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Resumen.

La transferencia horizontal de genes (por sus siglas en inglés, HGT), también
conocida como transferencia lateral de genes (LGT), es la adquisicion de un
gen o genes entre una, dos 0 MAs especies que pueden 0 no estar
filogenéticamente emparentadas. Es pues, un fendmeno capaz de cruzar
barreras interespecies. En la actualidad, la HGT es un fendémeno muy
reconocido y estudiado porque facilita eventos de innovacion a nivel genoma
gue han modelado la historia evolutiva de una gran cantidad de organismos.

Aunque no todos los dominios han sido investigados con la misma consistencia
y es notorio que la mayor cantidad de evidencia se encuentra concentrada en
bacteria, este hecho plantea dudas respecto a la frecuencia e impacto del
fenobmeno en cada uno de las ramas del denominado &rbol de la vida.
Haciendo uso de diferentes metodologias, muchos estudios se han enfocando
en la deteccion de genes xendlogos, que son el producto de la transferencia
horizontal, en muchos organismos pertenecientes a diferentes clados y
dominios. Mientras que el intrincado proceso por el cual los organismos
comparten informacibn de manera no vertical comienza a visualizarse,
igualmente empezamos a desentrafiar el verdadero alcance que la
transferencia horizontal de genes tiene y ha tenido durante la evolucién de los
organismos.

Asi, uno de los puntos mas importantes en el estudio de la transferencia
horizontal de genes es la identificacibn de los genes xendlogos (genes
producto de la HGT), asi como determinar la frecuencia de ocurrencia para
éste fendmeno. Con este propdsito, muchos esfuerzos se estan realizando
para acumular un conocimiento cada vez mas completo sobre la HGT, y una
parte importante de estos esfuerzos se concentra en el desarrollo de
metodologias mas rigurosas y altamente especializadas cuya finalidad es la
identificacion de este tipo genes. Lamentablemente, la realidad es que, a pesar
de tales esfuerzos, aun resulta complicado identificar con precision y confianza
genes xenologos. La identificacion de este tipo de genes usualmente es
dudosa y en ocasiones, los resultados son contradictorios (Becq, 2010), por lo
gue se vuelve muy complicado determinar si un gen es producto de HGT.

Como la HGT implica un medio de innovacién a nivel genoma, entender el
fendbmeno nos permitiria tener una vision mas clara de los procesos evolutivos
de una gran cantidad de organismos. Es entonces que mientras metodologias
progresivamente precisas y practicas que explotan muchas caracteristicas
intrinsecas y extrinsecas de los genomas bajo analisis se siguen desarrollando,
en este trabajo nos enfocamos en la metodologia que pensamos tiene las
mayores posibilidades de aportar la informacion mas valiosa y confiable, el
método filogenético, que consiste en realizar reconstrucciones filogenéticas
completas para aquellos genes que se sospeche sean posibles xenologos
(Eisen, 2000).

Bajo este supuesto, ponemos a prueba la eficacia y precision en la deteccion
de genes producto de transferencias horizontales haciendo una comparacion y
validacion de los genes reportados como xendlogos por un metodo
composicional (metodologia que se basa en la deteccidon de genes xendlogos
en base a caracteristicas que los identifique como foraneos a nivel genoma [ver
Métodos para la deteccion e identificacion de genes xendlogos para una

1



referencia mas completa]), haciendo uso del método filogenético como
herramienta de busqueda, deteccién e identificacién, para un total de 15
organismaos procariontes.

Nuestros resultados, basados en la construccion de filogenias usando los
genes reportados como xendélogos por Cortéz y colaboradores (2005), para
posteriormente comparar los resultados contra 5 filogenias testigo, indican que
los genes identificados por Cortéz y colaboradores como posibles genes
xenologos tienen una gran posibilidad de serlo, sin embargo, en nuestro trabajo
también apreciamos que el método filogenético no es la herramienta mas
apropiada para corroborar resultados cuando metodologias de tipo
paramétricas (que Unicamente toman en cuenta la informacion caracteristica de
cada genoma), fueron empleadas para obtenerlos, situacion que ocurre
frecuentemente, pero resulta ser una justificacion inapropiada en la
construccion de filogenias.

Mostramos, ademas, que restricciones importantes, como la falta de genes
ortélogos (genes que se encuentran en especies diferentes pero evolucionaron
de un ancestro comun) para las comparaciones, secuencias contaminadas con
genes paralogos (genes originados por duplicaciéon en un mismo genoma, pero
que aun podrian mantener una relacién con los genes en otra especie), el
tamafio de la muestra y la homogenizacion que experimentan los genes
después de ser transferidos (término conocido en la literatura como
“amelioration” [Lawrence y Ochman, 1997]) son obsticulos importantes en la
construccion de filogenias confiables (con significado bioldgico plausible) que
normalmente no son considerados en las metodologias paramétricas, y que por
ende, descartan la construccion de filogenias como un método de control sobre
los resultados obtenidos mediante este tipo de metodologias (paramétricas). En
ciertas circunstancias, el método filogenético no siempre resulta adecuado para
evaluar casos de transferencia horizontal.

Al final, concluimos que, dado que el fenémeno de la HGT es multifactorial, la
deteccion de genes xendélogos necesita abordarse por distintos angulos; y dado
gue experimentalmente ya se ha comprobado que lo mejor es emplear al
menos dos metodologias que sean mutuamente compensatorias (las
debilidades de una sean compensadas por las fortalezas de otra) a favor de
detectar eventos de HGT de una forma precisa y poco susceptible a errores,
nosotros proponemos que si bien el método filogenético es de gran utilidad, la
correcta interpretacion de los resultados obtenidos con éste es vital para no
incurrir en errores cuestionables en el momento de postular explicaciones.

Introduccion.

Con el advenimiento de las técnicas moleculares y con la consecuente
capacidad de secuenciar y comparar genomas completos de una gran cantidad
de organismos, se hizo posible construir filogenias mas completas y confiables.
Sin embargo, cuando un mayor numero de filogenias fueron construidas y
comparadas contra el arbol de la vida, se pudo apreciar que en la mayoria de
los casos no hubo concordancia. Para explicar tales discordancias se invocaron
procesos que ocurren naturalmente, como la recombinacion ilegitima, la
hibridacién y la transferencia horizontal de genes (Woese, 2000).



Dado que este tipo de mecanismos facilitan la adaptacion a ambientes
altamente cambiantes en periodos de tiempo relativamente cortos, hay una
gran cantidad de organismos que en repetidas ocasiones se han visto
favorecidos; inclusive aquellos que no son tan promiscuos en el libre
intercambio de material genético. El ejemplo mas controvertido, debatido e
investigado, es el descubrimiento de la transferencia horizontal de genes en
eucariontes, que se ha confirmado intercambian activamente material genético
con bacterias, e inclusive con otros eucariontes (Syvanen, 1985; Gogarten
2003; Boto, 2010; Holmgren, 2010; Andersson, 2005).

Marco historico e identificacion del problema con la HGT.

Con el famoso experimento de Frederick Griffith en 1928 se comenz6 a
descubrir mecanismos de intercambio genético que eventualmente llevarian a
Joshua Lederberg y colaboradores al descubrimiento de la conjugacion y la
transduccion, se aprecio por primera vez el tipo de intercambios genéticos
llevados a cabo entre bacterias diferentes. Sin embargo. Es importante resaltar
gue en aquellos experimentos el mecanismo de transmision era lo que estaba
siendo investigado (y lo que resultaba novedoso), mas no las implicaciones del
material transferido (fendémeno de la HGT en si).

El estudio de la importancia e implicaciones de la HGT no fueron realmente
considerados sino hasta finales de los afios 50, cuando el problema de la
resistencia a antibioticos por parte de las bacterias empezé a manifestarse
como una preocupacion mayor en el tratamiento de algunas enfermedades. La
velocidad con la que las bacterias adquirian resistencia a un amplio espectro
de antibiéticos comenz6 a generar la idea de que posiblemente existia una
forma de intercambio genético que diferia de la clasica transmision vertical
(herencia) y de la aparicién azarosa de mutaciones ventajosas (Ohno, 1999;
Ohta, 1989). La posible causa fue descrita por dos cientificos japoneses
Tomoichiro Akiba y Kunitaro Ochia cuando de forma incidental se observo que
una bacteria adquiria resistencia a un antibidtico (al cual era inicialmente
vulnerable) si esta se ponia en contacto con otra que ya poseia resistencia al
mismo. La HGT interespecies habia sido descubierta (Ochia, 1959). De
inmediato, la adquisicion de resistencia a un amplio espectro de antibioticos por
parte de un numero creciente de bacterias en un periodo de tiempo
relativamente corto fue acreditado a un proceso no vertical de transmision de
genes (Syvanen, 1985). Entonces, el fendmeno conocido como transferencia
horizontal de genes cobr6 gran importancia, al menos, inicialmente, por sus
implicaciones dentro de un contexto médico y social (Davies, 1996).

Con el propésito de abordar el problema, se realizaron investigaciones con el
objetivo de tener un mejor conocimiento del proceso. Al comienzo, los
resultados sélo alcanzaban para reconocer que esta novedosa forma de
transferir material genético seria de una gran relevancia e importancia en el
estudio de la resistencia farmacoldgica entre una gran variedad de bacterias;
sin embargo, en aquellos momentos no se podia predecir el impacto que el
fenédmeno tendria en muchos aspectos de las ciencias bioldgicas.

De los primeros investigadores que comenzaron los estudios mas a fondo,
tenemos a Michael Syvanen, quien escribié una revision de lo que hasta el
momento se sabia de la HGT (Syvanen, 1985). Aunque en algunos casos la
evidencia no era tan sélida y en otros tantos escasa, Syvanen exitosamente
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extrapold muchas ideas en base a fendmenos que ya eran bien conocidos y
que a fin de cuentas involucraban un intercambio de genes. Asi logré postular,
aunque fuese de forma indirecta, muchas de las ideas que hoy son bien
conocidas y caracteristicas de la transferencia horizontal de genes (Syvanen et
al 1988). Syvanen propuso entonces que resultaba muy evidente que la HGT
facilitada por una gran cantidad de medios de transmision (intercambio de
plasmidos [Koonin, et al 2009], transduccion y transformacion [Ochman, et al
2000]), habia tenido una gran influencia en el modelado de las relaciones
filogenéticas. El asumié esto en base a que, “considerar el intercambio genético
entre especies que se pensaria normalmente no llevan a cabo tales
actividades, es la Unica forma de darle una explicacion razonable y altamente
probable a muchos hechos que hasta el momento han tenido intrigados a los
bidlogos” (Syvanen, 1985). Syvanen, ademas, fue el primero en reconocer y
acertar en que el fendmeno tendria un alcance considerable aun en las
relaciones filogenéticas mas insospechadas, por tanto podria presentarse en
dominios mas all4 de proteobacteria.

Aungue en principio la mayoria de las investigaciones y los respectivos
hallazgos fueron hechos en organismos procariontes, con el paso del tiempo y
la disponibilidad de una cantidad mayor de genomas secuenciados, se
realizaron estudios en organismos de otros grupos filogenéticos. Asi fue como
se logro reunir evidencia de la transferencia horizontal de genes en hongos,
plantas y animales, siendo en los insectos en donde se ha encontrado la
evidencia mas convincente de HGT en organismos Eucariontes (Woolfit et al
2009).

Naturalmente, la idea de que la transferencia horizontal pudiese ocurrir en
organismos que pertenecen a otros dominios resalta la duda de si existen
factores ya sean fisicoquimicos, genéticos o ambientales que restringen o
facilitan el intercambio genético. Como parte fundamental para entender el
fenémeno de la HGT de una forma integral, se comenzaron a investigar el o los
factores que facilitan este tipo de intercambios.

Mecanismos de intercambio genético.

A pesar de que el proceso por el cual un organismo toma un segmento de DNA
foraneo y lo incorpora a su genoma no es completamente entendido (Thomas y
Nielsen, 2005), la mayoria del conocimiento adquirido viene de extrapolaciones
del estudio de todas las formas conocidas en las que se transfieren genes entre
diferentes organismos.

A pesar de que la visualizacién directa del fenédmeno, en teoria, no supondria
un gran reto tecnolégico, no fue sino hasta el 2008 cuando Babic y
colaboradores lograron visualizar el evento in vivo y seguir el proceso completo
desde la toma del plasmido por la célula, la subsecuente integracion al
cromosoma Y finalizando con la expresion del gen transferido en el genoma
receptor (Babic et al 2008).

Uno de los primeros trabajos en hacer una contribucion importante para tratar
de establecer los mecanismos que rigen las transferencias genéticas fue el de
Jain y colaboradores (1999) en donde se establecieron aquellos factores que
influyen de forma determinante para que una transferencia genética se lleve o
no a cabo. Su trabajo confirmd la suposicion hecha anteriormente por otros
autores (Ochman et al 2000; Gogarten et al 2002; Doolittle, 1999) de que:
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1) No todos los genes son igualmente propensos de ser transferidos, y 2) Las
diferencias en las tasas evolutivas de los diferentes genes no son
suficientemente significativos como para determinar o influir en la frecuencia de
transmision (como por ejemplo se suponia que podria ser el caso con genes de
evolucion rapida [Molloy, 2005]).

