 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

CO2 su única fuente de carbono [34,42–44].

Geológicamente, se tiene evidencia fósil, así como datos de fechamiento molecular
que indican que la metanogénesis se originó tempranamente en la historia de la Tierra
en algún punto de principios o mediados del eón Arcaico [45–48], hace aproximadamen-
te unos 3,500 millones de años. También se ha sugerido que ha tenido implicaciones
importantes en la evolución del clima de la Tierra [49,50].

Las primeras reacciones de la metanogénesis y su similitud con la rama metilo de la
vía Wood–Ljungdahl (MBWL) ha llevado a varios investigadores a sugerir que los meta-
nógenos pueden representar una de las primeras formas de vida; incluso han propuesto
que tanto la metanogénesis como la acetogénesis fueron metabolismos presentes en el
Último Ancestro Común (LCA, por su acrónimo en inglés) de todos los seres vivos, y
lo ubican como un evento cercano al origen de la vida [51–54]. Sin embargo, un análisis
más detallado de esta ruta autotrófica de fijación de carbono nos permite observar que
sólo la rama carbonilo (CBWL) está compartida en los dominios Archaea y Bacteria,
ya que la rama metilo es diferente tanto en el número de enzimas involucradas, que
no son homólogas entre ellas, así como en el número de reacciones metabólicas [52].
Otra gran diferencia radica en el uso de coenzimas, las cuales son específicas de cada
una de las variantes de estas rutas metabólicas [42]. Estas diferencias, en conjunto con
datos de distribución filogenética, llevó a Muñoz-Velasco y colaboradores a sugerir que
la metanogénesis puede ser antigua, mas no ancestral como otros afirman [55].

Hasta hace poco menos de una década, se aceptaba que existían tres formas clásicas
de producir CH4, según el tipo de sustrato y donador de electrones que usan [34,43,56].
Siguiendo esta visión tradicional, la mayoría de los organismos metanógenos pueden
producir CH4 mediante la reducción del CO2 con H2 o formiato como donadores de
electrones (hidrogenotrófica), algunos pueden dismutar compuestos C-1, como metanol
o metilamina, que contienen grupos metilo (metilotrófica), y la metanogénesis aceto-
clástica, en la que el metano se produce a partir de la escisión del acetato [57]. Esta
visión tradicional de la producción de metano ha cambiado desde que se han encontrado
organismos metanógenos que usan sustratos como alcanos de cadenas más largas [58].
Garcia y colaboradores profundizan en ésta visión ampliada de la metanogénesis y me-
tabolismos relacionados al CH4 (ver referencia [37]).
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Sin importar cómo estas arqueas generen CH4, la metil-coenzima M reductasa (Mcr)
cataliza el paso final de la formación de metano por lo que es la enzima clave común
a todas las variantes metanogénicas. En esta última reacción (figura 1.2), la metil-
coenzima M (CH3-S-CoM) es reducida por el tiol, coenzima B (CoB-SH), para formar
el heterodisulfuro (CoM-S-CoB). Esta enzima presenta un grupo prostético tetrapirró-
lico único, la coenzima F430, que contiene níquel. Aunque la Mcr se considera una
enzima clave para la metanogénesis, también puede catalizar la reacción de retroceso
(metanotrofía u oxidación anaerobia del metano) si se dispone de un aceptor de elec-
trones con un potencial redox suficientemente positivo [59]. Además, todas las arqueas
metanógenas poseen un complejo heterodisulfuro reductasa (MvhADG-HdrABC) con
un centro Fe-S que permite reciclar el heterodisulfuro de vuelta a CoB-SH y coenzima
M (CoM-SH). Este es uno de los principales pasos de conservación de energía en la
ruta, aunque el mecanismo varía dependiendo del tipo de organismo [44,60].

En cuanto a su distribución filogenética, no ha habido un consenso a lo largo de
los años. Tradicionalmente, la metanogénesis fue relacionada únicamente con miem-
bros del phylum Euryarchaeota. En 2005, se realizaron análisis filogenéticos basados
en secuencias de RNA ribosomal y enzimas clave para la metanogénesis (e. g. la Mcr)
que agruparon a los metanógenos secuenciados en dos clases y seis órdenes, Clase I
(Methanobacteriales, Methanococcales, y Methanopyrales) y Clase II (Methanosarcina-
les, Methanomicrobiales, y Methanocellales) [61].

Durante la última década, y gracias al uso de la metagenómica, se ha teorizado
la presencia de metanogénesis en linajes diferentes y novedosos (en su mayoría por la
detección de la Mcr o Mrc-like). En 2015, Evans y colaboradores secuenciaron mues-
tras ambientales y propusieron un nuevo phylum para Archaea, “Candidatus Bathyar-
chaeota”, dentro del cual se encontraron miembros con enzimas claves para generar
CH4 [62]. Durante el 2016 [63], se analizaron muestras metagenómicas cuyos análisis
filogenéticos llevaron a proponer un nuevo phylum “Ca. Verstraetearchaeota” dentro
del cual también encontraron organismos con enzimas claves de la metanogénesis me-
tilotrófica (específicamente tienen la capacidad de metabolizar metanol, metanotiol
y metilaminas). La lista de linajes teóricamente metanógenos sigue creciendo: “Ca.
Methanohydrogenales”/ “Ca. Nezhaarchaeota” [64, 65] y “Ca. Methanomixophus” en
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Figura 1.2: Reacción final en cualquier variante de la metanogénesis. Abreviaturas: coenzima B (CoB-
SH); metil-coenzima M (MeS-CoM); metil-coenzima M reductasa (Mcr); heterodisulfuro mixto (CoB-
S-S-CoM). Modificada de Zheng et al. [76].

