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RESUMEN

Todos los organismos cuentan con la capacidad para adaptarse a cambios en su medio,
dichos cambios van desde la disposicidn de nutrientes hasta parametros fisiolégicos como
presion osmatica y temperatura. Particularmente las bacterias, ante una disminucion
drastica de la temperatura, cuentan con diversas estrategias para enfrentar este cambio,
entre éstas se encuentran unas proteinas denominadas proteinas cold shock (CSPs). Las
CSPs tienen una estructura general de barril § plegado compuesto de 5 cadenas 3
antiparalelas y funcionan como chaperonas de RNAs lo que hace que estén presentes en
practicamente todos los pasos de la expresion genética incluyendo la transcripcion y la
traduccion. Se han encontrado secuencias similares a las de las CSPs de bacterias en
proteinas de Archaeas y Eucariones a lo que se le denomina el dominio cold shock (CSD).
En este trabajo se pretende resaltar la importancia adaptativa y evolutiva de las proteinas
cold shock y del dominio cold shock, por lo que se realizé una busqueda bibliografica y
bioinformatica extensa empleando las bases de datos que existen en la actualidad, se
construyd una base de datos con secuencias de CSPs de bacterias, archaeas y eucariontes,
se construyo una filogenia molecular utilizando secuencias de los dominios Bacteria,
Archaea y Eucaria con herramientas bioinformaticas actualizadas, se obtuvo el nimero de
parélogos de las 9 proteinas CSPs de E. coli en los genomas completos de bacterias
psicrofilas y psicrotolerantes. Se obtuvo una base de datos con 240 secuencias, de las cuales
153 secuencias pertenecen a bacterias, 57 a eucariontes y 30 a archaeas. Se construy6 una
filogenia molecular en la cual se pudo observar una clara separacion por phylla entre las
secuencias de los tres dominios y en menor grado un agrupamiento por tipo de proteina. Se
obtuvo el nimero de paralogos de las 9 proteinas CSPs de E. coli en los genomas
completos de bacterias psicrofilas y psicrotolerantes. Se pudo concluir que las proteinas
CSPs y el dominio CSD se encuentran altamente conservados en los 3 dominios de la vida
y derivado a este analisis bibliografico y bioinformatico proponemos que el dominio CSD
es muy importante en el mecanismo de unién al RNA 'y que las proteinas CSPs son de suma
importancia para la adaptacion al frio de las bacterias aun si son psicrofilas y

psicrotolerantes.
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INTRODUCCION

Los proyectos de secuenciacién genémica en los diversos organismos que habitan el
planeta han generado que se tenga un amplio repertorio de proteinas conocidas. El analisis
de estos datos no s6lo nos ha ayudado en el entendimiento de los procesos por los cuales se
forman nuevas proteinas sino también a trazar la relacion evolutiva de éstas (Chothia &
Gough, 2009). Las proteinas pueden estar formadas por 1, 2 0 mas dominios (término
empleado como unidad estructural y evolutiva). Los dominios cuyos miembros descienden
de un ancestro en comun se pueden agrupar en familias o superfamilias (Chothia & Gough,
2009).

El dominio cold shock (CSD) se ha encontrado en proteinas de bacterias, archaeas y
eucariontes, el cual consiste en un barril § plegado compuesto de 5 cadenas  antiparalelas
y sirve para facilitar la union a &cidos nucleicos (Mihailovich et al., 2010). El primer
dominio cold shock (CSD) se encontré en las proteinas cold shock (CSPs) de bacterias
(Mihailovich et al., 2010). Varios miembros de esta familia de proteinas son importantes
para la adaptacion de las bacterias ante una disminucion drastica de la temperatura, asi
como en condiciones normales de crecimiento (Ermolenko & Makhatadze, 2002;
Graumann & Marahiel, 1998; Horn et al., 2007). Las CSPs de bacterias se unen a acidos
nucleicos de cadena simple y funcionan como chaperonas de RNAs lo que hace que estén
presentes en practicamente todos los pasos de la expresion genética incluyendo la

transcripcion, la traduccion y la entrega de RNAs (Mihailovich et al., 2010).

Desde el descubrimiento de las proteinas CSPs, el dominio cold shock (CSD) se ha
encontrado en un gran numero de proteinas de bacterias, eucariontes y también en archaeas,
aunque en menor numero, por lo que en el presente trabajo se pretende enfatizar la
importancia del dominio cold shock y de las proteinas CSPs asi como de su importancia

evolutiva.



ANTECEDENTES

Bajas temperaturas y los organismos

Todos los organismos cuentan con la capacidad para adaptarse a cambios en su
medio, desde cambios en la disposicion de nutrientes hasta parametros fisioldgicos como
presion osmatica y temperatura. La temperatura ambiental es un factor limitante para los
organismaos, tanto en su distribucion como en sus actividades (Horn et al., 2007). Ante una
rapida disminucién de la temperatura los parametros fisicoquimicos de las células
procariontes y eucariontes se ven sometidos a un estrés, por lo que hay cambios en la
fluidez de la membrana, la cinética enzimatica, la topologia, la difusion de solutos y
transporte, modificacion en la estructura del DNA/RNA, en la transcripcion y traduccion de
genes y el bloqueo de la funcién ribosomal (Morita, 1975; Phadtare, 2004; Thieringer,
Jones, & Inouye, 1998).

En el caso de los animales cuando sufren congelacion, el fluido extracelular tiende a
congelarse primero, provocando que la concentracion de solutos aumente, ocasionando la
expulsion del agua intracelular, llegando a un punto en que la concentracion intracelular es
tan alta, que los procesos vitales se alteran.(Fanjul & Hiriart, 2008). En cambio, los
organismos unicelulares sélo pueden responder de forma directa al cambio de temperatura
(Horn et al., 2007); para responder a estas condiciones nuevas, las bacterias cambian su
expresion genética (Graumann & Marahiel, 1996) deteniendo su crecimiento y
proliferacion, ademas hay cambios en la expresidn de proteinas (Jones, Bogelen, &
Neidhardt, 1987).



Respuesta al choque frio en bacterias

La fase inicial de la respuesta a un choque frio es decir, cuando la temperatura baja
rapidamente, de 37 °C a 15 °C, es llamada fase de aclimatacién (Jones et al., 1987), ésta se
caracteriza por tener altos niveles de sintesis de proteinas CIPs, por sus siglas en inglés
(cold induced proteins) (Fig. 1), como son NusA, la PNPasa, la RNasa R, RecA, los
factores de iniciacion IF1,1F2 e IF3, la DNA girasa y la helicasa Csd, entre otras (Chen &
Deutscher, 2005; Giuliodori, 2004; Graumann & Marahiel, 1996; Jones et al., 1987; Xia,
Ke, & Inouye, 2001), las cuales se acumulan durante el choque frio. Durante la fase de
aclimatacion de E. coli se sobreexpresan 24 proteinas de las cuales 14 se expresan de forma
transitoria (Graumman & Marahiel, 1996). Del grupo de proteinas CIPs se deriva un
subgrupo, la familia de proteinas cold shock (CSPs). Al final de la fase de aclimatacion la
sintesis de CIPs, entre ellas las CSPs, disminuye hasta niveles constantes y la produccion
de proteinas de estructura se retoma, entrando en la fase de crecimiento en frio (Horn et al.,
2007).

cold shock

physiological growth ' acclimation ' cold adapted growth

protein synthesis

CIP

time
Fig. 1. Esquema de expresion de proteinas después de un choque frio. Muestra como la expresion de CIPs
aumenta durante el choque frio mientras que el de las otras proteinas disminuye. Después, la expresion de
CIPs declina y la de las otras proteinas se reactiva, empezando el periodo de adaptacion al frio (tomado de
Horn et al., 2007).



Proteinas cold shock (CSPs)

La primer CSP fué identificada en 1987 (Jones et al., 1987), codificada por uno de
los genes del “cold-shock stimulon” en Escherichia coli. Desde entonces, se han
identificado CSP en casi todas las bacterias psicrofilas, mesoéfilas, termofilas e
hipertermofilas estudiadas, incluyendo Thermotoga (Perl et al., 1998) y Aquifex (Deckert et
al., 1998), siendo Helicobacter pylori y Mycoplasma genitalium las Gnicas 2 en las que no
se ha encontrado alguna CSP (Graumann & Marahiel, 1996). A pesar de esto, la mayoria de
los trabajos se han realizado con las proteinas CSP de Escherichia coli y inicamente los
trabajos de Yamanaka, (1999) y Graumann & Marahiel, (1998) contienen informacién de la

evolucion de la familias de las proteinas CSP de esta bacteria.

Estructura de las CSPs

Es una familia altamente conservada de proteinas pequefias de bajo peso molecular,
aproximadamente de 7.4 KDa (Lim, Thomas, & Cavicchioli, 2000; Perl et al., 1998), y
constan de un barril constituido por 5 cadenas B plegadas anti-paralelas (B1-p5) (Fig.2), 2
de estas cadenas (B2 y B3 a partir del extremo N-terminal) incluyen 2 motivos altamente
conservados denominados con las siglas RNP1 (cadena 2, secuencia consenso
KGYGFIEV) y RNP2 (B3, secuencia consenso VFVHF)(Fig.2), las cuales forman el
dominio tipico conocido como “dominio de choque frio” (CSD, por sus siglas en ingles
cold-shock domain) (Max el al., 2007; Murata & Los, 1997; Weber & Marahiel, 2002)
(Fig. 2). Los residuos arométicos presentes en ambos motivos son esenciales para mediar la
interaccion con moléculas de RNA de cadena simple, que en condiciones de baja
temperatura, estabilizan sus estructuras secundarias para que interactten con el ribosoma de
forma habitual, como los mRNA codificantes para las CIPs (entre ellas las propias CSPs)
(Max et al., 2007). Se ha demostrado que las CSPs también se unen a moléculas de DNA
de cadena simple con mayor afinidad que con las moléculas de RNA (Weber et al., 2001).