Segun la propuesta de Jain y colaboradores (1999) los genes operacionales
que son transferidos exitosamente poseen funciones de mantenimiento
(metabolismo, estructura, etc.) que no pertenecen a grandes complejos sujetos
a un estricto control genético; es decir, son estructuras modulares (Woese
Kandler y Wheelis, 1990). La adquisicion de este tipo de genes permitiria ganar
acceso a nuevos tipos de fuentes de energia y nutrientes que les facilitaria la
adaptabilidad a nuevos ambientes (Beiko, Harlow y Ragan, 2005). Por el
contrario, los genes informacionales (genes para transcripcion, traduccion, etc.)
son genes usualmente componentes de una compleja maquinaria celular y no
son susceptibles a un simple reemplazo por unidades siquiera similares (Jain
1999; Woese, 2000). Asi que, segun esta propuesta, la funcion es la que dicta
la frecuencia en la transferencia de ciertos genes, y mas importante aun, la
entrada y permanencia dentro del genoma receptor. Si un gen adquirido
confiere al organismo receptor algun tipo de ventaja adaptativa, este muy
probablemente sea incorporado al genoma. Este tipo de eventos en los que la
presion de seleccion es favorable, aceleran el intercambio de material genético
(Ragan et al 2009); asi que fendmenos como la resistencia a antibidticos y la
adquisicién de grupos completos de genes, como por ejemplo, las secuencias
conocidas como islas de patogenicidad, que confieren a las células nuevas
capacidades infecciosas, se cree fueron adquiridas de esta manera (Waack et
al 2006).

Cuando los primeros genomas completos fueron accesibles en bases de datos
publicas, se emplearon para tratar de encontrar evidencia filogenética de este
fendbmeno. En la mayoria de los casos, el propdsito de tales esfuerzos era dar
explicaciones a las cuestiones mas basicas acerca de la HGT.

En este sentido, los objetivos primarios eran: a) Detectar e identificar eventos
de HGT. b) Detectar aquellos factores que aumentan la frecuencia de
transmision de determinados factores genéticos. ¢) Determinar qué tipo de
consecuencias conllevan para las células receptoras realizar este tipo de
intercambios genéticos, y d) Estimar la frecuencia con la que este tipo de
intercambios ocurren (Ochman et al 2000).

Métodos para la deteccion e identificacion de genes xendlogos.

Antes del articulo de Lawrence y Ochman (1997) en el que proponian una
metodologia completa para la deteccion de genes xendlogos y establecer un
pardmetro de la frecuencia de HGT en la evolucion de las bacterias, muchos
autores ya habian tratado de estimar ésa frecuencia en base a extrapolaciones
de otras investigaciones (Syvanen, 1985; Gogarten, 1993; Woese 1990). En
ése tiempo la deteccion de eventos de HGT se hacia mediante la busqueda de
patrones intergénicos que indicaran la presencia de una secuencia transferida.
Fue asi que algunos autores propondrian que secuencias flanqueadas por
integrasas de fago o0 regiones de integracion con motivos, podian ser
consideradas como evidencias indirectas pero precisas de que genes rodeados
por este tipo de secuencias anémalas seguramente serian el resultado de
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HGT. La busqueda de este tipo de patrones fueron los primeros intentos para
correlacionar los eventos de HGT con firmas gendmicas mas simples de
detectar y que a su vez fueran un reflejo o un indicador de HGT entre dos o
MA&s organismos.

Determinar la proporcion de transferencias horizontales de genes es vital para
poder comprender el impacto que este fendmeno tiene en la evolucién de los
organismos, y uno de los pasos mas importantes encaminados en esa
direccidn es desarrollar un método/algoritmo de deteccion confiable.

Como veremos mas adelante, algunos autores (Becq et al 2010; Gogarten
2002; Nakamura, 2004; Poptsova, 2007) sefialan que la combinacion de
metodologias de deteccion es la mejor opcion para hacer frente a este
problema; sin embargo, tan soOlo unos afios atras, la mayoria de las
metodologias buscaban trabajar como un todo, sin ser dependientes una de
otra.

Asi pues, métodos como el contenido porcentual de G-C en un genoma, los
patrones de utilizacion de condones y las frecuencias de di y trinucle6tidos son
metodologias de deteccién que eventualmente serian confirmadas como poco
eficientes y que fallan de forma importante en la deteccion de transferencias
antiguas y entre organismos muy cercanos (Cortéz et al 2005; Guindon y
Perriere, 2001; Nakamura et al 2004; Deschavanne y Filipski, 1995)
condiciones bajo las cuales resulta imposible determinar el donante de las
secuencias transferidas (Kanhere y Vingron 2009). Sin embargo, serian los
primeros intentos serios para poder detectar y cuantificar la frecuencia con la
ocurre la HGT.

En el afio 2005, Cortéz y colaboradores hicieron una comparacién de las
metodologias hasta entonces mas populares para detectar la transferencia
horizontal de genes. Las distintas metodologias fueron categorizadas de
acuerdo al pardmetro de busqueda. La primera, basado en contenido
gendmico, como el contenido porcentual de G-C de un genoma y el indice de
adaptacién de codones (CAI) (Smith, Feng y Doolittle, 1992). La segunda,
basados en cercania filogenética, como el método de la distribucion de perfiles
(DP) para cada gen dentro de un genoma. Y la tercer categoria, basada en
metodologias cuyos resultados son sujetos a escrutinio matematico/estadistico;
como los modelos basados en estadistica Bayesiana y los basados en cadenas
de Markov de primer orden.

El contenido de G-C y A-T de un genoma esta determinado por mutaciones y
presiones de seleccidén caracteristicos de cada especie (Daubin et al 2003a).
Explotando esta cualidad yace detras la idea de las metodologias basadas en
la composicion gendmica como parametro para determinar si un gen es 0 no
xenologo (Guindon et al 2001). Desafortunadamente este criterio se convirtio
en mas una excepcion que una regla. Estudios posteriores mostraron que la
distribucion desigual en el contenido de G-C y A-T de los genomas,
comprometian demasiado los resultados obtenidos por medio de éstas
metodologias (Guindon et al 2001; Deschavanne vy Filipski, 1995). Por tanto,
poco a poco, estas metodologias dejaron de emplearse.

Con el proposito de explicar las anomalias que presentaban algunos genes
incorporados en los genomas de organismos receptores, Lawrence y Ochman
(1997) postularon que los genes transferidos que originalmente poseian
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caracteristicas propias (como cierta preferencia por codones, mutaciones en
3ra posicion, etc.), adoptan caracteristicas del organismo receptor, lo que
eventualmente les hace indistinguibles de los demas genes. De esta manera,
ésta “adaptacion” al genoma residente de un gen o una secuencia transferida
nos impediria identificarlo como foraneo si ya ha pasado el tiempo suficiente
para que adquiera las caracteristicas del genoma hospedero desde su
integracion a éste. Lawrence y Ochman (1997) denominaron a éste fenomeno
como “amelioration”, sin embargo, en este trabajo usamos la palabra
homogenizacion en su lugar.

En muchas ocasiones, los datos obtenidos han servido primordialmente solo
como una aproximacion estadistica; asi que bajo tales circunstancias, un
acercamiento comparativo, es decir, revisar la congruencia de los resultados
obtenidos con la bibliografia que ya exista respecto a determinado tema, para
asi complementar y dar robustez a los resultados obtenidos, necesitaba
adoptarse. De esta manera es mas rapido y facil determinar si los resultados
entran en un rango de confianza aceptable y mejor aun, ampliar el espectro de
deteccion del fendmeno para poder identificar eventos de transferencia que
antes eran omitidos por completo, ya sea como resultado de artefactos de las
metodologias o por ser errbneamente confundidos como falsos positivos.

Aunque la deteccion de HGT por variaciones genotipicas resulta poco
confiable, los resultados obtenidos por Cortéz et al, demostraron que cuando
los genes analizados por esta metodologia eran el resultado de transferencias
entre especies muy divergentes o0 que cuando los mismos pertenecen a
genomas cuyo contenido medio porcentual de G-C sea mucho menor a 50.8%
(valor promedio en contenido de G-C para E. coli K12 MG1655) la capacidad
de deteccion aumentaba dramaticamente. Aunque como Daubin y Perriere
(2003a) sugieren, la interpretacion que se le dé a los resultados obtenidos por
medio de metodologias composicionales debe ser muy cuidadosa, ya que no
se puede suponer que se trata de evidencia que corrobore la existencia de
transferencias entre organismos distantes. El estudio detallado de la
composicién de los genomas y de las firmas gendmicas nos ha permitido
identificar la ahora reconocida heterogeneidad de los genomas, esto es que los
genes pueden estar constituidos de forma diferente dependiendo de la posicion
que ocupen en el genoma (Daubin y Perriere, 2003b). Postulados recientes
sugieren incluso que hay sustituciones intragénicas (dentro de un mismo gen)
resultado de HGT (Ragan y Beiko 2009).

Aunque descubrimientos de ésta naturaleza ponen en duda la efectividad del
método composicional, aun es posible hacer reconstrucciones filogenéticas
confiables si cualquier factor de ruido es considerado y adecuadamente
controlado.

Los métodos filogenéticos, a pesar de ser distorsionados por la presencia de
HGT, son reconocidos como los mejores para detectar transferencias
horizontales (Gogarten y Townsend, 2005). Si se hacen filogenias para genes
individuales es facil detectar cuando se presentan casos discordantes; el
problema con estas metodologias es que requieren una gran cantidad de
informacion de las especies analizadas y los estudios deben de ser a una
escala considerable, pues durante las reconstrucciones filogenéticas la
ausencia de especies cercanas compromete mucho los resultados y aumenta
la posibilidad de que artilugios propios de las metodologias interfieran en ellos
(Koski, Morton y Golding, 2001).

7



En el articulo de Cortéz y colaboradores se puso a prueba un método basado
en reconstrucciones filogenéticas. El método de los perfiles distribucionales o
DP; que funciona mediante la comparacion filogenética de genomas cercanos,
arrojo resultados similares a los obtenidos con el procedimiento de G-C y CAl,
siendo la Unica ventaja notable de éste método su capacidad para descartar
una cantidad mayor de falsos positivos. Una de las razones que podria ser
causa para que estas metodologias tuviesen un nivel de deteccion comparable
a las metodologias antes mencionadas, es que resulta complicado poder
diferenciar entre ganancia (posibles transferencias horizontales) o pérdida de
genes (Gogarten y Townsend, 2005; Smith, Feng y Doolittle, 1992);
transferencias verticales mimetizadas (Kyrpides y Olsen, 1999) y que en
muchas ocasiones, la falta de ort6logos apropiados para hacer las
comparaciones (Poptsova y Gogarten, 2007) limitan el alcance de las
metodologias filogenéticas. Y, aunque suele considerarse que lo mas
parsimonioso es lo mas probable (Koski, Morton y Golding, 2001) en ocasiones
esto influye hacia la deteccion de falsos positivos entre especies muy
relacionadas.

A favor de rescatar las ventajas, Koski y colaboradores (2001), sugieren que
metodologias basadas en caracteres composicionales podrian ser empleadas
frecuentemente si son complementadas por otras que descarten la probabilidad
de confundir falsos positivos como resultados reales. En su trabajo, Koski vy
colaboradores prob6 una metodologia que combinaba similitud de secuencias y
la correspondencia de los elementos de éstas con su posicion en el
cromosoma, lo que le evitaba detectar como transferencias, aquellos genes
que, a pesar de poseer composiciones andmalas, hayan sido transferidos
verticalmente (falsos negativos). Segun la metodologia de Koski vy
colaboradores, genes transferidos verticalmente se encontrarian en posiciones
homologas (dentro del cromosoma) en organismos estrechamente
relacionados, mientras que los que sean resultado de HGT careceran de una
posicion correspondiente (un ortélogo posicional) (Smith, Feng y Doolittle
1992).

Por supuesto, eventos como transposiciones, duplicaciones e inversiones
complicarian tales comparaciones (Koski et al 2001); lo que eventualmente
descartaria la verificacion de datos a partir de métodos composicionales, por lo
que la validacion matematica/estadistica de los resultados se volvié el paso
natural en el desarrollo de metodologias de deteccion.

Asi que, a partir de una caracterizacion de la informacién que se podia obtener
de analizar el contenido de diferentes propiedades fisicoquimicas del genoma,
se emplearon métodos probabilisticos basados en calculos con estadistica
Bayesiana y cadenas de Markov, cuyas propiedades (ver mas abajo) resultan
ideales para lidiar con este tipo de problemas.