Archaeoglobales [65, 66], Methanomassiliicoccales [67], “Ca. Nuwarchaeales” [68, 69],
“Ca. Methanofastidiosa” [70], “Ca. Methanomethyliales” [63], “Ca. Methanodesulfoko-
res” [68, 71]. Recientemente se descubrió que la alcanotrofía puede estar acoplada a
la metanogénesis en “Ca. Methanoliparia” [68, 72–74], estos organismos pueden usar
alcanos de cadena larga (más de 13 carbonos), al igual que alquilciclohexanos y al-
quilbencenos. Finalmente, cabe destacar que hay casos especiales en los que ciertos
géneros, como Methanosarcina, tienen la capacidad metabólica para utilizar una am-
plia variedad de sustratos como metilaminas, metanol, H2 y acetato [75].

Dada la importancia de esta ruta, es de interés particular para este trabajo dar luz a
la investigación sobre la evolución de la metanogénesis en el contexto de las coenzimas
que se necesitan para llevar a cabo las reacciones químicas. A pesar de la diversidad de
las coenzimas en la metanogénesis [31, 35, 42], como ya se mencionó anteriormente, la
metanogénesis en cualquiera de sus formas necesita en su reacción final de la Mcr y de
ciertas coenzimas clave, la coenzima M, B y F430. Sin la presencia de alguna de ellas
se interrumpe la biosíntesis de metano [42]. Este trabajo está orientado a evidenciar el
papel evolutivo que tienen las coenzimas clave de la metanogénesis, en específico de la
coenzima B.
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1.4. Coenzima B

El 7-mercaptoheptanoiltreoninafosfato, coenzima B (CoB), es una coenzima que
participa en la metanogénesis. Como su nombre lo dice, tiene dos componentes es-
tructurales importantes: el 7-mercaptoheptanoato y la L-treonina. Como lo ilustra la
figura 1.3, la biosíntesis de la coenzima B sigue repetidamente una secuencia de trans-
formaciones en la elongación de la cadena de α-cetoácidos, involucrando tres reacciones
básicas: una condensación aldólica entre un α-cetoácido y acetil-CoA para formar un
homólogo de citrato catalizada por la homocitrato sintasa (AksA, EC 2.3.3.14, [77]),
una isomerización del homólogo de citrato a un homólogo de isocitrato catalizada por
la homoaconitasa (AksDE, EC 4.2.1.114, [78, 79]), y una descarboxilación oxidativa
del homólogo de isocitrato a un α-cetoácido que contiene un grupo metileno adicional,
reacción que es catalizada por la homoisocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD
(AksF, EC 1.1.1.87, [80]). Este ciclo ocurre tres veces, aumentando el número de meti-
lenos de dos en el 2-oxoglutarato a tres en el 2-oxoadipato, cuatro en el 2-oxopimelato,
y finalmente, cinco en el 2-oxosuberato [81,82].

El producto del proceso de elongación de la cadena de α-cetoácidos, el 2-oxosuberato,
se convierte en un tiol por descarboxilación y sulfonación de forma análoga a la conver-
sión del 3-sulfopiruvato en coenzima M. La forma tiol, 7-mercaptoheptanoato, se acopla
entonces a la treonina, formando 7-mercaptoheptanoiltreonina, que es fosforilada para
formar la coenzima B [36]. Sin embargo, para estos últimos cuatro pasos no se tienen
caracterizadas enzimas que participen en la ruta.

A pesar del desconocimiento de las últimas enzimas que participan en la formación
de la CoB, ha resultado de interés el comportamiento químico que tiene la serie de
reacciones conocidas por la similitud que comparten con ciertas reacciones del ciclo de
ácido cítrico y de la biosíntesis de lisina, leucina e isoleucina [78,80,81]. Este comporta-
miento ha hecho que se estudie más a fondo denominándolo módulo de elongación C1
o módulo C1 (figura 1.4). Este módulo actúa de la siguiente forma (figura 1.4-a):
La acetil-coenzima A (CoA) dona dos nuevos carbonos (en azul), pero el sustrato α-
cetoácido pierde un carbono por descarboxilación, lo que resulta en una ganancia neta
de un grupo metileno. La oxidación y la descarboxilación suelen estar catalizadas por
una sola enzima, pero esta última también puede producirse de forma no enzimática,
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Figura 1.3: Ruta de biosíntesis de la coenzima B. Las reacciones implicadas en la biosíntesis del 2-
oxosuberato son el resultado de tres iteraciones de la vía de elongación de 2-oxoácidos que comienza
con el α-cetoglutarato. Las flechas negras indican el primer ciclo, mientras que las rojas y azules
indican el segundo y el tercero, respectivamente. Imagen modificada de Grochowski y White [35].
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por lo que se muestra por separado. Noda-Garcia y colaboradores [5] han sugerido que
este fenómeno es debido a que es un módulo de reacción (cascada de dos o más reac-
ciones que son energética y químicamente viables en su conjunto) que constituye un
componente evolutivo elemental del metabolismo. Puesto que además de la similitud
química, también está bien documentado que las enzimas que actúan como mediadoras
del módulo C1, en vías que ahora no están relacionadas, comparten ancestros comunes
(figura 1.4-b; [51, 68]). Entonces, ¿cómo surgió la biosíntesis de CoB? ¿conocer la
historia evolutiva de la CoB nos podría decir algo sobre la evolución de la metanogé-
nesis? En este estudio se pondrá a prueba la hipótesis de que las vías de biosíntesis
de coenzimas metanógenas derivaron de rutas preexistentes, por lo tanto, son antiguas
pero no ancestrales.