Esta propiedad de unirse con alta afinidad a acidos nucleicos permite un amplio espectro de



interacciones a las proteinas de esta familia, cuyos miembros poseen diversos niveles de

afinidad de unidn y especificidad de secuencia (Vigh, Maresca, & Harwood, 1998).

A
B-1 B-2 B-3 p—4 B-5
MSGKMTGIVKWFNADKGFGF ITPDDGSKDVFVHFSATIQNDGYKSLDEGQKVSFTIESGAKGPAAGNVTSL
RNP1 RNP2

Fig. 2. Secuencia primaria y estructura terciaria de la CSPA.

A. Secuencia primaria de aminoacidos de la CSP. Las cadenas B1, B2, B3, B4 y BS se encuentran indicadas
con una linea en la parte superior de la secuencia y los motivos RNP1 Y RNP2 estan dentro de las cajas.

B. Estructura terciaria de CSPA. Los residuos aromaticos se encuentran coloreados de amarillo (tomado de K

Yamanaka, Fang, & Inouye, 1998)

Miembros de la familia de CSPs

Las proteinas cold shock (CSPs) se encuentran ampliamente distribuidas en las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas las cuales presentan una identidad mayor al
45% (Graumann et al., 1997); a pesar de esto, los principales estudios se han realizado en
las proteinas CSPs de E. coli debido a que se identificaron por primera vez en este

organismo.
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Escherichia coli posee una familia de proteinas CSPs, constituida por nueve
miembros, a los cuales se les ha nombrado de forma alfabética desde la CSPA a la CSPI.
Dichas proteinas comparten de 29 a 83% de similitud (Fig. 3 B) (Goldstein, Pollitt, &
Inouye, 1990; Lee et al., 1994; Nakashima et al., 1996; Phadtare & Severinov, 2009;
Phadtare et al., 2009; Yamanaka et al., 1998) y los genes csp correspondientes a cada
proteina son duplicaciones del gen cspA y poseen funciones muy similares (Fig 3. A) (Bae,
Jones, & Inouye, 1997).

Estas proteinas se agrupan en dos tipos: las de clase | y las de clase Il. Las de la
clase | son proteinas que se expresan poco a 37 °C pero su tasa de expresion aumenta
drasticamente cuando baja la temperatura (CSPA, CSPB, CSPG y CSPI) (Phadtare &
Severinov, 2009). Las de la clase 1l son proteinas que estan presentes a 37 °C y que no son
funcionales a 15 °C e incluyen a CSPC, CSPD, CSPE, CSPFy CSPH

Las CSPE y CSPC se han visto involucradas en la regulacién de la transcripcion y la
condensacion de los cromosomas (Hu et al., 1996; Yamanaka et al., 1994). También se
encontr6 que CSPE presenta una actividad similar a CSPA en cuanto a la desnaturalizacion
de &cidos nucleicos (Phadtare & Severinov, 2005). La CSPD se induce en condiciones de
estrés nutricional (Yamanaka & Inouye, 1997).CSPA, CSPB, CSPG y CSPI son
mayormente producidas en un choque frio (Lee et al., 1994; Nakashima et al., 1996; Wang,
Yamanaka, & Inouye, 1999), mientras que la funcién de CSPF y CSPH es desconocida

hasta el momento (Yamanaka et al., 1998) y nadie ha trabajado con éstas hasta la fecha.

Ya que presentan funciones muy similares se puede pensar que las CSPs tienen una
actividad redundante, y estudios de mutagénesis muestran que el fenotipo de sensibilidad al
frio Unicamente se obtiene por la inactivacion genética simultanea de cspA, cspB, cspG y
cspl. De modo interesante, este fenotipo se revierte por la expresion en trans de un
homologo estructural de CSPA, el dominio de unién al RNA S1, que estd ampliamente

distribuido en distintas proteinas de diversos organismos (Xia et al., 2001).
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De forma similar Bacillus subtilis posee una familia de proteinas CSPA-like
formada por 3 proteinas homologas a las CSPs de E. coli (CSPB, CSPC y CSPD)
(Graumann et al., 1996), las cuales son esenciales para el crecimiento a temperatura éptima
asi como para la adaptacion a bajas temperaturas y sobrevivencia durante la fase
estacionaria de esta bacteria (Graumann et al., 1997). Las proteinas CSPB y CSPD
incrementan su expresion ante el descenso de la temperatura mientras que la CSPC
muestra un patron de expresion asociado exclusivamente a bajas temperaturas (Schindler et
al., 1999). Las CSPs de B. subtilis muestran entre un 72% y 80% de similitud entre si, y son
de hecho capaces de complementarse unas a otras (Schindler et al., 1999); estudios
muestran que la presencia de al menos una de las CSP es esencial para la supervivencia de

esta bacteria, incluso bajo condiciones optimas de crecimiento (Weber & Marahiel, 2002).

A nivel de amino&cidos, CSPA tiene una identidad de 43% con otro dominio de
choque frio (CSD) encontrado en la familia de proteinas eucariontes Y-box (Jiang, Hou, &
Inouye, 1997). Esta familia de proteinas participa en el silenciamiento traduccional de los
MRNAs maternos y se ha demostrado que el dominio CSD es el responsable de la actividad
de unidn a &cidos nucleicos (Bouvet, Matsumoto, & Wolffe, 1995). Lo anterior sugiere que
estos dominios estructurales juegan un papel importante en el metabolismo del RNA y su

traduccion, y que probablemente estén relacionados evolutivamente (Xia et al., 2001).
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B4 p5 aa | pI
IQNDGYKSLDBGQK;SPTIESGAKGPMG’NVTBL 70 | 5.53
...... N.RT.F.....T.8....c00c...A..IITD 71 7.57
e« GN.F.T.A...N.E.E.QD.Q..... V...AI 69 7.59
.Y.T..M...RT.KA..S.Q.DVHQ.P. .NH.SVIVPVEVEAAVA| 74 5.81
+es.TN.F.T.A...R.E.E.TN.....S.A..TA. 69 | 9.36
.V]. .LNLRDAEEITT.LR.E.CRIN.LR..S.A..YLS 70 9.91
IT.L.SNEFRT.N.N...E.S..Q.QR....A..VT. 70 [ 5.59
.3|. .FTPRDAEV.IP.LR.E.CRVN.LR..T.A..YLS 70 | 10.72
«+++-SNDF.T.T.N.E.E.G..N.P.....VH.VAL 70 6.09

B CspA CspB CspC CspD CspE CspF CspG CspH Cspl
CspA 84% 79% 64% 81% 61% 84% 57% 79%
CspB 80% 74% 63% 77% 62% 84% 63% B1%
CspC 69% 64% 70% 91% 59% 80% 62% 83% 5
CspD | 49% 50% 49% 74% 46% 66% 46% 66% %
CspE | 70% 69% 83% 51% 59% 79% 60% 79% z
CspF | 44% 43% 40% 29% 46% 61% 87% 60% E
CspG | 73% 77% 67% 44% 67% 44% 59% 90%
CspH | 47% 47% 43% 30% 49% 77% 47% 59%
CspI | 70% 70% 71% 47% 73% 46% 79% 47%

Identity

Fig 3. Familia de proteinas CSPs en E.coli. A) Alineamiento de las secuencias de CSPA, CSPB, CSPC,
CSPD, CSPE, CSPF, CSPG, CSPH, CSPI. Dentro de los cuadros estan los motivos RNP1 y RNP2 y las
cadenas f1-B5 estan indicadas con lineas en la parte superior. B) Similitud e identidad entre los miembros de
la familia de proteinas CSPs comparadas contra la secuencia de 70 residuos de CSPA (tomado de Yamanaka
et al., 1998).

Respuesta de las CSPs al choque frio

En E. coli son cuatro las CSPs principales que se expresan en un choque frio,
CSPA, CSPB, CSPG y CSPI (Phadtare & Severinov, 2005), siendo la mas abundante la
CSPA, la cual alcanza niveles superiores al 13% del total de proteinas sintetizadas. CSPA
es una proteina citoplasmatica con un peso de 7.4 KDa (Goldstein et al., 1990; Jones et al.,
1987), esta proteina es mas abundante en el choque frio pero también se encuentra presente

durante el crecimiento exponencial a 37 °C con una concentracion aproximada de 50 uM.

13



También los genes de CSPA se encuentran altamente transcritos pero el mMRNA no se
traduce efectivamente (Bae et al., 1997; Mitta, Fang, & Inouye, 1997), ademas su tiempo
de vida es mucho menor (5 segundos), a diferencia de cuando se encuentra en un choque
frio que el MRNA es altamente estable y su tiempo de vida es de 12 segundos, esto provoca
que la concentracion de CSPA aumente a aproximadamente a 100 uM (Brandi, Spurio,
Gualerzi, & Pon, 1999). Adicionalmente consta de un 5"-UTR, que es inusualmente larga,
de 159 pb, y que tiene una secuencia altamente conservada, llamada cold-box, lo que le
facilita su transcripcion en estas condiciones en comparacion a los otros mMRNAs celulares
(Bae et al., 1997; Jiang et al., 1997; Mitta et al., 1997). CSPA acta como chaperona de
RNAs, cuando la proteina llega a una concentracidn 6ptima se une cooperativamente a la
estructura del RNA, desnaturalizandolo y facilitando su traduccion o procesamiento post-

transcripcional (Jiang et al., 1997).