Entre los primeros en hacerlo estuvieron Nakamura y colaboradores en el afio
2004; quienes desarrollaron una metodologia para detectar transferencia
horizontal de genes bajo un fuerte sustento probabilistico.

Empleando una categorizacion a partir del contenido génico de los organismos
en estudio, Nakamura us6 un algoritmo que se basa en inferencia Bayesiana y
gue originalmente fue concebido para detectar genes dentro de ORFS; asi
calcula la probabilidad media posterior (0 indice de transferencia horizontal)
para cada gen analizado. Sin embargo, Nakamura y colaboradores advierten
que su meétodo tiene la importante restriccion de que podria detectar
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Gnicamente eventos de transferencia horizontal reciente, y por tanto el indice
de transferencia podria estar subestimado. Esto ocurre porque para la
estimacion de los parametros estadisticos fue necesario hacer una
categorizacion de las anomalias composicionales de los genomas analizados
(al igual que con el método de estimacion porcentual de G-C), asi que el
resultado de esa categorizacion seria fuertemente influenciada si los genes
detectados ya han adoptado las caracteristicas de sus nuevos genomas
residentes (Lawrence y Ochman, 1997).

En su articulo de comparacion de metodologias, Cortéz y colaboradores hacen
una evaluacion entre la metodologia basada en probabilidad Bayesiana y la
que se basa en Markov. Dado que una de las propiedades mas importantes de
las cadenas de Markov es que el estado futuro sdlo depende del estado
inmediatamente anterior (Metropolis, 1987), es factible entender la capacidad
de aplicacion de estos algoritmos a los problemas de HGT. Con anterioridad ya
se habian empleado las Cadenas de Markov de primer orden y las
simulaciones de Montecarlo para enfrentar cuestiones similares. (Hayes y
Borodovsky, 1998;). Aunque ambas presentan valores de deteccion similares,
la metodologia basada en Cadenas de Markov de primer orden, presentan un
muy buen nivel de deteccion cuando las transferencias son entre organismos
cercanos (que es uno de los principales problemas con las demas
metodologias); y al mismo tiempo, presenta el mejor nivel de deteccion cuando
las transferencias entre organismos filogenéticamente distantes (Cortéz et al
2005).

A pesar de que los modelos basados en cadenas de Markov son altamente
eficientes, no son perfectos. Una de las mas grandes restricciones que poseen,
radica en la dependencia de la calidad de la informacion con la que se alimenta
al modelo. Markov puede arrojar una gran cantidad de falsos positivos si no se
realiza una concatenacion (categorizacion de acuerdo a un criterio previamente
establecido) de la informacién a procesar, lo cual dificulta los analisis en
genomas completos. La segunda restriccion mas importante es que si el
margen de estimacion estadistica se amplia (p < 0.03 — 0.05), los falsos
positivos aumentan en la misma proporcion -que Cortéz propone son
detecciones de pseudogenes-. Segun el trabajo de Liu y colaboradores los
psudogenes se encuentran en proporciones mayores a las esperadas en
genomas procariontes, muchos de ellos siendo el resultado directo de
transferencias horizontales fallidas (Liu et al 2004).

Comprobando la eficacia de otras metodologias.

Siguiendo un esquema similar, Becq y colaboradores (2010), recientemente
llevaron a cabo un exhaustivo estudio comparativo entre metodologias de
deteccion de genes xendlogos. Bajo el supuesto de que la mayoria de estas
metodologias no han sido correctamente probadas antes de ser promovidos
como metodologias de deteccion confiables; mas de 20 de ellas fueron
analizadas con el propésito de averiguar la eficacia de estas bajo un escenario
ideal.
Utilizando genomas artificiales (genomas a los que les fue removida cualquier
region atipica), cuya principal ventaja era que las secuencias estaban libres de
genes homogeneizados (refiriéndonos al proceso descrito como “amelioration”
por Lawrence y Ochman [1997]) asi como de paralogos que ocasionaran ruido
filogenético significativo.
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En el estudio se tomaron en cuenta ciertos parametros que pueden influir en la
deteccion de transferencias, y de esta manera se optimizé el umbral de
deteccidn para cada una de las metodologias. Parametros como el origen de la
secuencia donada, la cantidad (nimero de donadores para un solo genoma),
tamafo, influencia del genoma residente (si un mismo gen se detectaba
siempre con la misma frecuencia sin importar que se encontrase en E. coli K12
0 en S. sonnei) y finalmente, la resoluciébn cuando se aplicaba a un genoma
real, que en este caso fue el de E. coli K12 MG1655.

Como resultados importantes, ellos sefialan que encontraron metodologias que
ni en condiciones ideales presentan buen nivel de deteccion, asi que la
probabilidad de que se desempefiaran apropiadamente en casos reales es muy
baja. Ademas, mostraron que muchas metodologias composicionales fallan en
detectar DNA fordneo y otras, basadas en algoritmos matematicos, son
incapaces de diferenciar entre DNA nativo y adquirido.

Segun Becq y colaboradores, evaluar transferencias con base en el uso de
oligonucledtidos (que son aquellas que identifican los cambios en la dinamica
de sustitucion de oligonucleétidos) es la mejor opcion, ya que este tipo de
metodologias son menos sensibles a parametros que afectan mucho a otras.
La Unica susceptibilidad encontrada parece radicar en el tamafio de los
posibles xendlogos, que debido a las desviaciones estadisticas producto de
analisis en muestreos pequefos, pueden arrojar resultados erroneos. Proponen
ademas, que la mejor forma de detectar HGT es emplear al menos dos
metodologias cuyas ventajas contrarresten mutuamente las dificultades
encontradas en determinado caso (Becq et al 2010).

Todas las metodologias examinadas hasta ahora comparten la necesidad de
hacer una clasificacién previa de la informacion con la que se trabaja; las
diferencias radican en la forma en la que se analizan estas categorias de
informacion. Los métodos composicionales apoyados por algun tipo de analisis
de confianza resultan ser apropiadas en la deteccion de genes xendlogos. Este
tipo de metodologias, que no se basan en la construccion de &rboles
filogenéticos para comprobar los resultados, tienen las ventajas de ser rapidas
(dependiendo del nivel de robustez que se quiera en el estudio), sencillas,
accesibles en tiempo de cdmputo y confiables.

Sin embargo, la creciente tendencia a recurrir a las reconstrucciones
filogenéticas refuerza la postura de la mayoria de los autores (Gogarten,
Doolittle y Lawrence, 2002) que la reconocen como la metodologia mas
confiable y precisa; aunque requiere de tiempo, un acervo informativo
importante (informacion extensiva de los taxa a analizar) y en ocasiones
resultan computacionalmente restrictivas si el estudio es a gran escala
(Gogarten y Townsend, 2005; Lawrence y Ochman, 1997; Gogarten et al 2002;
Cortéz et al 2005; Doolittle, 1999; Guindon y Perriere, 2001).

La mayoria de las restricciones con el método filogenético no suelen ser
impedimentos importantes; sin embargo, es necesario destacar que algunas de
las criticas hechas al método ni siquiera estan directamente relacionados con el
mismo (Becq, 2010). La primera y posiblemente la mas compleja, hace
referencia a que en las bases de datos actuales no se cuenta con la
informacion necesaria (secuencias ortélogas) para inferir filogenias confiables;
y la segunda radica en que las reconstrucciones filogenéticas usualmente
arrojan mas de una posible solucién, asi que en muchas ocasiones, la
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seleccion del arbol verdadero o en su defecto, el que represente mejor lo que
posiblemente sucedié es un problema complejo de resolver, no solo por la
cantidad de trabajo que requiere, sino porque, a pesar del crecimiento
exponencial de las bases de datos, aun hay carencia de genes ortélogos
comparables en 50% de los genomas secuenciados (Poptsova, 2007).

Obstaculos como el anterior en ocasiones dificultan la deteccidon de genes
xenodlogos y comprometen los resultados, por lo que la incongruencia
filogenética (discordancia filogenética entre el gen y el agrupamiento que
resulta del mismo) sigue siendo el indicador mas confiable de que estamos
ante un evento de HGT (Cortéz et al 2005; Keeling y Palmer, 2008); y aun
cuando corroborarlo mas alld de toda duda es una tarea compleja, en la
mayoria de los casos la HGT es la forma mas plausible y logica de explicar las
discordancias filogenéticas mas contradictorias.

Consideraciones importantes con el problema de la HGT.

Hasta la identificacion del fendmeno de la transferencia horizontal de genes, el
proceso que se pensaba tenia un peso fundamental y modelador en las
relaciones filogenéticas de todos los organismos conocidos hasta el momento
era la herencia; la cual, implica una transmision vertical de caracteres benéficos
adquiridos. Cuando la HGT fue documentada, fue considerada como un posible
mecanismo por el cual un organismo podia adaptarse de forma muy rapida a
un entorno cambiante sin necesidad la dependencia de las mutaciones
azarosas que son fijadas en la poblacién a través de un largo periodo de
tiempo. Asi fue que los bibdlogos comenzaron a enfrentar un problema que
rapidamente se convirti6 en una de las mas grandes cuestiones aun por
resolver de la biologia contemporanea.

A finales de los afios 70, Carl Woese y George Fox construyeron el que
posteriormente seria denominado como “el arbol de la vida®“, con base en la
subunidad pequefia del rRNA (16s rRNA) (Woese y Fox, 1977).

Cuando la comunidad cientifica comparé una gran cantidad de arboles
filogenéticos utilizando diferentes genes como marcadores, fue evidente que en
muchas ocasiones el resultado dependia de las moléculas/genes que se
emplearan para construirlas (Rivera, 1998); pero el desconcierto fue ain mayor
cuando se encontraron casos en los que la discordancia filogenética se
presentaba aun en aguellas filogenias construidas con base en genes
altamente conservados (Gogarten y Townsend, 2005; Woese, 2000).

Como resultado, la comunidad cientifica comenzé a preguntarse si la
transferencia horizontal y fendmenos analogos (ver mas adelante) no
representarian un obstaculo para llevar a cabo futuras reconstrucciones
filogenéticas, ya que hasta entonces, procesos reconocidos por alterar el
resultado esperado de las mismas (como la evolucién reticulada, el mutualismo
y la recombinacion ilegitima) se presentaban con una frecuencia tan baja que
s6lo en casos muy especiales resultaban de consideracion (Woese, 2000). Se
sabe que, por ejemplo, en el estudio de ciertos clados del reino plantae, la
evolucion reticulada y el mutualismo son fenbmenos frecuentes cuya influencia
ha resultado modeladora en el curso de la evolucion de estos organismos
(Woese, Kandler y Wheelis,1990; Brown y Doolittle, 1997; Pennisi, 1998).
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Como la teoria evolutiva clasica no contempla métodos de innovacion genética
gue no sean resultado de la transmision vertical entre ancestros vy
descendientes ni de procesos no graduales independientes de un intervalo
temporal para fijarse en una poblacion; se comenzaron a generar ciertas dudas
respecto a que la teoria evolutiva clasica proveia de una explicacion muy
limitada para la evolucién de los micro-organismos (Olendzenski y Gogarten
2009).

Antes del descubrimiento de las implicaciones y alcances de la HGT, la teoria
evolutiva era una generalizacion del proceso evolutivo que se habia estudiado
en macro-organismos, por lo que evidentemente, la mayoria de los
microorganismos y los mecanismos de innovacion genética que en ellos
resultaban recurrentes, no habian sido considerados.

A mediados del afio 2000, la cantidad de genomas completos publicados
estaba creciendo exponencialmente, y fue asi que algunos genomas
eucariontes estuvieron disponibles para analizarse. En algunas ocasiones con
la intencién de buscar HGT y en otras como meros incidentes, se comenzaba a
obtener evidencia que corroboraba que la HGT ocurria en Eucariontes, aunque
los protistas eran el ejemplo mejor documentado (Woolfit, 2009), pronto se
reunirian evidencias solidas para casos ocurridos en Plantas (Kim E. et al
2010), Hongos (Kondo N. 2002) e Insectos (Fitzpatrick et al 2008); lo que
finalmente descartaria la idea de que la HGT es un fendbmeno aislado que
ocurre sélo en proteobacterias.

Toda esta serie de circunstancias dio pie a las proposiciones de que la HGT,
principalmente en las ramas basales de la clasificacion biolégica y en las
etapas en las que todas las células eran modulares (sus componentes podian
ser intercambiados por otros sin sufrir efectos deletéreos) (Woese, 2000) era
de tal magnitud, que muy probablemente resultaria complicado determinar con
un buen nivel de confianza las cualidades genéticas de los ancestros de los
organismos que vemos y conocemos hoy en dia (Ver Figura 1). Es posible que
las comunidades de células primigenias que dieron origen a todos los
organismos actuales, no contuvieran todas las -caracteristicas que hoy
consideramos como universales (ribosomas, RNA's mensajeros, DNA, etc.), y
suponemos debieron estar presentes en LUCA (de las siglas en inglés, Last
Universal Common Ancestor) (Kyrpides et al 1999; Becerra et al 2007; Lazcano
y Forterre, 1999), pudieron de hecho, ser el resultado de una serie de
transferencias horizontales ancestrales y/o de evolucién convergente (Ver
Figura 1) (Olendzenski y Gogarten, 2009).
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Figura 1. Esta imagen, modificada de Doolittle W.F. (1999), es una representacion de los tres
dominios. La gran cantidad de ramas simbolizan el intercambio genético (HGT) que hubo entre
algunos de los miembros de estos dominios. Se cree que las células de las que descienden
todos los organismos en la actualidad (representadas en la parte basal de la imagen) no eran
entidades Unicas como tal y por ende funcionaban como vectores en una red de HGT.