Dada la complejidad de las preguntas y los retos que otros autores han enfrentado
al intentar responder alguna de éstas preguntas [5,31,51,54,55,83] usando procedimien-
tos de inferencia filogenéticos o químicos teóricos, el trabajo presente intenta abordar
y explicar la evolución temprana de este metabolismo desde una aplicación de teoría
de grafos. Esto podría llegar a aportar un enfoque más integrativo para explicar la
evolución de la metanogénesis y su papel en la evolución temprana de la vida.

1.5. Del árbol a la red

En 2009, Atkinson y Babbitt describieron a las redes de similitud de secuencias o
SSNs [84]. Una SSN es una representación gráfica conformada por nodos, donde cada
nodo representa una secuencia, y aristas que los conectan representando similitud de
secuencias significativa. Dentro de sus ventajas, destaca que permiten el análisis de
conjuntos de datos masivos y son más fiables a medida que aumenta el tamaño de los
conjuntos de datos, ya que el mayor número de relaciones por pares resueltas en las
redes conduce a una colocación más precisa de las secuencias entre posibles homólo-
gos [84,85].

Se han usado bastante en el estudio de súperfamilias de proteínas puesto que
facilitan la visualización y análisis de las relaciones de similitud entre sus miem-
bros [84,86–88]. Esto ha permitido la evaluación simultánea de información ortogonal,
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Figura 1.4: (a) El módulo de reacción C1 comienza con un α-cetoácido y termina con un α-cetoácido
más largo en un carbono. Los corchetes indican intermediarios que pueden no existir en ciertas especies;
por ejemplo, en el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) y la biosíntesis de la lisina. (b) El módulo C1
forma parte de al menos seis vías (de izquierda a derecha): una vía central (el ciclo TCA), tres vías
centrales (biosíntesis de leucina, isoleucina y lisina) y dos vías especializadas (biosíntesis de coenzima
B, un cofactor redox en metanógenos, y de glucosinolato, un producto natural de plantas. En las dos
últimas vías, el módulo C1 se utiliza de forma recursiva (línea discontinua). La primera enzima cataliza
la ligación acetil-CoA y pertenece a la superfamilia DRE-TIM. El segundo paso, la isomerización, es
catalizado por miembros de la superfamilia aconitasa (a veces por dos enzimas consecutivas). El tercer
paso, la descarboxilación oxidativa, está catalizado por miembros de la superfamilia citrato/isocitrato
deshidrogenasa (DH). Modificada de Noda-Garcia et al [5].
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por ejemplo, la diversidad funcional, cuando se mapean en el contexto de la simili-
tud de secuencias lo que facilita la caracterización de conjuntos de datos mucho más
grandes en comparación con los análisis convencionales de alineamiento de secuencias
múltiples (MSA) y de árboles filogenéticos. Las conexiones de similitud que proporcio-
nan las SSNs permiten formular hipótesis sobre cómo se relacionan los subgrupos de
miembros dentro de una súperfamilia, que normalmente comparten una identidad de
secuencia muy baja. En conjunto con otros enfoques, como diferentes tipos de algorit-
mos de agrupamiento, pueden revelar homologías remotas entre conjuntos de secuencias
distantes dentro de la súperfamilia que anteriormente habían permanecido desconoci-
das [84, 86,89].



2 Materiales y procedimiento

Se trabajó con las secuencias de las tres enzimas caracterizadas que participan en
la biosíntesis de CoB (Tabla 2.1). Un resumen del procedimiento que se realizó para
cada secuencia query se ilustra en la figura 2.1.

Tabla 2.1: Información resumida de las enzimas (secuencias) utilizadas como entrada.