Regulacion de la expresion del gen cspA

El gen cspA tiene un promotor que se activa tanto a 37 °C como a 15 °C (Fang et
al., 1997; Goldenberg et al., 1997; Mitta et al., 1997), y esta equipado con dos secuencias
caracteristicas del gen. La primera es una secuencia rica en AT ubicada inmediatamente a
la regidn -35 rio arriba, esta secuencia se llama elemento “UP” (Fig. 4), la cual es
reconocida directamente por la subunidad o de la RNA polimerasa (Goldenberg et al.,
1997; Mitta et al., 1997), lo que le confiere una actividad fuerte de transcripcion (Ross et
al., 1993). La segunda es una secuencia TGn situada rio arriba inmediato a la regién -10,
esta secuencia, junto con la regién -10 constituye lo que se llama la region -10 extendida
(Kumar et al., 1993) (Fig. 4). Esta dos secuencias son las responsables de que el gen cspA
cuente con una actividad tanto a 37 °C como a 15 °C (Yamanaka, 1999), y se encuentran
presentes en los genes cspB, cspG y cspl los cuales también se activan en un choque frio
(Wang et al., 1999).

14



Sin embargo, es importante tener en cuenta que el MRNA de los genes cspA, cspB,
cspG y cspl tiene una region 5°-UTR (Untranslated, higly conserved region) inusualmente
larga, de 159, 161, 156 y 145 bases respectivamente (Tanabe et al., 1992; Wang et al.,
1999) (Fig. 4) y que es extremadamente inestable a 37 °C, teniendo una vida media de
aproximadamente 12 segundos (Brandi et al., 1996; Fang et al., 1997; Goldenberg, Azar, &
Oppenheim, 1996). Una vez que se presenta el choque frio el MRNA se torna estable,
teniendo ahora una vida media de aproximadamente 20 minutos. Esta inestabilidad se ha
visto que es provocada por la presencia de un sitio de reconocimiento a enzimas de
restriccion RNasas E putativas, situado rio arriba junto a la secuencia SD (Fang et al.,
1997). Estas enzimas presentan la misma actividad catalitica a 37 °C como a 15 °C pero el
MRNA a 15 °C forma estructuras secundarias que evitan la union de estas enzimas
(Hankins et al., 2007). Sin embargo el mecanismo exacto por el cual el mMRNA se estabiliza
no se conoce aun (Yamanaka, 1999).

La 5° UTR cuenta también con una secuencia unica altamente conservada en los
genes de choque frio (cspA, cspB, cspG y cspl) llamada cold box, de 11 pares de bases
(Bae et al., 1997) (Fig. 4), la cual forma una estructura estable “stem-loop” (Jiang, Fang, &
Inouye, 1996) y esta involucrada en la represion del gen cspA (Bae et al., 1997; Fang et al.,
1997).

La expresion del gen cspA también es regulada a nivel de su traduccién (Phadtare,
Alsina, & Inouye, 1999). EI mRNA contiene un sitio de unién al ribosoma llamado
Downstream Box (DB) (Lee et al., 1994), de 14 pares de bases localizada rio abajo del
coddn de inicio (Etchegaray & Inouye, 1999; Mitta et al., 1997) (Fig. 4). Esta secuencia DB
es complementaria a la region llamada secuencia anti-DB de la subunidad 16S del rRNA,
este complejo es responsable de la iniciacion de la traduccién de proteinas CSPA
(Sprengart, Fuchs, & Porter, 1996). Se ha comprobado que la DB es esencial para la
traduccion de proteinas del choque frio durante la fase de aclimatacion mientras que la
traduccion de las otras proteinas estan bloqueadas (Etchegaray & Inouye, 1999; Mitta et al.,
1997), ademas de que esta secuencia también se encuentra presente en otros genes

inducidos en choque frio de clase I (cspB, cspG y cspl) (Mitta et al., 1997).
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Se ha propuesto que los ribosomas actiian como sensores fisioldgicos del estrés ante
un choque frio (VanBogelen & Neidhardt, 1990), cuando se presenta un choque frio se
bloquea la traduccién de proteinas. Después de la fase de aclimatacion las proteinas del
choque frio transforman a los ribosomas no adaptados al frio en ribosomas adaptados al
frio, los cuales ahora pueden traducir mRNAS para proteinas que no sean de choque frio
(Bae et al., 1997; Jones & Inouye, 1996), por lo anterior, se puede decir que la traduccion

es la clave de la adaptacion a las bajas temperaturas (Yamanaka, 1999).

UP element -35 extended -10 +1
CSpA ATA' TAATTGITGCATCACCCGCCAATGCATGA
cspB ..G.(T.......ACA.... T.. .TAT.TTC.ACTA
cspG [ac]cle RPN T....T.A.T.TCAATTAT.A
cspIl . veesGLL L CQ. . . .TATGGGT.GTT.AT.
/
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’
' -
] " =
5 -
s e
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1 .
i Promoter | > 5.UTR OR¥F  3'-UTR
T T L J
I 1
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/ \
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/ \
cspA QGGTTTGACGTACAGAC
cspB dewieanad Rehioeiaie's 2
7 - S . ARG o vees
cspI L PNETRT TTAC.A.TTT,
cold box

Fig. 4. Comparacion de las secuencias de los genes de cspA, cspB, cspG y cspl. Las estructuras
caracteristicas (UP element, region -35, region -10 y cold box) del gen cspA y para la transcripcién (Shine-
Dalgarno, codén de inicio y Downstream Box), se encuentran dentro de las cajas (tomado de Yamanaka,
1999).
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Reinicio del crecimiento después del choque frio

A la fecha se han descrito dos eventos de regulacion post-transcripcional
fundamentales para el reinicio del crecimiento celular después del choque frio, que son la
degradacién de los MRNAs de las CSPs mediante la helicasa CsdA (Khemici et al., 2004) y
la regulacion de los niveles de la RNasa R. Estudios en Y. enterocolitica, B. subtilis y E.
coli muestran que la actividad fosforolitica, principalmente de la PNPasa (RNasa de la
familia de la RNasa PH, que es dependiente de fosfato y que forma parte del degradosoma
de RNA), se induce y es esencial para el crecimiento 6ptimo a bajas temperaturas (Goverde
et al., 1998; Yamanaka & Inouye, 2001; Zhou & Deutscher, 1997). El crecimiento celular
solamente se restablece cuando el MRNA de CSPA es degradado, independientemente de la
acumulacion de las chaperonas de RNA en la célula, y se ha descrito que la PNPasa
interviene en la degradacion especifica del transcrito cspA (Neuhaus, Rapposch, Francis, &
Scherer, 2000; Yamanaka & Inouye, 2001). A pesar de haberse identificado un
degradosoma especializado para choque frio (Prud’homme-Geénéreux et al., 2004), se ha
encontrado que esta actividad especifica se realiza por via independiente del degradosoma
(Yamanaka & Inouye, 2001). En las mutantes nulas de PNPasa se acumula el transcrito
cspA, y dada su traduccion preferente en frio, los ribosomas son secuestrados y la
traduccion del mRNA celular se inhibe, abatiendo el crecimiento bacteriano (Jiang et al.,
1996). Por otro lado, se ha observado que durante el choque frio en cepas de E. coli
mutantes nulas de PNPasa, hay una degradacion permanente del rRNA 23S, lo que genera
ribosomas defectuosos que no presentan un ensamblaje adecuado (Zhou & Deutscher,
1997). Por todo esto, resulta evidente que la degradacion fosforolitica es fundamental para
el crecimiento celular a bajas temperaturas. Considerando la amplia distribucién de la
PNPasa (Bermudez et al., 2005), asi como la ventaja energética de la fosforolisis del RNA
respecto a la hidrolisis (Deutscher & Reuven, 1991), es posible que este mecanismo se
encuentre altamente conservado en el arbol de la vida como un elemento de adaptacion a

bajas temperaturas.
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Dominio Cold Shock

El dominio Cold Shock (CSD) es un dominio ancestral que se ha encontrado en
varias proteinas de los tres dominios del arbol de la vida, y probablemente estuvo presente
al comienzo de la evolucidn de la célula, hace 3.5 billones de afios ( Graumann & Marahiel,
1998). EI dominio conserva la estructura de barril  plegable, descrita en las proteinas CSPs
de las bacterias, a través de los distintos organismos y las funciones de las proteinas en las
que se encuentra contenido (Mihailovich et al., 2010) (fig. 5). Su funcidn particular es, en
la mayoria de los casos, de regulacion post-transcripcional de genes a través de la union a

acidos nucleicos (Mihailovich et al., 2010).

Dominio Cold Shock en eucariontes

La lista de proteinas que contienen el dominio CSD o CSD like en eucariontes ha
aumentado con el tiempo; dicha lista contiene proteinas que estan implicadas en varios
procesos relacionados con el metabolismo del RNA, esta diversidad funcional esta
proporcionada en parte por la combinacion del dominio CSD con muchos otros dominios
funcionales, asi como por la alta gama de secuencias que son reconocidas por este dominio
y su afinidad de reconocimiento, lo que le proporciona a éste un amplio repertorio de RNAs
diana (Mihailovich et al., 2010). A continuacién se describiran algunas de las proteinas que

contienen el dominio CSD:

Familia Y-box

La familia Y-box se encuentra en vertebrados e invertebrados y estd compuesta por
las proteinas denominadas DBPA (DNA blinding protein A, también conocida como
CSDA), DbpB (comunmente conocida como factor de unién Y-box-1, YB-1) y DBPC
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(frog germ-cell-specific o Y-box protein 2, FRGY?2). Se ha demostrado que DBPA reprime
la transcripcion de varios genes, en ocasiones en conjunto con DbpB o YB-1 (Coles et al.,
1996). YB-1 es un componente principal del mensajero citoplasmatico de
ribonucleoproteinas (MRNPS), tiene funciones en el splicing (empalme) del pre-mRNA, en
la estabilidad del MRNA y en la traduccion de estas proteinas (Matsumoto & Wolffe,
1998). YB-1 contiene un Gnico dominio CSD (Fig. 5) con preferencia por la union a
secuencias ricas en pirimidinas de una sola hebra (Kloks et al., 2002). El dominio CSD es
necesario para la importacion nuclear de la proteina, asi como su reconocimiento, pero no

parece tener otras funciones para la proteina (Jurchott et al., 2003).