A finales de los afios 90, W. Ford Doolittle y Peter J. Gogarten comenzaron a
difundir fuertemente la idea de que el arbol de la vida era una interpretacion
conveniente pero demasiado simplista, irreal e impractica para determinar las
relaciones filogenéticas entre las especies (Ochman, 2000). Peter Gogarten
postuld que los genomas se pueden considerar como un conjunto de mosaicos,
como tal, diferentes partes del mismo cuentan diferentes historias evolutivas
(Olendzenski y Gogarten, 2009), asi que la HGT es la forma mas factible de
explicar las fuertes discordancias filogenéticas que se habian encontrado para
una gran cantidad de moléculas y genes, entre ellas mismas y con el arbol de
RNA (Gogarten, 2003).

Ambos proponen que una descripcidon grafica mas apropiada para la
representacion de las relaciones filogenéticas de los seres vivos seria la de una
red o redes en la que los diferentes nodos reflejen de forma precisa las
conexiones que existen o existieron entre ellos (Gogarten, 2003; Olendzenski y
Gogarten, 2009); y aunque recientes esfuerzos por construir historias
evolutivas reticuladas aun estan en fases iniciales, hay opiniones y evidencias
a favor de adoptar este tipo de construcciones filogenéticas, ya que nuevos
algoritmos de han sido desarrollados para contrarrestar la dificultad que solia
implicar la construccion una filogenia reticulada (Van lersel L. et al 2010).

A pesar de ello, las representaciones reticuladas de evolucion no han sido
adoptadas porque la cantidad de estudios filogenéticos robustos que aportan
evidencia contundente a favor de la viabilidad de las filogenias a pesar de la
HGT se sigue incrementando (Lerat et al 2005), W. F. Doolittle propone que en
el peor de los casos, resultaria imposible detectar con precision las “huellas”
dejadas por la HGT en los diferentes genomas procariontes, aun considerando
que en algunos casos la influencia es mas notoria que en otros (Doolittle
1999).
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Aunque existen posturas que minimizan y en otras ocasiones exageran (Ver
Figura 2) el papel de la transferencia horizontal en la evolucion de los
organismos (Kurland et al 2003); la mayoria de los autores concuerda en que
existen tendencias evolutivas que resultan distinguibles (bajo cualquier
frecuencia de HGT) y que podrian ser apropiadamente representadas por un
arbol. La transmision vertical es un mecanismo que al igual que la HGT,
participa en la evolucion de los organismos, y aunque es posible que la
frecuencia de ambos sea radicalmente distinta, son procesos conjuntos y no
excluyentes (Beiko et al 2005)

Con anterioridad ya hemos resaltado que es muy probable que las
incongruencias en la identificacion de los fenémenos de HGT se deba
simplemente a la incapacidad que existe para detectarla con precision y
confianza (Koski et al 2001); por este motivo, corroborar que el método
filogenético es la forma mas imparcial en la identificacion y deteccion de
eventos de transferencia horizontal es el objetivo de este trabajo.

DARK FLOW BABELFISH CSIZ INFIDELITY
Beyond the edge of 10 fantasy gizmes DNA tests are not just
the cosmos near reality for the cops
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Figura 2. El descubrimiento de que ciertos
patrones evolutivos no son apropiadamente
representados por la metafora del arbol de la vida,
llevé a la declaracion de que algunos conceptos
fundamentalmente darwinistas dentro de la teoria
evolutiva podrian estar equivocados.

(Graham Lawton. "Darwin was wrong". 2009,
Enero. New Scientist. Nimero 2692.)
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Objetivos.

1) Comparar los resultados obtenidos en la identificacion de eventos de HGT
en el genoma de Escherichia Coli K12 MG1655 por el método composicional
en base a los obtenidos haciendo uso del método filogenético.

2) Determinar asi, la eficiencia y particularidades de ambas metodologias en la
deteccion de genes xendlogos.

Metodologia.

En el afilo 2005, Cortéz y colaboradores publicaron en el International Journal
for Computational Biology (in silico Biology) un estudio comparativo en el que
hacian un analisis detallado del desempefio de las metodologias mas
populares hasta entonces disponibles para la deteccién de genes xendlogos.
Fue asi que buscando e identificando genes resultado de HGT en el genoma
de Escherichia Coli K12 MG1655, Cortéz y colaboradores reportaron 140
genes xenologos. Nosotros, de los 140 genes reportados como xendlogos por
Cortéz, extrajimos las secuencias para 109 de ésos genes. No seleccionamos
los 140 porque algunos de esos genes estaban clasificados como hipotéticos
de acuerdo a la clasificacion del Kegg. Las secuencias de todos los genes
fueron obtenidas del sitio FTP de la base de datos de la “Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes”, (http://www.genome.jp/kegg/).

Las secuencias de éstos genes fueron comparadas mediante un analisis por
BLAST (con parametros en default para trabajar con proteinas), programa
bioinformético que busca similitud entre secuencias biolégicas, de secuencias
codificantes (proteinas) (Altschul et al 1990; Johnson et al 2008) contra los 15
organismos seleccionados para este estudio. Esto con el propoésito de
encontrar genes ortologos, con los cuales se construirian filogenias para cada
gen comparado.

Los 15 organismos seleccionados para este estudio pertenecen al Phylum
Proteobacteria. 14 son de la Clase Gamma Proteobacteria y uno es de la Clase
Epsilon Proteobacteria, Género: Helicobacter; Helicobacter Pylori 26695. (Ver
Tabla 1). Estos organismos fueron seleccionados con base en la informacién
filogenética de estos es confiable y a la existencia de estudios comparativos en
los que se establece un parametro para la frecuencia con la que intercambian
secuencias de forma horizontal, por tanto, nuestros resultados pueden ser
cuantitativamente comparados con los previamente reportados en caso de ser
necesario (Guindon y Perriere, 2001; Nakamura, 2004; Liu, 2004; Wu, 2009).

Tabla 1. Los 15 organismos seleccionados para el estudio. Las secuencias
codificantes de estos organismos asi como la clasificacion en base a 3 letras
fueron obtenidas del KEGG.

Organismos Cadigo de 3 letras del Kegg
Escherichia coli K-12 MG1655 eco
Escherichia coli 0127:H6 E2348C_0177 ecg
Escherichia fergusonii ATCC 35469 efe
Salmonella subsp. Choleraesuis SC-B67 sec
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Salmonella subsp. Typhimurium LT2 stm

Shigella flexneri 301 (serotype 2a) sfl

Shigella sonnei Ss046 ssn
Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894* esa
Cronobacter turicensis 3032 ctu
Erwinia tasmaniensis Et1/99 eta
Yersinia pestis CO92 (biovar Orientalis) ype
Vibrio cholerae O1 N1696 vch
Vibrio parahaemolyticus 2210633 vpa
Photobacterium profundum SS9 ppr
Helicobacter pylori 26695 hpy

*En la base de datos del NCBI se agrupa dentro del género Cronobacter, por lo que su
nombre cambia a Cronobacter sakazakii.

Con un BLAST bidireccional (Altschul et al 1990; Johnson et al 2008) de
secuencias codificantes (proteinas) se hizo una busqueda de genes ortélogos
para los xendlogos reportados por Cortéz y colaboradores en los 15 organismos
gue seleccionamos. De acuerdo a parametros cuantitativos del BLAST se decidié
cuales secuencias podrian ser ortdlogas y por tanto fueron seleccionadas para la
comparacion; excepto para los 7 genes huérfanos que se identificarian. Algunas
de las secuencias fueron curadas a mano (excluidas manualmente de
secuencias que pudiesen introducir “ruido filogenético”) a fin de evitar la
presencia de genes paralogos, que son inadecuados en la construccion de
filogenias. Al mismo tiempo se evita sesgar la seleccidén de las secuencias Utiles
que eventualmente se alinearian.

Haciendo uso de la paqueteria de programas disponibles dentro del sito de NCBI
se empled el programa PSI-BLAST (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/psiblast) que
se especializa en busquedas de posibles genes homodlogos en organismos
filogenéticamente distantes (Altschul et al 1997), lo que facilitaria limpiar las
secuencias obtenidas de paralogos que pudiesen introducir falsos negativos.

Ya que se contaba con todos los resultados del BLAST de proteinas y que las
secuencias estaban libres de elementos que pudiesen introducir ruido, estas
serian eventualmente alineadas usando ClustalW (Larkin et al 2007) y Muscle
(Edgar, 2004). Ambos programas fueron empleados en sus parametros default.
Las alineaciones resultantes serian empleadas en la construccion de filogenias
para los 15 organismos que seleccionamos. En esta labor se decidi6 utilizar la
paqueteria PHYLIP (ver 3.69) (Felsenstein, 2003) que es confiable, sencilla de
implementar e incluye todos los programas necesarios para realizar el trabajo
en un solo paquete. La construccion de los fenogramas se hizo con el método
de Neighbor Joining (NJ). Se opt6 por usar el método de Neighbor Joining ya
gue es altamente eficiente, practico, rapido, confiable, funciona bien cuando se
trabaja con proteinas y la metodologia no es susceptible a “desviarse” cuando
se trabaja con un nimero pequefio otus.

Ademas, como una medida de confianza en los resultados, se aplico un
Bootstrap de 100 replicas en la construccion de cada fenograma.
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El bootstrapping es un procedimiento muy empleado en la construccién de
filogenias mediante el cual N numero de caracteres de un conjunto de
informacion son re-muestreados al azar. El resultado de esto es que algunos
caracteres son eliminados y otros son duplicados. El bootstrap se emplea con
frecuencia para fortalecer los analisis filogenéticos hechos con Neighbor
Joining, aunque no es la Unica metodologia a la que puede ser aplicada.

El bootstrappin fue realizado mediante el programa segboot incluido en la
paqueteria de herramientas bionformaticas PHYLIP (Felsenstein, 2003). Todos
los parametros de segboot fueron mantenidos en sus valores default.

En la construccion de filogenias, métodos como el de Maxima Parsimonia (MP),
y el de Maxima Verosimilitud (MV), gozan de mucha popularidad, aunque
ambos tienen limitaciones que eventualmente nos hicieron optar por el método
de Neighbor Joining.

El método de maxima parsimonia es usualmente reconocido como uno de los
métodos que carecen de precision cuando construyen el arbol verdadero o mas
parsimonioso. Las tasas de variabilidad de las secuencias suelen ser un factor
que impacta de forma muy negativa este tipo de metodologias. En la actualidad
métodos que funcionan bajo un supuesto de Parsimonia suelen ser el dltimo
recurso, en su defecto, metodologias basadas en inferencias estadisticas,
como Méaxima Verosimilitud, suelen ser empleadas con mayor frecuencia, ya
que son mas poderosas y consistentes. Sin embargo, en el caso de Maxima
Verosimilitud, problemas en cuanto a la dificultad de implementacién, la
necesidad de considerar una mayor cantidad de parametros en funcion de la
cantidad de informacion, y que por ser un método exhaustivo, suele usarse
para analizar nucle6tidos, no para proteinas (por la cantidad de combinatorias
gue existen para 4 nucleétidos en comparacion con 20 aminoacidos).

Testigos.

Para poder establecer un parametro confiable en la deteccién de los genes
xenologos en las filogenias obtenidas, se buscé en la literatura publicada una
filogenia completa para Gamma-Proteobacteria. La filogenia de Yarza P. y
colaboradores (2008), que representa las relaciones filogenéticas de todos los
organismos conocidos dentro de los Dominios Arquea y Bacteria se utilizd
como parametro en el momento de determinar posibles transferencias
horizontales, sin embargo, dado el tamafio del arbol, la labor de comparacion
se complicaba, por lo que existia un gran riesgo de introducir un sesgo
observacional importante y poco deseado.

Con la intencion de evitar esta cuestion, se construyo el arbol filogenético de
los 15 organismos para comparacion. La secuencia del 16S rRNA de cada uno
de los 15 organismos considerado en nuestro trabajo se obtuvo del sitio web
“The Ribosomal Data Project” (Cole et al 2009).