Código Enzima EC Reacción # de aa UniProtKB

AksA
Homocitrato

sintasa
metanógena

2.3.3.14 /
2.3.3.-

2-oxoglutarato + acetil-CoA
+ H2O = (2R)-homocitrato +

CoA + H+
406 Q57926

AksD
Homoaconitasa
metanógena,

subunidad larga

(2R)-homocitrato =
(2R,3S)-homoisocitrato 420 Q58409

AksE
Homoaconitasa
metanógena,

subunidad chica

4.2.1.114
2-oxoglutarato =>
2-oxoadipato =>
2-oxopimelato =>
2-oxosuberato

170 Q58667

AksF
Homoisocitrato
deshidrogenasa
metanógena

1.1.1.87 /
1.1.1.-

(2R,3S)-homoisocitrato +
NAD+ = 2-oxoadipato

+ CO2 + NADH
347 Q58991

La primera columna se refiere al código de la proteína. La segunda columna se refiere a la
nomenclatura que reciben las enzimas de acuerdo a las reglas de la International Union of Biochemistry

Biochemistry and Molecular Biology. La tercera columna (EC) se refiere a número asignado según el esquema
de clasificación numérica para las enzimas de la Enzyme Commission, con base en las reacciones químicas
que catalizan. La cuarta columna (Reacción) se refiere a la reacción que catalizan las enzimas. La quinta
columna (# de aa) se refiere a la longitud de aminoácidosque constituyen a las enzimas en cuestión.

Finalmente, la sexta columna (UniProtKB) se refiere alidentificador de las secuencias que
tienen asignados en la base de datos de UniProtKB.

Primero, se localizó la ruta metabólica de interés en la base de datos pública
MetaCyc [90] disponible a través de https://metacyc.org/META/NEW-IMAGE?type=

PATHWAY&object=P241-PWY. Después, se obtuvo la secuencia de aminoácidos de la en-
zima de interés de la base de datos UniProt [91], proveniente de la arquea metanógena
hipertermofílica marina Methanocaldococcus jannaschii (Clase Methanococci, [92]) de-
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bido a que es el organismo de referencia de la ruta metabólica en la base de datos de
MetaCyc.

Para la construcción de redes, se utilizó la colección de herramientas del sitio web
Enzyme Function Initiative ó EFI [93] a través de https://efi.igb.illinois.edu/.
Estas herramientas utilizan redes de similitud de secuencias (SSN) para visualizar y
analizar el espacio secuencia-función en familias de proteínas, así como para transferir
información entre las herramientas. A través de la herramienta EFI-EST (EFI- Enzyme
Similarity Tool; disponible en https://efi.igb.illinois.edu/efi-est/) se generó
la red de similitud de secuencia o SSN [84]. EFI-EST ofrece cuatro opciones para gene-
rar SSNs que difieren según el tipo de datos de entrada. Para este análisis, elegimos la
opción A ("Sequence BLAST": Secuencia única). Esta secuencia se utiliza como entra-
da para una búsqueda BLAST en la base de datos UniProt; las secuencias recuperadas
se utilizan para generar la SSN. De tal modo que, utilizando las secuencias de entrada
recolectadas se generaron cuatro SSNs, una por cada secuencia (Taxonomy categories:
Archaea; UniProt BLAST query e-value = 1x10-5; sequence DB: UniProt: 2022-01 /
InterPro: 88; SSN edge e-value = 1x10-5; SSN threshold = 35 ).

Posteriormente, esta SSN se visualizó y analizó en Cytoscape v3.9.1 ( [94]; disponi-
ble en https://cytoscape.org/). Además, se utilizó la aplicación clusterMaker [95]
para realizar una agrupación de transitividad (TransClust, [96]). Este algoritmo hace
uso de una propiedad de las redes llamada transitividad. Un grafo se denomina tran-
sitivo si, para cada triplete de nodos, se cumple la siguiente condición: siempre que
veamos una arista del nodo A al B y una arista del B al C, necesitamos también una
arista del nodo A al C. Este algoritmo se propuso como una aproximación para cual-
quier tipo de conjunto de datos en el que se disponga de una función de similitud por
pares como para la detección de superfamilias de proteínas, detección de homología de
proteínas con valores incompletos y agrupaciones de datos de expresión génica [97–100].

La sección de filogenias inicia a partir de la obtención de la lista de identificado-
res que EFI-EST ofrece, en conjunto con la red, después se obtuvieron las secuencias
de cada nodo a través de UniProt [91]. Con estas secuencias se realizó un MSA con
ayuda de MAFFT [101, 102] y TrimAl [103], para filtrar partes pobremente alineadas
y con gaps grandes. Las opciones de MAFFT fue –auto y para trimAl se usó la opción

https://efi.igb.illinois.edu/
https://efi.igb.illinois.edu/efi-est/
https://cytoscape.org/
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-automated1 para generar los alineamientos. Las filogenias de máxima verosimilitud
fueron construidas usando IQ-Tree v1.6.12 [104]. Para la selección del modelo evoluti-
vo se obtuvo agregando el comando -m TEST, que eligió como ideal al modelo LG+R9.
También se obtuvieron valores de soporte (bootstrap) de mil repeticiones agregando el
comando -bb 1000 mediante el algoritmo Ultrafast Bootstrap [105, 106]. Finalmente,
también se realizó la prueba de razón de verosimilitud aproximada tipo SH [107] de
mil replicas con el comando -alrt 1000.

La visualización, anotación y generación de imágenes de las filogenias se realizó con
el software iTOL v6.6 [108] disponible en línea a través de https://itol.embl.de/.
La anotación de las filogenias se realizó de manera automática gracias a la información
y datos que obtuvimos con la red. Una vez anotadas las filogenias se lograron generar
las imágenes desde el portal web de iTOL con la opción Export.