La proteina YB-1 puede estimular o reprimir la traduccién, dependiendo de su
cantidad con respecto al RNA diana. Cuando existe una relacion baja entre YB-1y el
mMRNA, YB-1 promueve la iniciacion de la traduccion, mientras que un aumento de esta
relacion inhibe fuertemente la traduccién (Evdokimova et al., 1998; Pisarev et al., 2002),

relacion parecida a la de las CSP en bacterias.

La proteina FRGY-2 es también un componente importante de RNPs almacenadas
en oocitos del genero Xenopus. FRGY -2 empaqueta el mMRNA en RNPs compactos que
provocan la represion de la traduccién y la estabilizacion del mMRNA (Bouvet & Wolffe,
1994; Matsumoto et al., 2003). Sin embargo el dominio CSD no se requiere para la
represion de traduccion (Matsumoto, Meric, & Wolffe, 1996), pero es necesario para el

reconocimiento del RNA (Bouvet et al., 1995).

Estas proteinas desempefian papeles similares a las proteinas CSPs de las bacterias.

Proteina Lin 28

La proteina Lin 28 (abnormal cell lineage 28) es una proteina citoplasmatica
pequefia (~ 28 kDa) la cual posee un dominio CSD (Fig. 5) y dos dedos de Zinc (CCHC)
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los cuales cooperan con el dominio CSD para el reconocimiento de los acidos nucleicos
(RNA) diana (Moss & Tang, 2003). Esta proteina se encuentra conservada en géneros
como Drosophila, Xenopus, raton y humano (Mihailovich et al., 2010). Lin 28 regula el
metabolismo de micro-RNAs (miRNA). Los miRNA son RNAS pequefios de
aproximadamente 22 nucle6tidos, que regulan la expresion genética mediante la
hibridacion a sitios que por lo general estan ubicados en el extremo 3’ del UTR de los
RNAs diana. La interaccion entre Lin 28 y los miRNAs es critica para el desarrollo, la

diferenciacion y la progresion del cancer (Nimmo & Slack, 2009).

Proteina UNR

El gen unr es esencial, estudios demuestran que los ratones que carecen de éste
mueren a los 10 dias del desarrollo embrionario (Doniger et al., 1992), y se encuentra
ubicado aproximadamente 150 pb rio arriba del locus N-ras en multiples especies (Jeffers,
Paciucci, & Pellicer, 1990). La proteina del gen unr (proteina UNR) se expresa de forma
ubicua y se encuentra principalmente en el citoplasma, ya sea en forma soluble o asociada a
las membranas, en particular al reticulo endoplasmico (Jacquemin-Sablon et al., 1994).
También se ha encontrado en el ncleo aunque en pequefias proporciones, sin embargo el

papel de la UNR en éste sigue siendo poco clara (Ferrer et al., 1999; Patalano et al., 2009).

La proteina UNR es Unica entre las proteinas eucariontes que contienen el dominio
CSD ya que contiene cinco copias de este dominio (Doniger et al., 1992) (Fig. 5). La
proteina UNR tiene un alto grado de conservacion entre los eucariontes, solo esta ausente
en C. elegans. Lo anterior muestra que la tasa de conservacion del dominio CSD,
especialmente de CSD1, es mas alta con respecto a la proteina CSP bacteriana (Mihailovich
et al., 2010).

Los CSDs de la proteina UNR presentan una funcion tanto en la proteina como en el
acido nucleico al que se une la proteina. Ademas UNR muestra preferencia por DNA de
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una sola cadena (ssDNA)y RNA (Ferrer et al., 1999; Jacquemin-Sablon et al., 1994). Esta
proteina ha sido encontrada en los complejos que intervienen en la regulacion de la
traduccion y la estabilidad del mRNA. En la traduccion, la UNR se comporta como un
factor IRES trans-actin (ITAF), que regula la actividad de varios IRES virales y celulares
(Brown & Jackson, 2004). También se ha propuesto que funciona como una chaperona de
RNA, pero no esta claro si la UNR permanece unida al RNA o puede disociarse de él como
lo hacen normalmente las otras proteinas chaperonas (Evans et al., 2003; Hunt et al., 1999;
Mitchell et al., 2003).

Proteina glycine- rich

El dominio CSD se encuentra ampliamente extendido entre las plantas, incluyendo
las monocotiledoneas y dicotiledoneas (Karlson & Imai, 2003). Este dominio se encuentra
asociado a una gran region rica en glicina intercalada con dedos de zinc (CCHC) en el
extremo c-terminal (Karlson et al., 2002), esta estructura es muy parecida a la de la proteina
Lin-28 (Sasaki & Imai, 2011) (Fig. 5). La proteina rica en glicina puede tener de2a7
dedos de zinc (CCHC) dependiendo de la especie, las monocotileddneas contienen por lo
general 2 0 4, mientras que las dicotileddneas contiene 1, 2, 4,5 07 de estos dedos de zinc
(CCHCQC). Las regiones ricas en glicina y los dedos de zinc (CCHC) probablemente estan
implicadas en la union de acidos nucleicos y a la unién de otras proteinas (Karlson et al.,
2002; Nakaminami, Karlson, & Imai, 2006; Sasaki, Kim, & Imai, 2007) ya que las diversas

combinaciones son necesarias para dichos procesos (Sasaki & Imai, 2011).

Mientras que se han realizado considerables investigaciones de la funcion del
dominio CSD en proteinas de bacterias y animales, se sabe poco de sus funciones en
plantas. La primera proteina caracterizada en plantas que poseia el dominio fue WCSP1 del
trigo (Karlson et al., 2002). Esta proteina esta compuesta por el dominio CSD y por una
region rica en glicina intercalada con tres dedos de zinc (CCHC). Su mRNA se encuentra
regulado por una respuesta al frio y la proteina se acumula considerablemente en el tejido
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de la corona durante la aclimatacion al frio prolongado, ademas de que sus niveles de
transcripcion no son modulados por otras tensiones ambientales como la concentracion de
sal, la sequia y el calor, o tratamiento con acido abscisico (Karlson et al., 2002;
Nakaminami et al., 2005, 2006). Se cree que la funcion de la proteina WCSP1 es especifica
a la adaptacion al frio en plantas (Sasaki & Imai, 2011). También se ha demostrado que
mutantes de CSP de E. coli con WCSP1 complementan el fenotipo sensible al frio de esta
bacteria (Nakaminami et al., 2006); esto dltimo y el hecho de que la proteina WCSP1se una
al DNA 'y al RNA (Karlson et al., 2002) sugiere que la WCSP1 comparte una funcion
conservada con la CSPA de E. coli y esta implicada en la regulacién de la aclimatacion al
frio (Sasaki & Imai, 2011).

Eubacteria
CSD Cold-shock proteins (~7.5 kDa)
Regulators, RNA-chaperones (?)
Eukaryotes BA islands

Y-box proteins (29-35 kDa)
Regulators of translation/transcription

Lin28 proteins (~25 kDa)
Regulators, translation?

csSD Glycine-rich proteins (~20 kDa)
Cell-wall associated, regulators?

UNR {~90 kDa)

CsD CSD CSD CSD CSD
Cytosolic, regulators?

Fig. 5. Proteinas que contienen el dominio CSD. Las proteinas CSP consisten en un solo dominio CSD, el
cual se une a RNA y ssDNA. La proteina Y-box esta constituida por un dominio CSD unido a una isla BA
(basic/aromatic), las proteinas Lin 28 y Glycine-rich por un dominio CSD y diversos nimeros de denos de
zinc, mientras que la proteina UNR consta de 5 dominios CSD (tomado de P. L. Graumann & Marahiel,
1998)
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Proteinas Cold Shock en Archaeas

En Archaeas se han identificado, hasta el afio 2010, 16 especies que poseen
proteinas con secuencias homologas a las proteinas CSPs de las bacterias, y son
principalmente del clado Halobacteriaceae (Mihailovich et al., 2010). La similitud entre
secuencias de CSP de Archeas y la CSPA de E. coli varia entre el 36 y el 59%, siendo la
CSP de M. frigidum la que tiene mayor similitud (59%), sin embargo las CSPs de Archaeas

son mas similares entre si (68 a 91%) (Giaquinto et al., 2007).

Los estudios muestran que la CSP de Archaeas tiene una funcion en células que
crecen a 4 °C (Goodchild et al., n.d.); ésto, junto con el hecho de que las especies de
Archaeas que tienen esta proteina son en su mayoria mesofilas y psicrofilas, refuerza la
idea de que son importantes para el crecimiento a bajas temperaturas (Giaquinto et al.,
2007); ilustrando asi, que en algunos casos, el dominio CSD ha conservado, en alto grado,
una similitud funcional con sus homologas bacterianas a lo largo de la evolucion de las
Archeas (Giaquinto et al., 2007).