El arbol de RNA que incluye Unicamente a los 15 organismos que deseabamos
comparar fue utilizado como un parametro primario en nuestro estudio, sin
embargo, se decidi6 que se construirian otros 5 arboles testigos que fueran
conservados y ampliamente distribuidos en Proteobacteria (Tabla 2). El trabajo
de Wu y colaboradores en el 2009 sirvi6 como una referencia en la seleccion
de los genes, ya que ellos reportaron una lista de 36 genes como marcadores
confiables para la reconstruccién de filogenias de Arquea y Bacteria. Las
secuencias de éstos genes fueron obtenidas de la base de datos del GenBank
dentro del sitio del NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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Tabla 2. Los genes cuya filogenia serviria como
referencia o testigo en las comparaciones
visuales de los fenogramas.

Genes Testigo
rRNA - 16S ribosomal RNA

frr - ribosome recycling factor
rplF - 50S ribosomal protein L6
rpsB - 30S ribosomal protein S2
dnaG - DNA primase
pyrG - CTP sintetase

Las filogenias de los genes analizados se compararian visualmente con los
testigos. Consideramos que un fenograma muestra un caso de transferencia
horizontal cuando algun organismo esté fuera del nodo al que idealmente
pertenece y en cambio se agrupe con organismos que filogenéticamente
resulten mas distantes. Si por ejemplo, E. coli K12 esta fuera del nodo que
agrupa a las otras E. colis representantes del género Escherichia y en su lugar
gueda agrupada con una representante del género Shigella, como S. Sonnei,
no consideraremos esto como un evento de HGT, ya que ambas bacterias son
filogenéticamente cercanas. Pero si una E. coli queda agrupada con una
representante del género Vibrio, como V. Cholerae, consideraremos éste como
un caso de HGT basados en la distancia filogenética de ambas bacterias. Mas
adelante veremos con detalle las dificultades y peculiaridades de identificar un
evento de HGT observando solamente un arbol filogenético.

La construccion de los fenogramas fue hecha con la paqueteria PHYLIP
(Felsenstein, 2003), como ya antes lo habiamos mencionado, sin embargo,
TreeView (Page, 1996) y FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/sofwareffigtree)
fueron los dos programas empleados en la visualizacion de los fenogramas a
partir del archivo de salida obtenido con PHYLIP y que servirian en la
comparacion directa de los mismos.

Dado que muchos de los procesos requeridos en la realizacién de este trabajo
eran altamente repetitivos, se hicieron programas en el lenguaje de
programacion “PERL”. Asi, “ancestor.pl”, “clustero.pl” y “phylipero.cmd”, fueron
empleados con tal propésito. El primero y el segundo fueron desarrollados
sirviendo inicialmente en otros proyectos por otros investigadores dentro del
laboratorio de Origen de la Vida de la Facultad de Ciencias. Para cumplir con
nuestros objetivos ambos programas fueron ligeramente modificados. El ultimo,
es un “batch file program” que funciona en D.O.S. Fue escrito con ayuda de
Antonio Moreno (PB).

Los tres programas y una descripcion de ellos pueden ser encontrados en el
sitio web: http://microbio.fciencias.unam.mx/programas/

A continuaciéon se muestra un diagrama de flujo que resume en 7 etapas el
procedimiento metodologico (Pagina 19).
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Diagrama de Flujo del Procedimiento Metodologico.
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Resultados y Discusion.

En el estudio comparativo de Cortéz y colaboradores en el 2005 se reportaron
140 genes como posibles xenodlogos. Nosotros solo evaluamos 109 de esos
genes como “total”, debido a que 31 de ellos correspondian a resultados
hipotéticos que decidimos no considerar en el estudio.

Uno de los aspectos mas importantes a notar es que nosotros solo pudimos
confirmar que de los 109 genes, 40 son en realidad xendlogos. En este sentido
creemos que 3 factores jugaron un papel fundamental que influyeron en los
resultados. A) Del total de posibles xendlogos reportados por Cortéz y
colaboradores, nosotros no consideramos aquellos clasificados como
hipotéticos o putativos en las bases de datos de donde extrajimos nuestras
secuencias (Kegg y NCBI). Esto se decidio asi porque es conocida la distorsion
que las secuencias no caracterizadas pueden introducir en un estudio
filogenético. B) Cortéz hizo una busqueda de posibles xendlogos en todo el
genoma de E. coli K12 MG1655, lo que posiblemente les permitié detectar un
mayor numero de genes xendlogos. En la literatura se han publicado trabajos
gque muestran que hasta el 15% del genoma de E. coli K12 podrian ser
secuencias transferidas (Lawrence y Ochman, 1997), por lo que estos factores
pudieron interferir mucho en la cantidad total de genes transferidos detectados
en ambos trabajos (Ver Figura 3). C) Es posible que los resultados estén
evidenciando que la sensibilidad de un método composicional y uno
filogenético es muy diferente, que es precisamente uno de los objetivos de este
trabajo.

Eschericfia coll K13 12.8
Mycobactaiur ubarcoioss 3.3
Bacilus suabliis 7.5
Synechiccysts PLCGEOS 166
Tharmataga mariirms £.4
Hasmophilug influsnzes 4.5
Halcabacter pylon 26855 .2
Acuifex asolicwis 98
Mathanocosous fannaschi 1.3
Bomalis burgdosni 04
Rickestisia provwazanii 0.4
Mycoplzsms prepmonize 11.8
Mycoplazma genitshiy m 0O

Q 1,000 2,000 3,000 4,000

Secuencias Codificantes (K b

Figura 3. En esta gréfica, modificada de Ochman JH., Lawrence G. y Groisman E. (2000); se
pueden observar las proporciones de secuencias codificantes fordneas correspondientes a
cada organismo. La parte azul de las barras denota el DNA nativo, la parte amarilla simboliza
DNA foraneo, como elementos mdviles, transposones y bacteriéfagos. Otro tipo de DNA
foraneo que no entra en esta categoria se simboliza en rojo. A pesar de la dificultad de estimar
la cantidad de genes xendlogos dentro de un determinado genoma, podemos considerar que
esta grafica muestra la “media” de HGT para algunas bacterias. Decimos la “media” porque
algunos estudios estiman una proporcién de transferencias considerablemente mayor al que se
muestra en ésta gréfica.
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Tabla 3. Desglose en categorias de los 109 genes analizados.

Categorias de Genes Numero de Genes
Xenologos 43
NO Xendlogos 24
Posibles Xendlogos 35
Genes sin Ort6logos Asociados * 7
Total 109

*Qriginalmente considerados como Genes Huérfanos. Estos genes fueron
inicialmente considerados asi debido a que no tenian homodlogos en
ninguno de nuestros 15 organismos seleccionados. (Ver Tabla 5).

Desglosando la Tabla 3, la categoria “xendlogos” engloba aquellos genes que
arrojan filogenias discordantes, por tanto, fueron considerados como genes
xenologos. A favor de nuestros resultados, la Tabla 4 evidencia aquellos
genes que producen filogenias discordantes y que son congruentes con otros
trabajos en los que se clasifican como genes de “mantenimiento”, los cuales se
piensa se transfieren horizontalmente de forma muy activa, como genes de
metabolismo secundarios, genes que codifican para distintas variantes de
subunidades de algunas enzimas, genes que codifican para la conformacion “L”
(Levogira) de algunas moléculas o enzimas y genes para los que se piensa han
sido transferidos desde la divergencia de ciertas familias de bacterias (como
genes que codifican para las acetii CoA [Field et al 2000]) aparecen
frecuentemente en la tabla. Ademas, genes que provienen de fagos, profagos y
pseudogenes, que en la actualidad son ciertamente considerados como
resultado de transferencias horizontales, también aparecen en dicha tabla.

En porcentajes, la tabla 4 muestra que, considerados como xendlogos,
tenemos en un 63% a genes de mantenimiento, 16% para genes que codifican
proteinas que participan en metabolismo, primordialmente secundario, 14%
para genes provenientes de bacteriéfagos y 7% representando pseudogenes.

Tabla 4. Los 43 genes que resultaron ser xenoélogos haciendo uso del método
filogenético. Muchos de ellos provenientes de fagos, el resto, de genes
frecuentemente reportados como transferidos (acetii CoA) y algunos mas
considerados como genes accesorios o de metabolismo secundario.

Etiqueta Nombre del Gen Descripcion
eco:bh0227 yafL, ECK0228, JW0217 Predicted lipoprotein and C40 family peptidase
‘0261 mmuM, ECK0263, JW0253, CP4-6 prophage. S-methylmethionine:homocysteine
€co. yagD methyltransferase
. argF, argb, argD, ECK0274, Ornithine carbamoyltransferase 2, chain F; CP4-6
eco:b0273 JW0266 prophage
eco:b0550 rusA, ECKOSyﬁ:’PJWOS%’ s, DLP12 prophage; endonuclease RUS
. agpZ, bniP, ECK0866, .
eco:b0875 JW0859 Aquaporin Z
eco:b1338 abgA, ECK;;’;A" JW5205, P-aminobenzoyl-glutamate hydrolase, A subunit
eco0:bh1363 trkG, ECK1362, JW1358 Rac prophage; potassium transporter subunit
ec0:b1397 paal, ECK1394, JW1392 3-oxoadipyl-CoA/3-0x0-5,6-dehydrosuberyl-CoA
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eco:b1417
eco:bh1442

eco:b1456
eco:b1558
eco:b1776
eco:b2222
eco:b2223
eco:b2382
eco:b2387
eco:b2481
eco0:b2483
eco:b2488
eco:b2492
eco:b2541
eco:b2542
eco:b2546
eco:b2639
eco:b2715
eco:b2886
eco:b2934
eco0:b2978
eco:b2979
ec0:b3063
eco:b3111
eco:b3112
eco:bh3134
eco:b3135
eco:b3269
eco:h3476
eco:b3477
eco:h3479
ec0:h3503

gapA
ydcU, ECK1436, JW1437
rhsg, ECK1450, JW1451
cspF, ECK1552, JW1550
ydjL, ECK1774, JW1765
atoA, ECK2215, JW2216
atoE, ECK2216, JW2217

ypdC, ECK2378, JW2379

fryB, ECK2383, JW5389,
ypdH

hyfA, ECK2477, JW2466,
yffE

hyfC, ECK2479, JW2468

hyfH, ECK2484, JW2473

focB, ECK2488, JIW2477

hcaB, ECK2538, JW2525,
phdD, yfhX
hcaD, ECK2539, hcaAd,
JW2526, phdA, yfhY
yphD, ECK2543
IW2530

arsB, arsFk
ascF, ECK2710, JW5435, sac

ygfS, ECK2881, JW5468

cmtB, ECK2929, JW2901,
tolM
glcF, ECK2972, gox, JW5486,
yghL
glcD, ECK2974, gox,
JW2946, yghM
ttdT, ECK3053, JW3035,
y9iC, ygjE
tdcG, ECK3101, JW5520,
yhaP, yhaQ
tdcG, ECK3101, JW5520,
yhaP, yhaQ
agaw, ECK3122, JW3103,
yhazZ
agaA, ECK3123, JW5527,
yraA

yhdX, ECK3256, JW5544

nikA, ECK3460, hydC, hydD,
w3441

nikB, ECK3461, hydC, hydD,
IW3442

nikD, ECK3463, hydC, hydD,

arsC, arsG, ECK3488

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Predicted spermidine/putrescine transporter subunit
Pseudogene

Qin prophage; Cold Shock Protein

Predicted oxidoreductase, Zn-dependent and
NAD(P)-binding

Acetyl-CoA:acetoacetyl-CoA transferase, beta subunit
Short chain fatty acid transporter
Predicted DNA-binding protein
Predicted enzyme 11B component of PTS
Hydrogenase 4, 4Fe-4S subunit
Hydrogenase 4, membrane subunit

Hydrogenase 4, Fe-S subunit

Predicted formate transporter

2,3-dihydroxy-2,3-dihydrophenylpropionate
dehydrogenase
Phenylpropionate dioxygenase, ferredoxin reductase
subunit
Predicted sugar transporter subunit: membrane
component of ABC superfamily

Arsenical pump membrane protein

Fused cellobiose/arbutin/salicin-specific PTS enzymes

Predicted oxidoreductase, 4Fe-4S ferredoxin-type
subunit
Predicted mannitol-specific enzyme 1A component of
posphotransferase system

Glycolate oxidase iron-sulfur subunit
Glycolate oxidase subunit, FAD-linked
L -tartrate/succinate antiporte
L-serine dehydratase 3
L-serine deaminase
Pseudogene
Pseudogene
Predicted amino-acid transporter subunit
Nickel-binding, heme-binding periplasmic protein
Nickel transporter subunit
Nickel transporter subunit

Arsenate reductase
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tnaB, ECK3702, JW5619,
JW5622, tnaP, trpP

eco:bh4289 fecC, ECK4279, JW4249

eco0:b3709 Tryptophan transporter of low affinity

KpLE2 phage-like element; iron-dicitrate transporter
subunit

eco0:b4318 fimF, ECK4309, JW4281 Minor component of type 1 fimbriae

La categoria “NO xendlogos” (Tabla 3) engloba a aquellos genes para los que
no se encontraron anomalias filogenéticas de consideracion ni con el arbol de
las especies ni con los producidos en base a los genes testigo, por tanto
consideramos que no son producto de HGT.