Figura 2.1: Resumen de los análisis que se realizaron para cada una de las secuencias de entrada.

https://itol.embl.de/


3 Resultados y discusión

A continuación, se muestran los resultados obtenidos de las enzimas biosintéticas
de la coenzima B. Para fines prácticos se detallará el caso de la homocitrato sintasa,
y los resultados de la homoaconitasa y sus subunidades, y de la homoisocitrato deshi-
drogenasa se muestran en los anexos correspondientes (apéndices A y B).

Debido a que hay muchos términos compartidos entre la filogenia molecular y el
modelo de redes, cuando se hable específicamente de la red se usarán los términos no-
do (para cada vértice) y cluster (para cada grupo de nodos resultado del algoritmo de
agrupación). Mientras que cuando se refiera específicamente a la filogenia, para la cual,
se usarán términos como OTU (Operational Taxonomic Unit, para cada nodo terminal)
y clados (para cada grupo que comparte un ancestro hipotético).

En las SSNs, los nodos representan dos tipos de información: la forma que represen-
ta el número EC de la secuencia y los diferentes colores de relleno que varían según el
phylum. Las aristas, además de representar relaciones de homología, tienen su longitud
en proporción al valor de identidad que comparten. Con respecto a los clusters, todas
las redes siguen un orden descendente de acuerdo al número de nodos que los integran.

Con respecto a las filogenias, los colores de las OTUs están asignados según el
phylum. Además, las filogenias están adornadas con tres caracteres: (i) el número de
cluster al que pertenece en la red, (ii) el número EC, y (iii) si el organismo al que le
pertenece la secuencia tiene algún reporte experimental o predicción de la presencia
de algún tipo de metanogénesis. Los números EC que se muestran corresponden a las
clasificaciones más frecuentes que se encontraron para cada secuencia. La presencia de
alguna variante de metanogénesis está limitada a las variantes clásicas: hidrogenotrófica
(cuadrado verde), metilotrófica (círculo azul) y acetoclástica (triángulo morado); y la
presencia experimental está señalada con la figura rellena y la predicción está señalada
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sólo con el contorno de la figura. Además, el color de las ramas está asignado según el
rango de valores de bootstrap como se indica en la leyenda. Estas filogenias no tienen
raíz, lo que muestra las relaciones relativas entre las OTUs.

3.1. Caso de la homocitrato sintasa (EC 2.3.3.14)

La figura 3.1 muestra la red de similitud de secuencias agrupada relacionada con
la primera enzima de la biosíntesis de la coenzima B. Originalmente, resultaron 977
nodos enlazados a través de 476,776 aristas, y posterior a la agrupación la red resultó
conformada por los 977 nodos previos enlazados por medio de 63,290 aristas, agrupa-
dos entre 25 grupos y 7 singletons. Con relación a los phyla encontrados, de estos 977
nodos: 5 pertenecen a Ca. Altiarchaeota, 74 a Ca. Bathyarchaeota, 1 a Ca. Helarchaeo-
ta, 2 a Ca. Hydrothermarchaeota, 6 a Ca. Korarchaeota, 1 a Ca. Nezhaarchaeota, 32
a Ca. Thermoplasmatota, 1 a Ca. Thorarchaeota, 26 a Ca. Verstraetearchaeota, 72
a Crenarchaeota, 620 a Euryarchaeota, 120 a Thaumarchaeota y 17 nodos sin taxo-
nomía asignada. Sin embargo, se encontraron nodos anotados con diferentes números
EC aunque todas las secuencias corresponden a actividades de la sub-subclase de las
aciltransferasas que convierten los grupos acilo en grupos alquilo: 8 de 2.3.3.-, 365 a
2.3.3.13 (2-isopropilmalato sintasa), 41 a 2.3.3.14 (homocitrato sintasa), 78 a 2.3.3.21
((R)-citramalato sintasa), y 485 de EC desconocido (NA en la figura).

Los clusters más grandes conjuntan a nodos pertenecientes a diferentes EC, e. g. el
grupo A.2 con nodos de EC variados (2.3.3.13, 2.3.3.14, 2.3.3.21 y desconocido). Los
grupos en donde se encontraron secuencias clasificadas con el EC metanogénico están
sombreados con amarillo (A.2, A.9 y A.19) y en azul donde se encuentra la secuencia
de entrada (A.3). La mayoría de los nodos de estos clusters metanogénicos son se-
cuencias que pertenecen a Euryarchaeota. El cluster A.19 es el único que se compone
de homocitrato sintasas que pertenecen a organismos de los phyla Crenarchaeota, Ca.
Verstraetearchaeota y Ca. Bathyarchaeota. Este último resultado apoya la predicción
de que estos phyla son capaces de realizar metanogénesis que otros grupos de investi-
gación realizaron con base en análisis bioinformáticos [63,64].

Por otro lado, la filogenia de la homocitrato sintasa (figura 3.1-ii; disponible elec-
trónicamente a través de https://itol.embl.de/export/18921720297266191663249080)

https://itol.embl.de/export/18921720297266191663249080
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muestra que en gran medida los clusters mantienen su integridad en los clados que se
formaron; e. g. el cluster A.1 se mantiene casi igual excepto por la adición del singleton
A.31. Es importante enfatizar que esta filogenia también revela que los grupos de las
secuencias con el número EC metanogénico están agrupadas en clados monofiléticos
diferentes (A.2, A.3, A.9 y A.19). Esto implicaría que además de ser muy similares en
su estructura primaria (de acuerdo con la información de la SSN), esta similitud puede
explicarse con ayuda de la filogenia al compartir ancestros comunes hipotéticos.