Evolucion de la proteina Cold Shock y el dominio Cold Shock

La funcion de la proteina CSP en el metabolismo del RNA es similar al de la
proteina ribosomal S1 en bacterias Gram-negativas. S1 consta de cinco dominios, se asocia
con el ribosoma, se une a RNAs y es esencial para la iniciacion de la traduccion de varios
MRNAs, principalmente de los que contienen 5"UTRs largas (Tedin, Resch, & Blasi,

1997). Asi mismo se ha demostrado que el dominio S1 tiene un pliegue similar a la proteina

CSP (Bycroft et al., 1997) y otras proteinas de unién a oligosacaridos (Murzin, 1993).

Aunque la homologia de los dominios CSD y S1 no se puede demostrar mediante la
secuencia, su alta similitud estructural sugiere que los dos dominios se originaron a partir

de una proteina ancestral comun (Bycroft et al., 1997), a partir de la cual, los dominios
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CSD y S1 actuales se separaron (Mihailovich et al., 2010). Esto es apoyado por el hecho de
que ambos dominios estan altamente distribuidos a través de los 3 dominios de la vida,
aunque en el caso del dominio CSD se piensa que las Archaeas lo adquirieron por
transferencia horizontal ya que en solo muy pocas especies se ha detectado (Graumann &
Marahiel, 1998; Mihailovich et al., 2010).

De esta forma, la proteina CSP y el dominio CSD constituyen un ejemplo
interesante de como durante la evolucidn, el dominio de una proteina antigua puede
divergir a lo largo del &rbol de la vida, formando arquitecturas funcionales diversas, que
van desde que una proteina tenga un solo dominio multifuncional (como en el caso de las
bacterias), hasta proteinas con multiples copias de CSD (como UNR) y ademas que se
pueden combinar con otros dominios reguladores. Esta capacidad de combinacion junto con
la flexibilidad del dominio CSD para el reconocimiento de &cidos nucleicos, da como
resultado un repertorio creciente de proteinas implicadas en maltiples aspectos de la

fisiologia celular (Mihailovich et al., 2010).

JUSTIFICACION

Actualmente la informacion estructural sobre el dominio CSD se ha acumulado, sin
embargo no existe un estudio que integre toda la informacion existente hasta el momento en
cuanto a los organismos en los que se ha detectado la presencia de este dominio. Ademas la
mayoria de los trabajos se han hecho con proteinas Heat Shock y son escasos los trabajos
con las proteinas Cold Shock y el dominio CSD por lo que es importante realizar mas
estudios sobre éste con el fin de esclarecer aun mas la historia evolutiva de este dominio y

su importancia para los organismos que lo poseen.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Construir la filogenia molecular de las proteinas Cold Shock y el dominio Cold

Shock utilizando secuencias proteicas de Bacterias, Archaeas y Eucariontes.

Objetivos particulares

1)

3)

4)

Obtener la secuencia de la proteina CSPA del genoma completo de la cepa de

Escherichia coli DH5a mediante técnicas moleculares.

Llevar a cabo una busqueda bibliografica exhaustiva de estudios sobre la filogenia
de la proteina Cold Shock y el dominio Cold Shock asi como del papel que

desempefia tanto en bacterias, archeas y eucariontes.

Construir una base de datos de las secuencias de los tres dominios utilizando la
herramienta BLAST de las bases de datos KEGG, EMBL-EBI y HMMER vy las
herramientas BLAST y PSI-BLAST de la base de datos NCBI, usando como
referencias la secuencia de la proteina CSPA obtenida en el laboratorio.

Realizar la filogenia individual de cada uno de los tres dominios y una que contenga
todas las secuencias de los tres dominios. Utilizar métodos actualizados que tomen
en cuenta la estructura terciaria de la proteina para realizar la filogenia molecular de

los tres dominios.
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METODOLOGIA

Disenio, sintesis y elucién de los oligonucleo6tidos

El disefio de los oligonucledtidos fue realizado en colaboracion con el Dr.
Alexander de Luna Fors en el laboratorio de Sistemas Bioldgicos Genéticos del Instituto
LANGEBIO del CINVESTAYV unidad Irapuato, México. Las secuencias fueron nombradas
Cryo_prlFw (GTTTCTTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGCGGCATTAAGTAAGCAGTTGATG) que
corresponde al oligo que va rio arriva y Cryo2_pr3 RV (TACTAGTAGCGGCCGCTGCAGGAAGAA-
ACGTCAGGA-GTGATGAAGCCGAAGCC) para el oligo que va rio abajo, las cuales amplifican la

secuencia del gen cspA.

Los oligonucledtidos originales estaban liofilozados y se prepararon a una
concentracion de 200 mM. Posteriormente se hicieron alicuotas a una concentracion de 10

KM que se utilizaron en el proceso de PCR.

Se extrajo DNA de E.coli cepa DH5a con el kit DNA easy Blood & Tissue de
Qiagen® siguiendo las especificaciones del fabricante a partir de un cultivo overnigth en
LB.

Amplificacion del gen cspA por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La PCR se realiz6 usando el kit REDTag ReadyMix PCR Reaction Mix, con
MgCI2, nimero de catalogo R2648, 20 mM Tris-HCI, pH 8.3, con 100 mM KCI, 3 mM
MgClI2, 0.002 % de gelatina, 0.4 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, TTP),
estabilizadores, y 0.06 unit/mL de Taq DNA Polimerasa. Proporcionado en 20 reacciones o
5X20 reacciones. Agua, reactivo PCR, nimero de catalogo W1754. Provisto en un tubo de
1.5 ml. Las condiciones fueron: 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 58 °C por 1

min, 72 °C por 1 min, y una extension final a 72°C por 74 min y el producto se almaceno a
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4 °C. La PCR se efectud usando un termociclador Techne, Flexigene®, modelo
FFGO02HSD vy una vez realizada se corrio en un gel de agarosa al 1% 1X TBE a 100 volts
por 40 min para corroborar la eficacia del proceso.

Secuenciaciéon

El producto de la amplificacion de la PCR se mandé a secuenciar al Centro High
Throughput Genomics en Seattle, Washington y al Instituto de Biologia de la UNAM, D.F.,
Meéxico por duplicado.

Busqueda bibliogréafica

Se llevo a cabo una basqueda bibliografica en las siguientes bases de datos: Web of
Science, Web of Knowledge, JSTOR, NCBI y ScienceDirect. Utilizando palabras claves
como proteinas CSP, familia de proteinas CSP, proteinas CSP en Bacterias, filogenia
molecular de CSP, evolucion de CSP, dominio CSD en eucariontes, en animales, en
plantas, proteinas CSP en Archeas, evolucion del dominio CSD, entre otros. Con el fin de
buscar los trabajos mas recientes sobre la evolucion y funcién de las proteinas CSPs y el
dominio CSD

Elaboraciéon de la Base de datos

Se realizd una busqueda de secuencias homologas mediante la herramienta BLAST
(Altschul et al., 1997) contra todas las secuencias existentes en cada base de datos: NCBI,
KEGG (http://lwww.genome.jp/kegg/), EMBL-EBI y HMMER utilizando como referencia
la secuencia, en aminoacidos, de la proteina CSPA obtenida en el laboratorio y las opciones
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por default del BLAST de cada base de datos. Posteriormente se hizo la busqueda con el
BLAST contra las secuencias de Bacterias, Archaeas y Eucariontes por separado, en las
bases de datos NCBI y KEGG, con las opciones por default de cada base, esto con el fin de

esclarecer cuantas secuencias correspondian a cada dominio.

Una vez obtenidos los resultados de la basqueda con BLAST de cada uno de los
dominios, en las dos bases de datos, se realizaron busquedas con la herramienta PSI-
BLAST (Altschul et al., 1997) de la base de datos NSBI contra las secuencias de Bacterias,
Archaeas y Eucariontes por separado, utilizando las opciones estandar del mismo, con la

finalidad de depurar las secuencias obtenidas.

La base de datos se construyd en Excel® tomando en cuenta: la secuencia, el
numero de acceso, los datos arrojados por el PSI-BLAST (la secuencia, el nimero de
acceso, el porcentaje de identidad, el porcentaje de posiciones que son idénticos,
alineamiento, longitud de alineacidn, nimero de desajustes, numero de huecos, inicio de la
alineacion de la secuencia de consulta, fin de la alineacion de la secuencia de consulta,
inicio de la alineacion de las secuencias de datos, fin de la alineacion de la secuencia de las
bases de datos, valor e, score (bit), el organismo al que pertenecia la secuencia, el rango de
temperatura de crecimiento, el habitat y la clasificacién taxondmica.), el organismo al que
pertenecia la secuencia, el rango de temperatura de crecimiento, el habitat y la clasificacion
taxondmica. Para la inclusion de la secuencias en la base, se reviso que tuvieran un e value
menor a 1X10™?y un porcentaje de traslape mayor al 30%, a continuacién se excluyeron
las secuencias redundantes para cada organismo, tomando como criterio la cantidad y
calidad de informacidn existente, también se excluyeron las secuencias que eran
hipotéticas, predictivas o putativas. En el caso particular de E. coli se quitaron todas las
secuencias arrojadas por el PSI-BLAST y se trabajé con las secuencias de las nueve
proteinas CSPs (CSPA-CSPI) utilizadas en trabajos anteriores (Etchegaray, Jones, &
Inouye, 1996; Goldstein et al., 1990; Lee et al., 1994; Nakashima et al., 1996; Wang et al.,
1999; Yamanaka & Inouye, 1997), con la finalidad de eliminar redundancias y quedarse

con las secuencias que contaban con mayores estudios.
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Construccién de la filogenia molecular

Una vez construida la base de datos se hicieron los alineamientos de las secuencias
de cada dominio por separado y un alineamiento con las secuencias de los tres dominios,
tomando como referencia la secuencia de la proteina CSPA para cada alineamiento, para
esto se utilizd la herramienta bioinformatica MAFFT (Multiple alignment program for
amino acid or nucleotide sequences) version 7 (Katoh & Standley, 2013), ya que esta
herramienta toma en cuenta las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos y supone
que las secuencias de entrada descienden de un ancestro comun por lo que el orden de las

letras en cada secuencia de inicio siempre se conserva (Katoh & Standley, 2013).