Ademas, mostramos la categoria “Posibles xenologos” (Ver Tabla 6); que son
genes para los que existen evidencias (como el origen de las secuencias) de
que podrian ser resultado de HGT; sin embargo, son extrapolaciones que se
hicieron con base en la distancia filogenética que existe entre los organismos
reflejados en los fenogramas y/o al conocimiento que se tiene del gen mismo.
Desafortunadamente, el método filogenético no puede identificarlos como
posibles genes transferidos debido a la falta de taxones para comparar.
Confirmar que estos genes son efectivamente xendlogos requiere un
acercamiento distinto al filogenético y al composicional (método con el cual
originalmente fueron considerados como resultado de HGT). En este caso,
emplear una combinacién de metodologias mutuamente compensatorias seria
lo mas adecuado (Becq et al 2010).

La Tabla 3 muestra ademas la categoria “Genes sin Ortélogos Asociados”,
inicialmente considerados como genes huérfanos; es decir, genes para los
cuales no es posible hacer un andlisis filogenético debido a que no se
encontraron secuencias ortélogas para comparar, lo que nos impide hacer
comparaciones y por ende construir fenogramas informativos. Emplear el
método filogenético para determinar si estos genes son 0 no xenologos es
imposible debido a las restricciones del método en si. Mas adelante
detallaremos esta parte.

Comprobando los Resultados.

Suponiendo que posiblemente estos 7 genes, considerados como posibles
huérfanos, no tenian ort6logos en nuestros 15 organismos pero a lo mejor si en
otras clases dentro del domino Bacteria, decidimos hacer una comprobacion de
nuestras sospechas.

Fue entonces que se realizé un segundo andlisis que descartara errores por
“Ancestor.pl” (el programa hecho en el lenguaje de PERL en el laboratorio de
Origen de la Vida que automaticamente hacia todos los BLAST para cada una
de las secuencias en comparacion).

Con el objetivo de hacer una buUsqueda mas especifica, se corrieron
manualmente 7 BLAST correspondientes a cada gen huérfano identificado
(véase tabla 5) haciendo comparaciones manuales en el Kegg Orthology y
corriendo un BLAST de las secuencias codificantes. Haciendo uso de la base
de datos del Kegg Orthology y del PSI-BLAST (Altschul et al 1997) nos
aseguramos que las busquedas efectuadas por BLAST sean mas sensibles en
la deteccidn de Unicamente genes ortélogos, disminuyendo asi la identificacion
de falsos positivos, aun entre organismos distantes.
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Tabla 5. Los 7 genes inicialmente considerados como genes huérfanos.

Etiqueta Nombre del Gen Descripcion

2-hydroxy-6-ketonona-2,4-

€c0:b0349 mhpC, ECKO346, JW0340 dienedioic acid hydrolase

rfc, ECK2029, JW2020, wbbH,

eco:b2035 yefF O-antigen polymerase
ec0:b2037 rfoX, ECK2031, JW2022, wox, waxe reaicted polisoprenal-linked
O-antigen transporter
) Serotype-specific glucosyl
eco0:bh2352 gtrS, ECK2346, gtrlV, JW5382 transferase, CPS-53 prophage
eco-b1139 lit, ECK1125, JW1125 els prophage; cell death
peptidase
_ Predicted general secretory
eco0:b3329 gspH, ECK3316, hofH, hopH, JW3291 pathway component, cryptic
eco:b3334 gspM, ECK3321, hopZ, JW5704 General secretory pathway

component, cryptic

Los resultados de los BLAST hechos manualmente para las secuencias de la
tabla 5 indicaron que los supuestos genes huérfanos en realidad si poseen
homologos y ortélogos en una cantidad variable de organismos; sin embargo,
hay dos casos que vale la pena detallar.

En primera instancia, tenemos el gen eco: b1139, que segun la clasificacion del
Kegg es una peptidasa que induce apoptosis, probablemente resultado de una
transferencia horizontal proveniente de un fago. En este caso, consideramos
que eco:b1139 tiene grandes posibilidades de ser un xenélogo basandonos en
su origen, ya que las transferencias horizontales mediante transduccién (en
donde los fagos son los donantes de las secuencias) se han reportado y
documentado con frecuencia (Canchaya et al 2003); aunque, con el método
filogenético no podemos confirmar que estas secuencias son el resultado de
HGT.

En otro caso, en las primeras comparaciones con BLAST (Altschul et al 1997)
no se encontrd evidencia de que el gen eco:b3334 tuviera homaologos; pero en
la posterior comprobacion de los resultados descubrimos que en la base de
datos del Kegg Orthology se pudo encontrar coincidencias en 3 de los
organismos de nuestro estudio, especificamente en ecg, efe, vch y vpa. Estos
podrian ser hallazgos importantes, ya que son congruentes con un gen de
posible transporte horizontal que es componente primordial de sistemas
generales de secrecion, elementos fundamentales en bacterias patogenas, y
gue se ha demostrado se han transferido de forma activa a lo largo de
Proteobacteria (Cascales et al 2003). A pesar de la evidencia que parece
confirmar que eco: b3334 es efectivamente un xendlogo, el método filogenético
no es adecuado para responder dicha cuestion.

Consideramos que de forma inicial no se encontraron secuencias homoélogas
para estos genes debido a que las busquedas posteriores se hicieron con el
Kegg Orthology; herramienta bioinformatica de la base de datos del Kegg que
emplea un algoritmo computacional mas especifico que el BLAST (Altschul et
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al 1997). Lo que seguramente influy6 de forma sustancial en los hallazgos
posteriores (http://www.genome.jp/kegg/ko.html).

Como veremos mas adelante, considerar los valores de BLAST como
indicadores de HGT puede resultar en algo muy inconveniente (Eissen, 2000).

La mayoria de las metodologias recientes se enfocan en la deteccién bajo
pardmetros muy especificos, sin embargo, el método filogenético ha probado
ser sumamente popular en la deteccion de eventos de transferencia horizontal,
Yy No es para menos, ya que se ha confirmado que es el que presenta menos
susceptibilidad a las condiciones de trabajo, con lo que se han podido hacer
descubrimientos y confirmaciones que anteriormente solo resultaban de
extrapolaciones logicas de analisis mas sencillos.

Uno de los ejemplos célebres y que evidencian la eficacia del método
filogenético para inferir eventos de HGT aun bajo condiciones dificiles se
presenté en el 2001.

Con el primer borrador del genoma humano completo por el consorcio privado,
se anuncio el descubrimiento de genes que se encontraban sélo en eucariontes
vertebrados y cuyos homadlogos estaban ampliamente distribuidos a lo largo de
todo Proteobacteria. Como los estudios iniciales carecian de suficiente
informacion comparativa (sin los controles positivos adecuados), se postulé que
probablemente estdbamos presenciando un evento de HGT ancestral entre
genes de bacterias hacia los vertebrados que debidé ocurrir durante el origen y
diversificacion de los eucariontes (Lander, 2001).

Dudando de tales conclusiones, Stanhope y colaboradores (2001) hizo una
reconstruccién filogenética completa para los 28 genes sospechosos de ser
resultado de HGT.

Los autores concluyen que ciertamente hay genes cuya historia evolutiva es
difusa, por ello les permite ser considerados como transferencias entre
bacterias y eucariontes vertebrados, pero esto sucede en el menor de los
casos, ya que en general, fue factible construir la linea de descendencia para
cada gen analizado. Parecia ser que los genes ya estaban presentes en el
altimo ancestro mas reciente de los vertebrados, mas no seria el caso para el
ancestro de los invertebrados quien parecia haberlos perdido (Gogarten, 2003).
Este hecho es de suma importancia, ya que ha vuelto a ocurrir que los
resultados de BLAST se interpretan como posibles transferencias horizontales
(Lander et al 2001). En nuestro trabajo, nos encontramos con 34 casos en el
gue el gen de E. coli K12 MG1655 comparado tiene menos de cuatro genes
homologos asociados. De ésos 34 genes, podemos postular que para 28 existe
una gran probabilidad de que sean resultado de HGT. Factores ajenos al
método, como la naturaleza del gen transferido y la distancia filogenética entre
los organismos representados en el fenograma, nos permiten llegar a ésa
conclusién. Sin embargo, como Stanhope y colaboradores (2001) apuntan, los
resultados obtenidos por BLAST no pueden interpretarse como un indicador
confiable de HGT, dado que la similitud no es un indicador de HGT. Sabemos
que factores como el tamafo de las secuencias, la distancia filogenética entre
ellas y las distintas tasas evolutivas que les afectan (Kanhere y Vingron 2009),
pueden producir falsos positivos. Inclusive, Kurland y colaboradores (2003)
propone que es posible que los resultados de BLAST reflejen el origen comdn
de algunas secuencias, mas no que éstas hayan sido transferidas.
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Continuando con el desglose de nuestros resultados, encontramos que
aproximadamente 35 genes tienen menos de 5 ortdlogos asociados, por lo que
debido a la falta de taxones para comparar no fue posible realizar una filogenia
con ellos. A pesar de éste hecho, pudimos observar que algunos genes poseen
ortélogos que se encuentran en organismos filogenéticamente distantes. Es
factible que algunos de estos 35 genes sean efectivamente resultado de HGT,
sin embargo, son sospechas apoyadas en otros factores, como la biologia de
los organismos involucrados y el origen del las secuencias transferidas.

En un intento posterior de comprobar las suposiciones de que algunos de éstos
35 genes son efectivamente xenologos, se volvieron a efectuar busquedas
usando el Kegg Orthology. Aunque en principio los resultados indican que
algunos de ésos genes pudieron estar presentes en el Ultimo ancestro de
éstas bacterias para después perderse, duplicarse 0 experimentar un
reemplazo de ortdlogos; encontramos que en la mayoria de los casos los
genes estaban plagados de secuencias paralogas, reconocidas en la literatura
porque resultan inapropiadas para construir filogenias y por influenciar
negativamente la busqueda de HGT (Becq et al 2010).

Por ejemplo, en nuestros resultados encontramos que para el gen eco:b1932
reportado en la base de datos del Kegg como una posible aciltransferasa, tres
organismos pertenecientes al género Escherichia; E. coli K12, E. coli 0127 y E.
fergusonii aparecen en una filogenia con V. parahaemolyticus; ademas, en el
fenograma es evidente que E. fergusonii y V. parahaemolyticus se agrupan
juntas en un nodo, mientras que las otras dos bacterias representantes del
género Escherichia quedan solas sin agrupar (ver el fenograma
correspondiente, pag. 46). En nuestra opinion, éste podria ser un caso de
transferencia horizontal, sin embargo, la falta de otus, en especial del genero
Vibrio, nos impide confirmar que el gen eco:b1932 es un gen que soélo
comparten cuatro organismos y por ende un posible xenologo. EI método
filogenético es insuficiente para poder determinar si es un caso de HGT o no, y
aunque ciertamente parece serlo, es bien conocido que hay factores que
producen agrupaciones discordantes en filogenias pequefias (y que no siempre
se deben interpretar como transferencias horizontales).

En este sentido, uno de los mas discutidos es el fenomeno de la atraccion de
ramas largas (Bergsten, 2005), en el que un muestreo incompleto de
organismos cercanos entre si favorece el agrupamiento de organismos
filogenéticamente distantes. En otras ocasiones, se ha postulado que algunas
agrupaciones discordantes no siempre reflejan HGT; en realidad podrian estar
evidenciando que en los genomas hay secuencias con diferentes niveles de
conservacion, por lo que si se construye una filogenia con una secuencia de
estas caracteristicas podria resultar en agrupaciones discordantes que reflejan
éste tipo de gradientes. El reemplazo de ortdlogos, que es la sustitucién de un
gen residente por una version adquirida que ocurre por recombinacion
homologa o por pérdida secundaria del gen original, también genera
topologias discordantes (Bapteste et al 2004).

Otra explicacién podria recaer en el fendmeno descrito como “mosaicismo”,
(distinto al término genético para referirse a las anomalias genotipicas de un
individuo) que se refiere a la sustitucion que ocurre cuando un gen transferido
es incorporado parcialmente a la secuencia de un gen homadlogo ya existente
dentro de un genoma residente; por tanto, hay genes que pueden tener
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diferentes historias evolutivas y por ende diferir en su origen. Asi, si dos
organismos son comparados mediante una secuencia que proviene del mismo
origen, se agruparian, sin importar la distancia filogenética de los genomas
portadores de la secuencia (Zhaxybayeva et al 2004; Hao et al 2010).

Philippe y Forterre (1999) postulan que en ocasiones, aun cuando el método
filogenético se aplica de forma correcta y se cuidan aquellos factores
inherentes a la metodologia que podrian ser causantes de discordancias
filogenéticas, éstas no siempre funcionan correctamente.