De los últimos clados mencionados, el clado de las OTUs A.9 está más alejado de
los otros e incluye OTUs que pertenecen a los clusters A.15 y A. 28. El clado que
incluye a todos los miembros del cluster A.3 también incluye a nodos de los clusters
A.22 y A.30; es un clado que incluye a secuencias clasificadas como 2-isopropilmalato
sintasa, homocitrato sintasa y (R)-citramalato sintasa de organismos del phylum Eur-
yarchaeota. Este comportamiento también se muestra en el clado que incluye a las
OTUs de los clusters A.2 y A.19. Esto resulta ser interesante debido a que respalda
lo que visualizamos en la red: nodos con diferente actividad enzimática que resultan
no ser tan diferentes. Otra interpretación a este hecho que sea la misma enzima que
debido a una baja especificidad sea capaz de utilizar varios sustratos.

La presencia de secuencias de enzimas como la 2-isopropilmalato sintasa o (R)-
citramalato sintasa, las cuales participan en la biosíntesis de leucina e isoleucina [109]
respectivamente, es esperada puesto que previamente se reportó que podía existir una
relación evolutiva entre estas dos rutas. En los casos de la homoaconitasa y la ho-
moisocitrato deshidrogenasa los resultados son similares. Para la homoaconitasa, la
representación de secuencias de enzimas implicadas en el metabolismo de éstos ami-
noácidos (e. g., la 3-isopropilmalato deshidratasa que es una enzima implicada en la
biosíntesis de leucina) supera en gran medida a aquellas anotadas con la actividad
metanógena. En el caso de la homoisocitrato deshidrogenasa también sucede lo mismo
con la presencia de secuencias de la enzima 3-isopropilmalato deshidrogenasa (también
involucrada en la biosíntesis de leucina). Las filogenias correspondientes a cada una de
éstas enzimas reafirman su cercanía evolutiva.

En conjunto con las distribuciones taxonómicas de la homocitrato sintasa, la ho-
moaconitasa y la homoisocitrato sintasa indican que son carácteres derivados de la
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3-isopropilmalato sintasa, 3-isopropilmalato deshidratasa y 3-isopropilmalato deshidro-
genasa cuyas distribuciones no se restringen sólo a organismos metanógenos.

Sin embargo, cabe destacar que la presencia de la homocitrato sintasa, o de las de-
más enzimas analizadas, puede estar sobreestimada tomando en cuenta sólo el número
EC puesto que la vía de biosíntesis de lisina se compone también de una homocitrato
sintasa con el mismo número EC pero cuya distribución taxonómica es más amplia e
incluye no sólo a arqueas metanógenas sino también a algunas bacterias y hongos [77].
Este podría ser el caso del cluster A.19 en el que encontramos homocitrato sintasas
del phylum Crenarchaeota. A pesar de esto, no cambia nuestras conclusiones, sino que
refleja el comportamiento evolutivo que permite el surgimiento de nuevas rutas me-
tabólicas a través del “reciclaje” de bloques moleculares preexistentes como lo pueden
explicar las diferentes hipótesis de surgimiento de rutas metabólicas. Por lo tanto, en
términos relativos, los datos sugieren que la biosíntesis de coenzima B surgió después
de las rutas de biosíntesis de los aminoácidos lisina, leucina e isoleucina en la historia
evolutiva de la vida.

Comprender los detalles de las biosíntesis de las coenzimas también aporta conoci-
mientos sobre los orígenes químicos del metabolismo metanogénico. Nuestros resultados
apoyan la idea de que la metanogénesis no es un metabolismo tan antiguo [55] como
han postulado por algunos grupos de investigación [51–54]. Sin embargo, aún deben ser
extrapolados con cautela puesto que este estudio está limitado a una de las coenzimas
clave de la metanogénesis y sus enzimas caracterizadas. Se sugiere realizar un estudio
que incluya, al menos, a las otras coenzimas clave para poder tener un mejor soporte
a las ideas sobre la antigüedad de la metanogénesis.

En general, se observa que las SSNs obtenidas recapitulan mucha de la información
presente en las filogenias. Es evidente que las redes incorporan una serie de ventajas
prácticas que mejoran las técnicas actuales para relacionar secuencias y, por último, la
visualización de las redes de similitud permite percibir tendencias a partir del contexto
de la similitud de secuencias. Esta utilidad de las redes resalta más cuando se quiere
analizar conjuntos de datos masivos. Sin embargo, las redes de similitud de secuencias,
por su naturaleza, no proporcionan una polaridad de la evolución, sino que representan
las relaciones simultáneas de todas las proteínas que cumplen un determinado valor de
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Figura 3.1: SSN y filogenia de la homocitrato sintasa metanógena. i) En la SSN, los nodos tienen
dos atributos representados: el phylum al que pertenecen (los colores están señalados en la leyenda
inferior) y la clasificación EC a la que pertenece la secuencia (denotada según la figura de la leyenda
de la parte derecha). ii) En la filogenia, los colores de las OTUs están dados por la misma leyenda
que en la SSN; además incluye el número de clúster al que pertenece en la red, el tipo de actividad
enzimática que realiza, si y el organismo al que pertenece tiene la capacidad metabólica de realizar
metanogénesis. “boostrap0” se refiere al nombre del conjunto de datos.
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corte de BLAST. Por esto, y para fines de este trabajo, fue fundamental el análisis
filogenético al permitirnos dar polaridad evolutiva a la red. El potencial de usar estas
redes aún está sin explotar puesto que se desconocen en gran medida el significado bio-
lógico y evolutivo de sus propiedades topológicas (en comparación con modelos clásicos
como las redes aleatorias, de mundo pequeño y sin escala) pero iniciar usándolas con
estos enfoques cambia la perspectiva y aporta mucha comprensión sobre el fenómeno
como lo muestra el trabajo presente.