Una vez obtenidos los alineamientos se hicieron los arboles de méxima
verosimilitud usando el programa PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) utilizando las
opciones por default, con un arbol inicial construido con BIONJ (Gascuel, 1997) y un
modelo de sustitucion LG (el cual incorpora la variabilidad de las tasas de evolucion a
través de los sitios para la estimacion de matriz y usa una base de datos mucho més grande
y diversa) (Le & Gascuel, 2008), posteriormente el programa construyo los arboles con
méaxima verosimilitud con un modelo de sustitucion EX_EHO, este modelo se basa en la
observacién de que los aminoacidos externos de las proteinas presentan una tasa de
sustitucion mayor que los aminoacidos que se encuentran en las partes mas internas de las
proteinas (Le, Lartillot, & Gascuel, 2008) por lo que toma en cuenta la estructura
secundaria de las proteinas, y un soporte de ramas aLRT SH-like. Los arboles fueron
visualizados con el programa Archaeopteryx: Visualization, Analysis, and Editing of
Phylogenetic Trees (Han & Zmasek, 2009) e iTol (interactive Tree Of Life) (Letunic &
Bork, 2011). Por ultimo el &rbol con las secuencias de los tres dominios se colapsé con

ayuda del programa iTOL.
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Paralogos de CSPs en los genomas completos de Bacterias Psicrofilas y
Psicrotolerantes.

Con el fin de comparar el numero de paralogos segun el habitat de bacterias

psicrofilas y psicrotolerantes, se extrajeron las secuencias de los genomas completos de
Aeromonas salmonicida, Aequorivita sublithincola, Bacillus weihenstephanensis, Colwellia psychrerythraea,
Desulfotalea psychrophila, Exiguobacterium sibiricum, Flavobacterium psychrophilum, Glaciecola sp.,
Glaciecola psychrophila, Idiomarina loihiensis, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gasicomitatum,
Leuconostoc kimchii, Listeria monocytogenes, Marinobacter sp, Methylocella silvestris, Octadecabacter
arcticus, Octadecabacter antarcticus, Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalentis,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Psychromonas ingrahamii, Polomonas naphthalenivorans, Polaribacter
irgensii, Photobacterium profundum, Psychroflexus torquis, Rhodoferax ferrireducens, Shewanella baltica,

Saccharophagus degradans, Shewanella halifaxensis, Shewanella oneidensis, Shewanella violacea,

Shewanella woodyi, Shewanella piezotolerans, Aliivibrio salmonicida, de la base KEGG
(http://ww.genome.jp/kegg/) y se realiz6 un BLAST contra las secuencias de las 9
proteinas CSPs (CSPA-CSPI) de E. coli, con un script desarrollado en el Laboratorio de

Origen de la Vida en la Facultad de Ciencias, UNAM, en lenguaje Perl.
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RESULTADOS

Busqueda bibliografica

La busqueda bibliogréafica no arrojé muchos articulos recientes que estudiaran la
evolucion de la familia de las proteinas CSPs y del dominio CSD, siendo sélo los trabajos
de Graumann & Marahiel (1998); Yamanaka et. a.l, (1989); Yamanaka (1999); Giaquinto
et. al.(2007), Mihailovich et. al. (2010) y Mojib et. al ( 2011), los que tratan de alguna
forma este tema, sin embargo no existe hasta el momento, un estudio donde se construya

una filogenia molecular que englobe secuencias de Bacterias, Archaeas y de Eucariontes.

Base de datos

Los datos arrojados por el BLAST de cada base de datos y con cada estrategia de

busqueda se muestran en la Tabla 1

NCBI KEGG EMBL- JACKHMMER
EBI
BLAST 13,130 hits | 7,582hits | 7,403 hits | 35,343 hits
general
BLAST 11,366 hits | 6,931 hits | - -
bacterias
BLAST 309 hits 125 hits - -
archaeas
BLAST 1651 hits | 617 hits - -

eucariontes
PSI-BAST 1001 hits | - - -
bacterias
PSI-BLAST | 232 hits - - -
archaeas
PSI-BLAST | 500 hits - - -
eucariontes

Tabla 1. Resultados del BLAST obtenidos con cada base de datos y con cada estrategia de busqueda.
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Del PSI-BLAST en NCBI se tomaron 153 secuencias de Bacterias, 57 secuencias de
Eucariontes y las 30 secuencias de Archeas, que resultaron de la depuracién con los
criterios de exclusion descritos en la metodologia, para la construccion de la base de datos y
de la filogenia, esta base de datos se puede consultar en el servidor del Taller de
Giogeografia y Sistematica en la Facultad de Ciencias, UNAM.

Alineamiento de secuencias de bacterias, archaeas y eucariontes

El alineamiento fue construido con el programa MAFFT (Katoh & Standley, 2013),
este programa parte de la idea de que la frecuencia de sustitucion entre 2 aminoacidos
depende en gran medida de la diferencia de las propiedades fisicoquimicas, particularmente
del volumen y polaridad de dichos aminoacidos (Miyata, Miyazawa, & Yasunaga, 1979),
por lo que la sustitucion entre aminoacidos con propiedades fisico-quimicas similares
tienden a preservar la estructura de la proteina, asumiéndolas asi como sustituciones
neutrales que se han ido acumulando en las moléculas a lo largo de la evolucion (Kimura,
1983). Este programa fue de gran ayuda en este trabajo debido a la diversidad de

organismos con los que se trabajo ya que se obtuvo un alineamiento sin muchos gaps.

La Fig. 6 muestra el alineamiento de las secuencias de los 3 dominios en donde se
puede observar que las secuencias de los “motivos” RNP1 y RNP2 y la de las cadenas B2 y
B3 se encuentra bien conservada dentro de las secuencias de Bacterias, Archaeas y
Eucariontes, y en menor grado la de las cadenas B1 y 4. Esto también se puede observar en
la grafica de barras en la parte de abajo del alineamiento, donde las barras de amarillo mas

claro indican un mayor grado de conservacion.
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Fig. 6. Alineamiento de secuencias de Bacterias, Archeas y Eucariontes. Las cadenas B1, B2, B3, 4 y B35
se encuentran indicadas con una linea en la parte inferior de las secuencias y los motivos RNP1 Y RNP2 estan

dentro de las cajas.

Reconstruccion filogenética

Utilizando el programa PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) se obtuvieron las
reconstrucciones filogenéticas con un arbol inicial construido con BIONJ (Gascuel, 1997) y
un modelo de sustitucion de aminoacidos LG y posteriormente el programa reconstruyo el

arbol con méaxima verosimilitud y un modelo de sustitucion EX_EHO (Fig. 7 y 8).

Lo primero que se puede observar en el arbol (Fig. 7 y 8) es que los 3 dominios se
encuentran claramente separados (las ramas en color azul pertenecen a secuencias de

bacterias, las de color rojo son de archaeas y las de color verde son de eucariontes). Mas a
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detalle se pudo observar que las secuencias de bacterias se separaron y agruparon
principalmente segun el PHYLUM, la CLASE y el ORDEN, y se puede apreciar mediante
los diferentes colores asignados a cada PHYLUM en la figura 7. También se vio que
algunos clados estaban conformados por el mismo tipo de proteina (CSPA, CSPB, CSPC,
CSPD, CSPE, CSPF, CSPG, CSPH y CSPI, respectivamente) y que las que pertenecen a
CSPA, CSPB, CSPG y CSPI se encuentran en ramas mas cercanas en el arbol (Fig. 7 y 8),
aunque no es posible apreciarlo del todo ya que la mayoria de las secuencias no estan
completamente tipificadas, en la figura 8 es donde se encuentran etiquetadas, mediante
diferentes colores, dependiendo del tipo de proteina al que pertenecen. Ademas, las 9
proteinas de E. coli no se encuentran agrupadas en un mismo clado con la excepcion de
CSPF y CSPH. Es importante mencionar que ningin otro organismo de la base de datos
creada para este trabajo presenta una secuencia identificada como homologa CSPF o
CSPH.

Para el caso de las secuencias de Eucariontes se puede observar que los principales
clados estan formados en principio por el tipo de proteina (Y-box, CSDA, Lin28 y Glycin-
rich) (Fig. 8), las secuencias de Y-box, se separan en Y-B1y Y-B2, y en segundo término

por el organismo al que pertenecen (Fig. 7).

Las secuencias de las Archaeas se separaron principalmente en 2 clados, el que
contiene mas secuencias esta formado por Archaeas del Phylum Euryarchaeota, Clase
Halobacteria y el clado con menos secuencias esta formado por 3 secuencias del Phylum

Thaumarchaeota, 1 secuencia del Phylum Methanomicrobia y 1 secuencia sin clasificar
(Fig. 7).

También se pudieron observar 46 nodos con un valor de aLRT SH-like menor a 0.5,

los cuales se colapsaron (Fig. 8), a pesar de eso quedaron ramas no resueltas.
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Busqueda de paralogos de CSPs en los genomas completos de Bacterias

Psicrofilas y Psicrotolerantes.