Tabla 6. Los 35 genes posiblemente xendlogos segun las busquedas realizadas
con BLAST pero que no pueden ser corroborados mediante la construccion de

filogenias.

Etiqueta Nombre del Gen Descripcion

eco:b0259 insH, ECK0261 IS5 transposase and trans-activator
eco:-b0263 afuB, ECK0265, fopB, JW0255 i(;ir;glé:))gtgz?sport system permease protein
eco:b0351 mhpF, ECK0348, JW0342 acetaldehyde-CoA dehydrogenase Il
ec0:b0352  mhPE, ECKO345, M0343 oxopentanole st aldolace ol
eco:b0486 ybaT, ECK0480, JW0475 Predicted Transporter

eco:b0554 essD, ECK0545, JW0543, ybcR DLP12 prophage; predicted phage lysis protein
eco:b0557 borD, ECK0549, iss, JW0546, ybcU DLP12 prophage; predicted lipoprotein
ec0:b0801 ybhiC, ECK0790, JW0786 Predicted Dehydrogenase

ec0:h1370 insH, ECK0261 IS5 transposase and trans-activator
eco:h1389 paaB, ECK1386, JW1384, ynbF F;ig‘siit’é'gggﬂzi'fcety"COA epoxidase
eco:b1391 paaD, ECK1388, JW5217, ydbQ Ring 1,2-phenylacetyl-CoA epoxidase subunit
eco:b1396 paal, ECK1393, JW1391, ydbV Thioesterase,

eco:h1493 gadB, ECK1487, JW1488 Glutamate decarboxylase B, PLP-dependent
eco:b1566 flxA, ECK1560, JW1558 Qin prophage; predicted protein

eco:b1569 dicC, ECK1563, ftsT, JW1561 gig”uf;t%?h%?eszgp“bi”di”g e e
ec0:b1575 dicB, ECK1569, ftsT, JW1566 Qin prophage; cell division inhibition protein
ec0:h1597 asr, ECK1592, JW5826 Acid shock-inducible periplasmic protein
€c0:b1932 yedL, ECK1931, JW1917 Predicted acyltransferase

€c0:h2485 hyfE, ECK2481, JW2470 Hydrogenase 4, membrane subunit
eco:b2770 ygcR, ECK2765, JW5441 Predicted flavoprotein

eco-b2875 yaeB, ECK2871, JW2843 gg::;rz;/s(:op;(rjotein with NAD(P)-binding
eco:b2931 yggP, ECK2927, JW5477 Predicted dehydrogenase

eco:h2976 glcB, ECK2970, glc, JW2943 Malate synthase G

eco:bh2977 glcG, ECK2971, JW2944, yghC Conserved Protein
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eco:b3119

tdcR, ECK3108, JW5525

DNA-binding transcriptional activator

eco:b3129 sohA, ECK3117, JW3098, priF Antitoxin of the SohA(PrIF)

eco:b3510 hdeA, ECK3494, JW3478, yhhC Stress response protein acid-resistance protein
eco:h3525 yhjH, ECK3510, JW3493 %‘:Ii:t'g(j'GMP phosphodiesterase, FIRDC-
€c0:h3622 rfal, ECK3612, JW3597, waal. O-antigen ligase

€c0:h3623 waal, ECK3613, JW3598, rfak Lipopolysaccharide core biosynthesis
€c0:h3629 rfaS, ECK3619, JW3604, waaS Lipopolysaccharide core biosynthesis protein
ec0:h3645 dinD, ECK3635, JW3620, pcsA DNA-damage-inducible protein

eco:b4225 chpB, chpBK, ECK4221, JW4184 ;r;’t‘;‘n"f the ChpB-ChpsS toxin-antitoxin
eCO:DA202  fecR, ECKA282, IWA252 Sgnal tansducer for forrc citte tansport
eco'b4293 fecl, ECKA283, JW4253 KpLE2 phage-like element; RNA polymerase,

sigma 19 factor

Previamente habiamos mencionado que muchas de las criticas al método
filogenético radican en que soélo es posible hacer filogenias con secuencias
ortdlogas. El problema es que la informacion con la que contamos en nuestras
bases de datos, aunque cada vez mas grandes y completas, aun carecen de la
informacion apropiada para reconstruir la historia evolutiva de los organismos
gue habitan este planeta. Como Zhaxybayeva y Gogarten (2006) postulan, sélo
se pueden utilizar genes ortdlogos para reconstruir filogenias confiables y con
significado biologico plausible. Este hecho, frecuentemente considerado como
una deficiencia del método, en realidad deberia de ser una critica para la forma
en la que construimos nuestras bases de datos, y es que a excepcion de los 7
genes huérfanos, 97% de las secuencias que necesitabamos para construir
nuestras filogenias estaban llenas de genes paralogos. La exclusién de este
tipo de genes no fue tan laboriosa dado que el trabajo no fue realizado a gran
escala, sin embargo, es necesario llevar a cabo la construccion de bases de
datos que contengan solamente genes ortélogos, y en el caso de las ya
existentes, especial cuidado necesita ponerse, ya que aun en estas que,
supuestamente estan libres de secuencias paralogas (como los COGS del
Kegg) se encontraron evidencias de su presencia (datos sin publicar,
experiencias compartidas dentro del laboratorio de Origen de la Vida, Facultad
de Ciencias).

Filogenias.

Como parte central de los resultados, obtuvimos 86 fenogramas, cada uno
correspondiente a cada gen analizado. Basandonos en la filogenia de rRNA de
Yarsa y colaboradores (2008), en las filogenias de Gamma-Proteobacteria de
(Kelly et al 2010) y en las filogenias de los 5 genes que usariamos como
testigos, evaluamos y comparamos las filogenias.

Durante la comparacion de los fenogramas en busca de genes xeno6logos nos
encontramos con que, como otros autores ya lo han sefalado, es notoria la
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dificultad para distinguir entre ganancia o pérdida de genes cuando
simplemente se observa un arbol filogenético. En este trabajo mostramos
varios casos en los que no es posible determinar si el agrupamiento
filogenético observado con base en si determinado gen es producto de una
ganancia (posible HGT), una pérdida, a que el gen sea parte de lo que algunos
llaman “genes accesorios” (que son aquellos que solamente se encuentran en
muy pocos genomas de organismos relacionados [Lapierre y Gogarten 2009]),
0 a que el gen esta reflejando distintas historias evolutivas, fenébmeno conocido
en la literatura como mosaicismo (Zhaxybayeva, Lapierre y Gogarten, 2004).

Los primeros 5 fenogramas deben de considerarse las filogenias control. En su
construccion se utilizaron 5 genes conservados en nuestros organismos (ver
Tabla 2). Posteriormente presentamos los fenogramas y una descripcion de los
casos representativos para genes que posiblemente son resultado de
transferencias horizontales, asi como casos que no reflejan evidencias de HGT.
Al final mostramos las agrupaciones filogenéticas que no pueden resolverse
concluyentemente haciendo uso del método filogenético. El principal problema
con éstas filogenias es la falta de otus para comparar que nos indiquen gue las
agrupaciones resultantes no son resultado de artefactos o imperfecciones de la
metodologia per se. Bajo estas condiciones, ciertos fenédmenos como la
atraccion de ramas largas (Bergsten, 2005), las pérdidas secundarias de genes
en varios organismos cercanos a los que aun conservan las secuencias y las
posibles diferencias en la tasa de divergencia de las secuencias comparadas
(Eisen, 2000) son problemas que normalmente interfieren en las filogenias en
donde no se maximiza el muestreo de organismos cercanos a los comparados.
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(Filogenia Testigo).

Gen: rRNA
Definicidn: rRNA - 16S ribosomal RNA
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(Filogenia Testigo).

Gen: frr
Definicion: Ribosome Recycling Factor.

31



(Filogenia Testigo).

Gen: DNAG

Definicidn: DNA primase.

W5
s
jezegs 3

32



Gen: pyrG
Definicidn: CTP sintetase.

(Filogenia Testigo).
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(Filogenia Testigo).

Gen: rpsB
Definicion: 30S ribosomal protein S2.
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(Filogenia Testigo).

Gen: rplF
Definicion: 50S ribosomal protein L6.
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Casos Seguros de Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b2382
Nombre del Gen: ypdC, ECK2378, IW2379
Definicién: Predicted DNA-binding protein.

En este fenograma se representa la filogenia obtenida a partir del gen eco:b2382.
Vemos que la topologia del fenograma muestra 3 grandes nodos con representantes
de los géneros Escherichia, Salmonella y Vibrio. Sin embargo, S. flexneri al no estar
en el mismo nodo que S. sonnei, evidencia una discordancia filogenética.
Consideramos que esto podria ser evidencia de un evento de transferencia horizontal.

Interesantemente, dado que el gen eco:b2382 parece estar participando en algun tipo
de union con el DNA, podemos considerar que el posible gen transferido resulta ser un
gen informacional (Jain et al 1999); cuya frecuencia de HGT deberia de ser baja,
segun se ha postulado, en base a que este tipo de genes poseen gran especificidad
por su sustrato e interactian con una gran cantidad de modulos celulares. A pesar de
ello, consideramos que el gen eco:b2382 es un xendélogo.
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Casos Seguros de Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b2481
Nombre del Gen: hyfA, ECK2477, W2466, yffE
Definicion: Hydrogenase 4, 4Fe-4S subunit.
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Para el caso del gen eco:b2481, consideramos que la discordancia filogenética es
evidente. En el fenograma se muestra un nodo que agrupa a los representantes de los
géneros Escherichia y Shigella. Sin embargo, E. coli 0127 se agrupa en un nodo muy
cercano a las representantes del género Salmonella. Que ademas, el valor de esta
asociacion sea apoyado por un excelente valor de Bootstrap (90%) nos indica que este

fenograma posiblemente sea el reflejo de una transferencia horizontal.

37



Casos Seguros de Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b2546

Nombre del Gen: yphD, ECK2543, JW2530

Definicién: Predicted sugar transporter subunit: Membrane
component of ABC superfamily.

En este fenograma se muestra la agrupaciéon resultante en base al gen eco:b2546.
Aqui notamos que Y. pestis esta muy cerca de algunos de los representantes de los
géneros Escherichia y Shigella, aunque la naturaleza desordenada del fenograma nos
indica que este hecho no resulta de mayor importancia. Sin embargo, consideramos
gue el verdadero caso de HGT esta indicado por la posicion de E. fergusonni entre
organismos representantes del género Salmonella y Cronobacter.
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Casos Seguros de Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b4289

Nombre del Gen: fecC, ECK4279, JW4249

Definicidn: KpLE2 phage-like element; iron-dicitrate transporter
subunit.
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El fenograma del gen eco:b4289 sin duda resulta en un caso notorio de transferencia
horizontal. Aqui, so6lo los géneros Salmonella y Cronobacter (que es el nodo mas
conservado en todos los fenogramas construidos) no presentan anomalias
filogenéticas.

El resto del fenograma presenta casos que posiblemente son resultado de
transferencias, como por ejemplo; S. flexneri, E. fergusonni y E. coli O12, esta ultima
separada y agrupada con Y. pestis; evidenciando discordancias filogenéticas notorias.
Ademas, Photobacterium profundum, Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus
aparecen separadas, a pesar de que todas son representantes del género Vibrio. El
posible origen del gen transferido, que resulta ser una secuencia proveniente de un
fago, apoya aun més las anomalias filogenéticas a favor de que el gen eco:b4289 es
un xendlogo.
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Casos Seguros de Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b2979
Nombre del Gen: glcD, ECK2974, gox, JW2946, yghM
Definicidn: Glycolate oxidase subunit, FAD-linked.

En este fenograma correspondiente a la agrupacion resultante con base en el gen
eco:b2979 podemos observar que Photobacterium profundum, que en condiciones
normales deberia formar un nodo con los miembros del género Vibrio, queda con E.
coli K12 y E. coli 0127, quienes no se agrupan con E. fergusonni, bacteria del género
Escherichia con la que mantienen una relacion filogenética cercana.

Ademas, es notoria la presencia de Helicobacter pylori, bacteria perteneciente al grupo
de las Epsilon-Proteobacteria. Basandonos Unicamente en la distancia filogenética, su
presencia es injustificada. Consideramos que estas anomalias resultan indicadoras de
un caso de HGT.
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Casos en los que no hubo Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b1400
Nombre del Gen: paaY, ECK1397, JW1395, ydbZ
Definicion: Predicted hexapeptide repeat acetyltransferase.
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Casos en los que no hubo Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b2769
Nombre del Gen: ygcQ, ECK2764, JW5440
Definicién: Predicted flavoprotein.
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Casos en los que no hubo Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b0323
Nombre del Gen: yahl, ECK0321, JW0315
Definiciédn: Carbamate kinase-like protein.
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Casos en los que no hubo Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b1757
Nombre del Gen: ynjE, ECK1755, JW5287
Definicidn: Thiosulfate sulfur transferase.
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Casos en los que no hubo Transferencia Horizontal.