4 Conclusiones

Como muestran los resultados de este trabajo, las enzimas involucradas en la bio-
síntesis de coenzima B están evolutivamente relacionadas con las rutas biosintéticas de
los aminoácidos lisina, leucina e isoleucina. Dada la distribución y filogenias de las en-
zimas que catalizan estas rutas podemos dar una temporalidad relativa al surgimiento
de la biosíntesis de esta coenzima que participa en la metanogénesis, i. e., la ruta de
biosíntesis de coenzima B es una vía derivada de las vías metabólicas preexistentes,
como pueden ser las vías de biosíntesis de lisina, leucina e isoleucina. Se recomienda
hacer un estudio más detallado donde se analicen las demás coenzimas esenciales que
participan en esta reacción final de la generación de metano, la coenzima M y F430, lo
que podría permitirnos dar una explicación más robusta sobre la evolución temprana
de la metanogénesis.

Esta investigación también resalta la importancia de conocer otros aspectos cen-
trales de las vías metabólicas, además de metabolitos y enzimas principales, como el
papel de las coenzimas y algunos otros cofactores necesarios lo que permitirá mejorar
nuestras explicaciones sobre la evolución del metabolismo.

Además, se refuerza la necesidad de encontrar nuevas técnicas que permitan un
análisis rápido y exhaustivo de grandes conjuntos de datos, especialmente para acceder
al contexto biológicamente útil que puede extraerse de esta información. Una técnica
útil es el uso de redes de similitud de secuencias que permiten visualizar fácilmente las
relaciones entre secuencias de interés.
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A Caso de la homoaconitasa(EC 4.2.1.114)

A.1. Subunidad grande (AksD)

La figura A.1-i muestra la red de similitud de secuencias agrupada. Inicialmente
la red resultó compuesta por 800 nodos enlazados a través de 319,600 aristas. Posterior
a la agrupación, el número de aristas se redujo a 77,982; se formaron 21 grupos y 2
singletons.

Con relación a los grupos taxonómicos, se encontraron 11 phyla; estos 800 nodos
pertenecen: 11 a Ca. Altiarchaeota, 126 a Ca. Bathyarchaeota, 1 a Ca. Geothermar-
chaeota, 1 a Ca. Odinarchaeota, 35 a Ca. Thermoplasmatota, 1 a Ca. Thorarchaeota,
31 a Ca. Verstratearchaeota, 2 a Ca. Woesearchaeota, 13 a Crenarchaeota, 564 a Eur-
yarchaeota, 5 a Thaumarchaeota y 10 nodos sin taxonomía asignada. Se encontraron
nodos anotados con diferentes números EC pero todas coinciden con ser hidroliasas: 7 de
4.2.1.114 que corresponde a la homoaconitasa metanógena, 1 a 4.2.1.31 que agrupa a las
maleato hidratasas, 785 a 4.2.1.33 que clasifican a la actividad de las 3-isopropilmalato
deshidratasas, 2 a 4.2.1.35 que serían (R)-2-metilmalato deshidratasas y 5 de EC des-
conocido (NA en la figura).

En la figura A.1- ii, disponible también en el siguiente hipervínculo, se muestra
la filogenia de la subunidad grande de la homoaconitasa metanógena en la que se re-
presenta que los clados que agrupan a las secuencias de la actividad metanógena son
monofiléticos e incluyen a secuencias de 3-isopropilmalato sintasas del mismo organis-
mo.
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Figura A.1: SSN y filogenia de la subunidad grande de la homoaconitasa metanógena. i) En la SSN,
los nodos tienen dos atributos representados: el phylum al que pertenecen (los colores están señalados
en la leyenda inferior) y la clasificación EC a la que pertenece la secuencia (denotada según las formas
diferentes del nodo mostradas en la leyenda de la parte derecha). ii) En la filogenia, los colores de las
OTUs están dados por la misma leyenda que en la SSN; además incluye el número de clúster al que
pertenece en la red, el tipo de actividad enzimática que realiza, si y el organismo al que pertenece
tiene la capacidad metabólica de realizar metanogénesis. “boostrap0” se refiere al nombre del conjunto
de datos.
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A.2. Subunidad pequeña (AksE)

La figura A.2-i muestra la red de similitud de secuencias agrupada. Previo a la
agrupación, resultaron 274 nodos enlazados a través de 37,231 aristas. Posterior a la
agrupación, la red (Figura 8-i) resultó conformada por los 274 nodos enlazados por
medio de 5,281 aristas, agrupados entre 23 grupos y 4 singletons.