En la mayoria de los genomas que se utilizaron no se encontr6 que hubiera un gran

numero de copias homologas a la secuencia de la proteina CSPA, CSPB, CSPC, CSPD,
CSPE, CSPF, CSPG, CSPH y CSPI de E. coli, aunque se puede observar que la mayoria
(94.3 %) presenta minimamente una copia y la moda y mediana son de 3 copias.

Los organismos que presentaron mayor numero de copias son en primer lugar

Psychromonas ingrahamii con 11homélogas (Tabla 2) y en segundo lugar

Pseudoalteromonas haloplanktis con 9 homologas (Tabla2) estas bacterias son psicrofilas y

habitan en aguas marinas de alguno de los 2 polos, también Saccharophagus degradans,

habitante de aguas marina, presenta un nimero significativo de copias (6 copias) aunque

esta es una bacteria psicrotolerante (Tabla 2). Las bacterias que habitan en ambientes

marinos acuaticos presentan un promedio de 3.5 copias y una moda y mediana de 3 copias.

Nombre

Aequorivita
sublithincola

Glaciecola
psychrophila

Idiomarina
loihiensis

Pseudoalteromon

as haloplanktis

Psychromonas
ingrahamii

Polaribacter
irgensii

Psychroflexus
torquis

Saccharophagus
degradans

Shewanella
baltica

Rango de
temperatura

Psicrotolerante

Psicrofila

Psicrotolerante

Psicrofila

Psicrofila

Psicrofila

Psicrofila

Psicrotolerante

Psicrotolerante

Habitat

Marina, acuatica,

Antartica

Marina, acuatica

Fuente
hidrotermal,
marina

Acuatica marina,

costa antartica

Marina, acuatica,
polar Artico

Aguas
superficiales
marinas
Antarticas

Marina, acuatica,

Antartico

Marina,
Acuatica,
marisma

Marina, acuatica,
mar baltico

Name

asl.faa

gps.faa

ilo.faa

pha.faa

pin.faa

pom.faa

ptg.faa

sde.faa

shp.faa

CspA
CspB
CspC
CspD
CspE
CspF
CspG
CspH
Cspl
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Tabla 2. Homologos de CSPs en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes acuaticas marinas. La tabla

muestra el nimero de secuencias homélogas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma completo

del organismo.
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Las bacterias que habitan en sedimentos marinos (Tabla3) presentan un promedio de

copias de 3.9 con una moda de 3 y una mediana de 4, también es el ambiente mas

homogéneo en cuanto al numero de copias y con el promedio mayor, en comparacion a los

demas hébitats estudiados en este trabajo. Ademas Photobacterium profundum (habitante

de sedimentos en mar profundo), Desulfotalea psychrophila (habitante en sedimentos del

mar artico) y Shewanella violacea (habitante de sedimentos de mar profundo) tienen un

numero significativo de copias, de 8,7 y 6 respectivamente (Tabla3).

Colwellia Desulfotalea Photobacterium Shewanella Shewanella Shewanella Shewanella
Nombre [ psychrerythraea [ psychrophila | Marinobacter sp profundum halifaxensis violacea woodyi piezotolerans
Rango de
temperatura Psicrofila Psicrofila Psicrofila Psicrotoletante Psicrofila Psicrofila Psicrofila Psicrotolerante
Sedimento Sedimentos de Sedimentos,
Sedimento | marino Artico de| mar profundo del| Sedimentos de Oceano Sedimento del | Sedimento de | Sedimento de
Habitat marino Artico Svalbard Artico mar profundo Atlantico mar profundo | mar profundo | mar profundo
Name cps.faa dps.faa mbs.faa ppr.faa shl.faa svo.faa swd.faa swp.faa
CspA 4 7 5 8 3 6 4 3
CspB 4 6 5 8 3 6 4 3
CspC 4 6 5 8 3 6 4 3
CspD 4 6 5 8 3 6 4 3
CspE 4 6 5 8 3 6 4 3
CspF 0 0 0 1 0 0 0 1
CspG 5 6 5 8 3 6 4 3
CspH 0 0 0 3 0 0 0 1
Cspl 4 6 5 8 3 6 4 3

Tabla 3. Homdlogos de CSPA en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes de sedimentos marinos. La

tabla muestra el nimero de secuencias homologas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma

completo del organismo.

Las bacterias habitantes de ambientes dulceacuicolas presentan un promedio de 1.4

copias, una moda de 0 y una mediana de 2, teniendo asi de los valores mas bajos de nimero

de copias de los habitats en este trabajo y una de las 2 bacterias que en este estudio no

presentaron ningin homaélogo a alguna proteina CSPs de E. coli (Polomonas

naphthalenivorans) (Tabla 4), aunque de esta bacteria se reporta al menos una copia

(Siddiqui et al., 2013), ademas de que en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy)

esta clasificada como bacteria mesdéfila y en esa revisién como psicrofila.
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Nombre

Glaciecola sp.

Octadecabacter
antarcticus

Octadecabacter
arcticus

Polomonas
naphthalenivorans

Rango de
temperatura

Psicrofila

Psicrofila

Psicrofila

Mesofila 20 °C

Habitat

Agua fresca

Acuatica, hielo,
Antartica

Agua fresca,
Marina, Artico

Acuatica,
sedimentos

Name

gag.faa

oat.faa

oar.faa

pna.faa

CspA
CspB
CspC
CspD
CspE
CspF
CspG
CspH
Cspl
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Tabla 4. Homdlogos de CSPs en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes de agua dulce. La tabla muestra

el nimero de secuencias homdlogas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma completo del

organismo.

Las bacterias que tienen como habitat sedimentos dulceacuicolas presentan un

promedio de 1.2, una moda y mediana de 0, siendo asi, junto con las bacterias que viven en

agua dulce, las bacterias que presentan el menor numero de copias de los habitas estudiados

en este trabajo. (Tabla 4 y 5). Rhodoferax ferrireducens habitante de sedimentos

dulceacuicolas tampoco presento algin homélogo a CSPs de E. coli (Tabla5).
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Rhodoferax Shewanella
Nombre ferrireducens oneidensis
Rango de
temperatura| Psicrotolerante Mesofila
Sedimento,
aguas residuales
y estancadas,
sediemento
marino, aguas | Sedimento, agua
Habitat saladas fresca, acuatico
Name rir.faa son.faa
CspA 0 3
CspB 0 3
CspC 0 3
CspD 0 3
CspE 0 3
CspF 0 0
CspG 0 3
CspH 0 1
Cspl 0 3

Tabla 5. Homdlogos de CSPs en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes de sedimentos de agua dulce. La

tabla muestra el nimero de secuencias homologas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma
completo del organismo.

Las bacterias habitantes de suelos tienen un promedio de copias de 3.1, una moda y

mediana de 3, en donde resalta Exiguobacterium sibiricum con 6 homélogos de CSPs de E.

coli aunque esta bacteria también se ha encontrado en mar abierto (Tabla 6).

Tabla 6. Homologos de CSPs en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes de suelo. La tabla muestra el

nimero de secuencias homologas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma completo del

organismo.

Exiguobacterium| Methylocella Psychrobacter | Psychrobacter
Nombre sibiricum silvestris arcticus cryohalentis
Rango de
temperatura Psicrofila Psicrotoleranta Psicrofila Psicrofila
Suelo congelado Suelos Suelos
de Siberia, mar | Suelo acido, congelados de | congelados de
Habitat abierto cambisol Siberia Siberia
Name esi.faa msl.faa par.faa pcr.faa
CspA 6 4 4 3
CspB 6 4 3 3
CspC 6 4 3 3
CspD 6 4 3 3
CspE 6 4 3 3
CspF 0 0 0 0
CspG 6 4 3 3
CspH 0 0 0 0
Cspl 6 4 3 3
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Las bacterias patdgenas de peces presentan un promedio de copias de 2.5, una moda
de 4 y una mediana de 3. Aeromonas salmonicida tiene 4 copias homologas a CSPs de E.
coli y es patogena de un pez de agua dulce mientras que Aliivibrio salmonicida tambiéen

tiene 4 copias y es patdgena de un pez marino (Tabla?).

Aeromonas Alliivibrio Flavobacterium Listeria
Nombre salmonicida salmonicida psychrophilum | monocytogenes
Rango de
temperatura Psicrofila Psicrofila Psicrofila Psicrotolerante
Marina, Patogeno
Patogena de la | Patogena de Patogeno de transmitido por
Trucha, agua Bacalao peces, agua alimentos, agua
Habitat fresca Atlantico fresca fresca, suelo
Name asa.faa vsa.faa fps.faa Iml.faa
CspA 4 4 1 3
CspB 4 4 1 3
CspC 4 4 1 3
CspD 4 4 1 3
CspE 4 4 1 3
CspF 1 1 0 0
CspG 4 4 1 3
CspH 2 2 0 0
Cspl 4 4 1 3

Tabla 7. Homdlogos de CSPs en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes patégenas de peces. La tabla
muestra el nimero de secuencias homélogas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma completo

del organismo.