Gen: eco:b3900
Nombre del Gen: frvA, ECK3893, JW3871, yiiK

Definicion: Predicted enzyme IIA component of Posphotransferase
system.
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Casos en los que no es posible diferenciar entre ganancia (HGT) o pérdida
de genes.

Gen: eco:b1932
Nombre del Gen: yedL, ECK1931, JW1917
Definicion: Predicted acyltransferase.

100

V. parahaemolyticus

100

100

E. fergusonni

100

100

E. coliki12

100

E. coli ©127

En este caso, la agrupacién resultante del gen eco:b1932 se muestra en la forma
clasica para la representacion de filogenias debido a la ausencia de otus que permitan
comparar un arbol sin raiz.

En esta filogenia tenemos representadas a las tres bacterias del género Escherichia.
Interesantemente, la presencia de V. parahaemolyticus y mas aun su agrupamiento
con E. fergusonni, sugiere que este hecho podria considerarse como un evento de
HGT. Sin embargo, la falta de otus nos impide, desde un punto de vista filogenético,
considerar esto como un posible caso de HGT.

En estos casos, fendmenos como la atraccion de ramas largas (Bergsten, 2005), las
pérdidas secundarias de genes en varios organismos cercanos a los que aun
conservan las secuencias y las posibles diferencias en la tasa de divergencia de las
secuencias comparadas (Eisen, 2000) son problemas que normalmente interfieren en
las filogenias pequefas y generan agrupaciones filogenéticas cuestionables.
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Casos en los que no es posible diferenciar entre ganancia (HGT) o pérdida
de genes.

Gen: eco:b0557
Nombre del Gen: borD, ECK0549, iss, JW0546, ybcU
Definicién: DLP12 prophage; predicted lipoprotein.

100

E. tasmaniensis

100

100

E. coliki12

100

E. fergusonni

Para el fenograma hecho con base en el gen eco:b0557 se presenta un caso muy
similar al anterior, pero en esta ocasion entre E. tasmaniensis y E. coli K12. Sin
embargo, por las mismas razones expuestas en el caso anterior, no es posible
discernir, mediante el método filogenético, que el gen eco:b0557 sea un xendlogo.
Interesantemente, basandonos en la funcion y origen de la secuencia transferida, este
parece ser un caso de transduccion (HGT entre un fago y una bacteria), lo que
apoyaria fuertemente un caso de HGT. En este caso, un acercamiento metodolégico
diferente al filogenético podria ser mas que apropiado para resolver la duda.
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Casos en los que no es posible diferenciar entre ganancia (HGT) o pérdida
de genes.

Gen: eco:b2875
Nombre del Gen: yqgeB, ECK2871, JW2843
Definicién: Conserved protein with NAD(P)-binding Rossman fold.

100

F. profundum

58

100

E. coli 0127

100

100

E. colfik1z

100

5. sonnei

En este fenograma, basado en el gen eco:b2875 de nuevo se expone un posible caso
de HGT entre E. coli 0127 con una bacteria filogenéticamente lejana perteneciente al
género Vibrio, P. profundum. En este caso, a diferencia del anterior, la funcion de la
secuencia transferida no aporta informacion que de inmediato nos haga sospechar una
transferencia horizontal, aunque la informacion biolégica de los organismos
involucrados ciertamente lo hace. Aqui, de nuevo, no es posible resolver, mediante la
construccién de filogenias, que el gen eco:b2875 sea un xendélogo. Una aproximacion
metodoldgica distinta a la filogenética (como una combinacién de metodologias)
facilitaria la diferenciacién entre ganancia o pérdida de genes e incluso un posible
reemplazo de ortélogos.
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Casos en los que no es posible diferenciar entre ganancia (HGT) o pérdida
de genes.

Gen: eco:b2770
Nombre del Gen: ygcR, ECK2765, JW5441
Definicién: Predicted flavoprotein.
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E. coli 0127
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Este fenograma, en base al gen eco:b2770, es un ejemplo de lo que ciertamente
resultan ser los casos menos apropiados para hacer inferencias filogenéticas. Aqui, se
muestran cuatro otus filogenéticamente cercanos entre si. Basados en ello, no
podemos decir si estamos ante cuatro organismos que adquirieron un gen, es una
pérdida masiva del mismo en el resto de Gamma-Proteobacteria o de nueva cuenta un
reemplazo de ort6logos. La informacién biol6gica de los organismos o la funcién de la
secuencia transferida ciertamente no nos ayuda a confirmar o refutar las sospechas.
Corroborar que éste es un caso de HGT mediante la construccion de filogenias
requeriria la construccion de una que incluya a todos los organismos dentro de
Gamma-Proteobacteria, ciertamente una labor compleja y laboriosa.
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Perspectivas...

Toda la investigacion orientada en el desarrollo de metodologias para detectar
xenodlogos a lo largo de estos afios parece indicar que no existe un unico
método que nos garantice la capacidad de lograrlo. La mejor opcién y
posiblemente la Gnica para hacer frente a este tipo de problemas es emplear
una combinacion de métodos, lo que en principio facilitaria la obtencion de
resultados confiables. Sin embargo, la cantidad de problemas que la seleccion
misma de los métodos implica, en ocasiones dificulta demasiado el proceso. En
primera instancia, la misma eleccion del método paramétrico que mejor se
ajuste al tipo de informacién que manejaremos no es una decision sencilla y
mucho menos trivial. Esta claro, ademas, que realmente aun no se conocen
muchos mecanismos por los que se llevan a cambio intercambios genéticos, y
ya no solo a nivel organismo, sino también a nivel celular. La reciente
confirmacion de la HGT intercelular y la posible correlacion que existe de ésta
con el desarrollo de nuevas funciones celulares dentro de un mismo organismo,
podria ser una variante o al menos un mecanismo analogo, hasta ahora
desconocido, de la HGT.

Asi pues, tenemos el trabajo de Holmgren (2010), quien propone que durante
el desarrollo del cancer, los cuerpos apoptoéticos podrian ser un vehiculo para
la transferencia de DNA entre células moribundas y células sanas. Si esto
resulta cierto, seria un mecanismo que satisfactoriamente explicaria la
heterogeneidad de las células tumorales y la capacidad de estas para adquirir
caracteristicas que les confieran algun tipo de ventaja, como la resistencia a la
guimioterapia.

En otro caso, trabajos separados por parte de Thomas M. y Nielsen M. en el
afio 2005, asi como de Doerfler y colaboradores, sugieren que DNA presente
en el torrente sanguineo y el tracto intestinal de algunos animales puede
persistir lo suficiente como para entrar en contacto con varios érganos del
organismo (Thomas y Nielsen, 2005; Berndt, Meier y Wackernagel, 2003). Que
la transformacion por células de diferentes 6rganos pertenecientes al mismo
individuo sea un proceso que pueda ocurrir naturalmente es una idea reciente y
poco investigada. Hasta el momento resulta muy pronto anticipar y especular
acerca de los alcances que fendmenos asi tienen y tendran en la evolucion de
cierto tipo de organismos, en especial de los multicelulares, usualmente
expuestos a grandes cantidades de estrés ambiental y que bien podrian
beneficiarse profundamente de mecanismos como éste.

Si bien no hay muchos casos descritos que confirmen la ocurrencia de tales
mecanismos, el solo hecho de que su existencia, al menos de forma teodrica,
permita dar una explicacion razonable a ciertos fenbmenos poco conocidos o
estudiados, es suficiente para reformularnos de nueva cuenta el alcance que la
HGT o fendmenos analogos podrian tener en aspectos en los que hace
algunos afios hubiese resultado imposible de anticipar. Entender de forma
integral el papel de la HGT en la evolucién de los organismos es primordial
para enfrentar y eventualmente resolver las implicaciones médicas, sanitarias y
sociales que este fendmeno esta provocando, como la apariciébn de nuevas
cepas bacterianas resistentes a los antibidticos mas poderosos y el
descubrimiento de que algunos eucariontes, como insectos y mamiferos
(algunos roedores, por ejemplo) estan desarrollando resistencia a plaguicidas
gue solian usarse como método de control.
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Conclusiones.

En este trabajo hemos puesto a prueba el método filogenético para corroborar
los resultados de una metodologia igualmente popular en la identificacion de
genes xenologos, es decir, el método composicional.

Durante la realizacion de nuestro trabajo, pudimos confirmar muchas de las
ventajas y criticas que se le han hecho al método filogenético y que han sido
frecuentemente citadas en la literatura. Con esta idea en mente, deseamos
reforzar que el método filogenético es muy confiable para realizar detecciones
e Iidentificaciones de HGT,; sin embargo, la dificultad para interpretar
correctamente los resultados y que el nivel de practicidad es inversamente
proporcional a la complejidad requerida para que el método funcione
adecuadamente son restricciones importantes que se deben tomar en cuenta
cuando se decida utilizar el método. Inclusive, en ocasiones, aun cuando la
metodologia sea correctamente aplicada, los resultados obtenidos podrian
resultar cuestionables. Por lo tanto, considero que el método filogenético es
indudablemente apto para enfrentar ciertas cuestiones, pero evidentemente, al
igual que con cualquier otra metodologia para la identificacion de HGT, sus
desventajas le impiden ser la mejor opcion para enfrentar otros casos.

Parece ser que la consideracion mas importante en la deteccion e identificacion
de genes xenodlogos y que aplica a todas las metodologias de andlisis, es que
la confiabilidad del resultado depende mucho de la correcta seleccion de la
metodologia mas adecuada para resolver el problema al que nos estamos
enfrentando (Becq et al 2010). El método filogenético no resulta universalmente
infalible para resolver esta cuestion.

Es igualmente importante resaltar los problemas que existen con la informacion
dentro de las bases de datos, que a pesar de ser cuantiosa, no resulta ser
adecuada para llevar a cabo estudios filogenéticos, por lo que, en la actualidad,
un paso importante en la realizacion de cualquier trabajo es categorizar la
informacion con la que se cuenta de acuerdo al tipo de estudio que se llevara a
cabo (Poptsova y Gogarten, 2007). Las limitaciones que encontramos en el
método para poder identificar a aquellas filogenias incongruentes que
posiblemente reflejen una transferencia horizontal siempre estuvieron basadas
en la dificultad para encontrar informacién confiable para analizar, asi la falta
de otus para comparar y la ausencia de secuencias ortélogas; o en su defecto,
la dificultad para diferenciar éstas de las paralogas, son dos de los problemas
mas grandes que se enfrentan (y que son intrinsecos a las bases de datos de
donde se obtiene informacion y no al método en si) para la construccion de
filogenias.

A pesar de los muchos acercamientos metodologicos que se han desarrollado
y que tienen por objetivo ser la herramienta de identificacion de genes
xenologos mas eficaz; durante la realizacion de este trabajo, me he dado
cuenta de que la HGT, al ser un fendmeno multifactorial, se puede abordar de
mejor manera cuando se combinan distintas herramientas bioinformaticas que
permitan enfrentar el problema desde distintos angulos. Sdlo asi resulta factible
determinar con la mayor precision posible el papel de la transferencia horizontal
de genes en la evolucién de los organismos.
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Es por esto que la HGT es un fenOmeno de gran importancia, sumamente
complejo, no trivial y que esta lejos de comprenderse.

Desde antes de que se conocieran las implicaciones de la HGT en la evolucion,
habian dudas respecto a que el efecto acumulativo de mutaciones puntuales
simples bastaba para dar explicacion al surgimiento de adaptaciones complejas
(Goldschmidt, 1960). Recientemente, algunos autores han criticado a la
Biologia Evolutiva por no incorporar en la teoria general, mecanismos que
generan diversidad e innovacion genética sobre los que la evolucion puede
actuar y que podrian representar alternativas para la resolucion de las
cuestiones tedricas y practicas que la Teoria Evolutiva Clasica no contempla ni
resuelve (Feder, 2007).

La Transferencia Horizontal de Genes no pretende sustituir la vision clasica de
la Evolucion, que considera que las mutaciones benéficas fijadas y transferidas
verticalmente en las poblaciones son el mecanismo primordial para generar
innovacion genética y Evolucion. Simplemente, necesita reconocerse que
aunque la fijacion de mutaciones puntuales y la frecuencia de la HGT son
fendbmenos distintos que varian en la influencia que manifiestan a lo largo del
“Arbol de la Vida®, sin duda alguna son fuerzas complementarias y no
excluyentes (Brown, 2003).

La HGT, como parte del proceso evolutivo, es un concepto que requiere
atencion y su adecuada incorporacion a la teoria evolutiva, y hasta que estas
ideas y fendmenos dejen de considerarse como eventos aislados durante el
curso de la Evolucion y sean finalmente abordadas con el peso y el interés que
en realidad se necesita, la teoria evolutiva estara incompleta (Feder, 2007).
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