Con relación a los grupos taxonómicos, se encontraron 11 phyla; estos 274 nodos
pertenecen: 4 a Ca. Altiarchaeota, 18 a Ca. Bathyarchaeota, 2 a Ca. Geothermarchaeo-
ta, 1 a Ca. Korarchaeota, 2 a Ca. Nezhaarchaeota, 29 a Ca. Thermoplasmatota, 12 a
Ca. Verstratearchaeota, 6 a Crenarchaeota, 188 a Euryarchaeota, 7 a Thaumarchaeota
y 5 nodos sin taxonomía asignada. Por otro lado, se encontraron nodos anotados con
diferentes números EC: 131 de 4.2.1.114 (homoaconitasa), 1 a 4.2.1.31 (maleato hidra-
tasa), 137 a 4.2.1.33 (3-isopropilmalato deshidratasas), 2 a 4.2.1.35 ((R)-2-matilmalato
deshidratasas) y 3 de EC desconocido (NA en la figura). Cabe resaltar que el número
EC de la homoaconitasa metanógena es el 4.2.1.114.

La filogenia de la subunidad pequeña de la homoaconitasa metanógena (figura A.2-
ii, disponible también en https://itol.embl.de/export/18921720297301511663545075).
Al igual que el caso de la subunidad grande, los clados que agrupan a las secuencias de
la actividad metanógena son monofiléticos e incluyen a secuencias de 3-isopropilmalato
sintasas del mismo organismo.

https://itol.embl.de/export/18921720297301511663545075


A.2. SUBUNIDAD PEQUEÑA (AKSE) 29

Figura A.2: SSN y filogenia de la subunidad pequeña de la homoaconitasa metanógena. i) En la SSN,
los nodos tienen dos atributos representados: el phylum al que pertenecen (los colores están señalados
en la leyenda inferior) y la clasificación EC a la que pertenece la secuencia (denotada según las formas
diferentes del nodo mostradas en la leyenda de la parte derecha). ii) En la filogenia, los colores de las
OTUs están dados por la misma leyenda que en la SSN; además incluye el número de clúster al que
pertenece en la red, el tipo de actividad enzimática que realiza, si y el organismo al que pertenece
tiene la capacidad metabólica de realizar metanogénesis. “boostrap0” se refiere al nombre del conjunto
de datos.



B Caso de la homoisocitrato deshidrogenasa
(EC 1.1.1.87)

Previo a la agrupación, resultaron 535 nodos enlazados a través de 142,845 aristas.
Posterior a la agrupación, la red (figura B.1-i) resultó conformada por 535 nodos
enlazados por medio de 32,795 aristas, agrupados entre 16 grupos y 4 singletons.

Con relación a los phyla encontrados, de estos 535 nodos: 1 pertenecen a Ca. Al-
tiarchaeota, 54 a Ca. Bathyarchaeota, 1 a Ca. Geothermarchaeota, 1 a Ca. Korar-
chaeota, 2 a Ca. Micrarchaeota, 2 a Ca. Nezhaarchaeota, 13 a Ca. Thermoplasmatota,
1 a Ca. Undinarchaeota, 17 a Ca. Verstratearchaeota, 3 a Ca. Woesearchaeota, 10 a
Crenarchaeota, 385 a Euryarchaeota, 36 a Thaumarchaeota y 9 nodos sin taxonomía
asignada. Por otro lado, se encontraron nodos anotados con diferentes números EC,
todas son alcohol deshidrogenasas (oxidorreductasas actuando sobre grupos HC-OH
como donadores y con NAD+ o NADP+ como aceptores): 3 de 1.1.1.-, 34 a 1.1.1.41
(isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD+), 1 a 1.1.1.42 (isocitrato deshidroge-
nasa dependiente de NADP+), 8 a 1.1.1.83 (D-malato deshidrogensa), 86 a 1.1.1.85
(3-isopropilmalato deshidrogenasa), 53 a 1.1.1.87 (homoisocitrato deshidrogenasa), y
350 de EC desconocido (NA en la figura). El número EC de la homoisocitrato deshi-
drogenasa metanógena es el 1.1.1.87.

La filogenia de la homoisocitrato deshidrogenasa metanógena (figura B.1-ii, dis-
ponible también en https://itol.embl.de/export/18921720297301691663545087).
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Figura B.1: SSN y filogenia de la homoisocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD metanógena.
i) En la SSN, los nodos tienen dos atributos representados: el phylum al que pertenecen (los colores
están señalados en la leyenda inferior) y la clasificación EC a la que pertenece la secuencia (denotada
según las formas diferentes del nodo mostradas en la leyenda de la parte derecha). ii) En la filogenia,
los colores de las OTUs están dados por la misma leyenda que en la SSN; además incluye el número de
clúster al que pertenece en la red, el tipo de actividad enzimática que realiza, si y el organismo al que
pertenece tiene la capacidad metabólica de realizar metanogénesis. “boostrap0” se refiere al nombre
del conjunto de datos.
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