Las bacterias que tienen como habitat alimentos presentaron un promedio de copias
homologas de CSPs de E. coli de 2.52, una moda y mediana de 2 copias. Bacillus
weihenstephanensis presente en leche pasteurizada resalta en este grupo ya que tiene 7
copias aunque los demas integrantes de este grupo son todos del género Leuconostoc y
presentan valores iguales de copias (Tabla 8).
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Bacillus
weihenstephanen| Leuconostoc Leuconostoc Leuconostoc
Nombre sis citreum gasicomitatum kimchii
Rango de
temperatura| Psicrotolerante Psicrofila Psicrofila Psicrofila
Comida: leche Comida,
pesteurizada, Sue Producto Comida, producto
Habitat lo fermentado Comida fermentado
Name bwe.faa Ici.faa Igs.faa Iki.faa
CspA 7 2 2 2
CspB 7 2 2 2
CspC 7 2 2 2
CspD 7 2 2 2
CspE 7 2 2 2
CspF 0 0 0 0
CspG 7 2 2 2
CspH 0 0 0 0
Cspl 7 2 2 2

Tabla 8. Homologos de CSPs en bacterias psicrofilas y psicrotolerantes presentes en alimentos. La tabla
muestra el nimero de secuencias homélogas a cada una de las proteinas CSPs dentro del genoma completo

del organismo.

DISCUSION

En las bases de datos se encuentran una gran cantidad de secuencias homélogas a la
proteina CSPA de Escherichia coli, sin embargo la mayoria de ellas no cuentan con
informacion que permita verificar su autenticidad y muchas de estas no han sido utilizadas
en algun trabajo donde se analice mas a fondo su funcion. También en muchos casos son
secuencias putativas o hipotéticas, y para el caso especifico de la base de datos NCBI

muchas de las secuencias que poseen no han sido completamente revisadas.

Todo esto provoco que no se pudiera incluir una mayor diversidad de secuencias de
organismos en la construccion de la filogenia, las secuencias de Bacterias son
principalmente de proteobacterias (63.4 %) de las cuales son mayormente gamma-
proteobacterias, 34 % son de actinobacterias y el 2.6% pertenecen a otros phylla. De las
secuencias de las Archaeas sélo se utilizaron 30 alin cuando al quitar las redundancias se
obtuvieron 81 secuencias, ya que no presentaban suficiente informacion de los estudios

realizados con ellas ademas de que no estaban completamente avaladas por el NCBI.
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Las CSPs de las Bacterias no estan bien clasificadas segun el tipo de proteina CSP
al que pertenecen, por lo que no se puede observar con mucha claridad si se agrupan por
tipo de CSP (CSPA-CSPI) debido a que muchas de estas secuencias provienen de
secuenciaciones completas de los genomas de los organismos y las bases de datos las
incluyen sin que tengan algun otro tipo de estudio. De las que si se sabe qué tipo de CSP
son, hay clados donde se agrupan y se puede pensar que probablemente las demas
secuencias que lo conforman pertenecen al mismo tipo de CSP y que presenten una funcién
similar (Sleator, 2012).

A pesar de que el alineamiento de las secuencias de los 3 dominios no presenta
muchos gaps y de que los motivos RNP1 y RNP2 estan altamente conservados, en el arbol
filogenético algunas ramas quedaron como no resueltas. La capacidad de detectar las
relaciones evolutivas de los dominios por similitud de secuencia es limitada porque con
frecuencia divergen mas alla del punto en el que las relaciones de confianza pueden ser
reconocidas por las herramientas de comparacion de secuencias (Chothia & Gough, 2009).
Si se conoce la estructura tridimensional, la funcion y la secuencia de una proteina, la
estructura del dominio y las relaciones evolutivas por lo general pueden ser reconocidas
(Chothia & Gough, 2009; Murzin, 1998). Por lo que fue de suma importancia que para este
trabajo se utilizaran programas como el MAFFT que toma en cuenta las propiedades
fisicoquimicas de los aminoacidos y con esto considera las sustituciones de aminoacidos
con propiedades fisicoquimicas similares como sustituciones neutrales (Katoh, 2002; Katoh
& Standley, 2013) y el PhyML 3.0 que considera la estructura secundaria de las proteinas
(Le & Gascuel, 2010) para la reconstruccion de la filogenia del dominio cold shock (CSD)
y las proteinas CSPs en los 3 dominios del arbol de la vida. Ademas, en este trabajo se
presenta la primera construccion filogenética del dominio cold shock y las proteinas CSPs
con secuencias de bacterias, archaeas y eucariontes basada en la construccién de una base

de datos exhaustiva y modelos de sustitucion de aminoacidos novedosos.

En la busqueda de paralogos dentro del genoma completo de bacterias
psicrotolerantes y psicrofilas no se observa un gran nimero de homologos con respecto a

las 9 proteinas homologas de E. coli, sin embargo el hecho de que la mayoria posea al
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menos un homologo a estas proteinas a pesar de tener adaptaciones para vivir a bajas
temperaturas, como tener membranas con mayor contenido de acidos grasos metil-
ramificados insaturados y polisaturados y /o una longitud mas corta en las cadenas acyl
(Chintalapati, Kiran, & Shivaji, 2004; Russell, 1997) lo que se cree que tiene un papel clave
en el aumento de la fluidez de membrana mediante la introduccion de restricciones
estéricas que cambian el orden de empaquetamiento o reducen el niUmero de interacciones
en la membrana; la trehalosa y los exopolisacaridos (EPSs) también pueden tener un papel
importante de crioproteccion en psicrofilos, la trehalosa se cree que tiene un efecto
coligativo, pero probablemente también ayuda en la desnaturalizacion y la agregacion de
proteinas (Phadtare, 2004). Los EPSs modifican el entorno fisicoquimico de las bacterias,
participan en la adhesion celular y retencién de agua, favorecen la captacion y la
concentracion de nutrientes, conservan y protegen a las enzimas extracelulares contra la
desnaturalizacion por frio (Nichols et al., 2005); y también se ha visto que las CSPs de las
bacteria psicrofilas acttan de forma similar que las CSPs de bacterias mesdéfilas, implicadas
en diversos procesos celulares, como la transcripcion, la traduccion, plegamiento de
proteinas y la regulacion de la fluidez de la membrana (Phadtare, 2004). Estas se
encuentran de forma constitutiva, siendo mas bien proteinas de aclimatacién al frio (CAPS)
(Berger et al., 1996; Ray, Kumar, & Shivaji, 1994), lo que sugiere que las proteinas CSPs
juegan un papel importante en la adaptacion al frio, asi como en los procesos basicos de

funcionamiento celular.

Ya que se ha visto que las proteinas cold shock (CSPs) son de suma importancia
para muchos organismos a lo largo del arbol de la vida y que no existen muchos estudios
evolutivos como es el caso de las proteinas heat shock (HSP); es imprescindible que se
realicen mas trabajos evolutivos a mayor profundidad y no sélo de relevancia
biotecnoldgica. En el futuro se espera poder mejorar este trabajo depurando mas las
secuencias, construyendo un arbol filogenético con raiz y generando un reloj molecular
para poder compararlo con eventos climatoldgicos presentes a lo largo de la evolucién de la

vida.
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CONCLUSIONES

1. Se realizd una busqueda bibliografica y bioinformatica exhaustiva empleando
diversas bases de datos de las proteinas cold shock y del dominio cold shock asi

como de la evolucidn de estas proteinas y de este dominio.

2. De la busqueda bibliografica se pudo observar que no hay trabajos muy recientes
que estudien la evolucion de las proteinas CSPs y el dominio CSD, siendo solo los
trabajos de Yamanaka (1999); Giaquinto et. al.(2007), Mihailovich et. al. (2010) y

Mojib et. al ( 2011) los unicos que tratan algun punto de éste tema

3. Se obtuvo satisfactoriamente la secuencia de la proteina CSPA de E.coli cepa DH5a

mediante técnicas moleculares.

4. Mediante la busqueda bioinformatica se observo que a pesar de la gran cantidad se
secuencias obtenidas, muchas de éstas carecian de la informacion que acredite su

veracidad por lo que no se pudieron utilizar para la construccién de la base de datos.

5. Se construy6 una base de datos con 240 secuencias de las cuales 153 secuencias son
de bacterias, 30 de archaeas y 57 de eucariontes,la base de datos contiene: la
secuencia, el nimero de acceso, el porcentaje de identidad, el porcentaje de
posiciones que son identicos, alineamiento, longitud de alineacién, nimero de
desajustes, nimero de huecos, inicio de la alineacién de la secuencia de consulta, fin
de la alineacion de la secuencia de consulta, inicio de la alineacion de las secuencias
de datos, fin de la alineacién de la secuencia de las bases de datos, valor e, score
(bit), el organismo al que pertenecia la secuencia, el rango de temperatura de

crecimiento, el habitat y la clasificacion taxondmica.

6. Se construy6 una filogenia molecular utilizando secuencias de los dominios

Bacteria, Archaea y Eucaria con modelos novedosos de alineamiento y
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reconstruccion de arboles filogenéticos, en la cual se pudo observar una clara
separacion por phylla entre las secuencias de estos tres dominios y en menor grado
un agrupamiento por tipo de proteina sobre todo en las secuencias de eucariontes.
Proponemos que las CSPs y dominio CSD se encuentran altamente conservadas
entre las bacterias, eucariontes y archaeas debido a que juegan un papel muy

importante en el mecanismo de union al RNA.

Se obtuvo el nimero de pardlogos de las 9 proteinas CSPs de E. coli en los genomas
completos de bacterias psicrofilas y psicrotolerantes, donde la mayoria presenta al
menos un homaélogo a estas proteinas a pesar de que cuentan con otras estrategias de
adaptacion al frio, por lo que se puede decir que estas proteinas son muy
importantes para la adaptacion al frio y en condiciones normales de crecimiento.
También se puede decir que, en este tipo de bacterias, las que presentan mas copias
de genes homologos de proteinas CSPs de E. coli son las que viven en ambientes

marinos.
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