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Resumen

La duplicacion de genes es un proceso fundamental de la evolucién biolégica debido a
que constituye uno de los principales mecanismos por los cuales se pueden originar
nuevos genes y nuevas funciones. El andlisis de los genomas de organismos
contemporaneos no nos permite identificar cuales son los genes que mas se han
duplicado, sin embargo, si podemos saber cuales son aquellos que se han retenido con
mayor frecuencia y que han formado familias de genes paralogos. Por lo tanto, resulta
conveniente clasificar a los genes (o sus productos) con base en algun criterio biolégico
gue nos permita identificar categorias funcionales de genes con una mayor proporcion de
paralogos.

En el presente trabajo elegi dos clasificaciones: (1) una basada en la clasificacién
enzimatica universalmente aceptada (NC-IUBMB, 1992), que consta de seis clases
generales y que se analiza desde un punto de vista bioquimico y (2) otra con base en las
categorias funcionales presentes en la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto
(KEGG, por sus siglas en inglés). Debido a que en organismos procariontes existe una
mayor diversidad de procesos metabdlicos y que sus proteomas suelen estar mejor
anotados que los de eucariontes, decidi trabajar unicamente con miembros de los
dominios Archaea y Bacteria.

Los resultados indican que de las seis clases enzimaticas, solo la clase de las
oxidorreductasas presenta una proporcion de paralogos significativamente mayor al resto
de las otras clases, situacién que puede explicarse por la presencia de grupos funcionales
que ayudan a la catalisis en las enzimas de esta clase y que favorecen la aparicion de
actividades secundarias. Es probable que haya ocurrido este proceso en etapas
tempranas de la evolucioén bioldgica. Si dichas actividades secundarias representaban una
ventaja para el organismo, eventos de duplicacion y posterior divergencia pudieron haber
llevado a la especializacion funcional en las 6xidorreductasas ancestrales.

Por otra parte, mediante el esquema de clasificacion de KEGG, los resultados
indican que las categorias con mayor proporcién de paralogos estan asociadas con la
interaccion organismo-ambiente (por ejemplo, aquellas asociadas al transporte
membranal, la transduccién de sefales y el metabolismo de sustancias xenobioticas). En
contraparte, aquellas categorias que abarcan procesos esenciales en los organismos (y
que suelen ser de las mas conservadas) presentan una proporcion muy baja de

paralogos.



En conclusién, creo que existe una retencion preferencial de genes paralogos en
ambos dominios celulares, y aquellas categorias que poseen una mayor proporcion de
éstos se encuentran relacionadas directamente con actividades celulares que
probablemente no estan sujetas a presiones fuertes de seleccion. Por ultimo, los
resultados obtenidos con base en cada clasificacion reflejan la gran diversidad metabdlica
presente en procariontes y su capacidad de hacer frente a nuevas condiciones
ambientales.



Agradecimientos

Mi mas profundo agradecimiento al Dr. Antonio Lazcano, por haberme dado la
oportunidad de ingresar y ganarme un lugar dentro de este gran laboratorio. De igual
manera, le agradezco enormemente a mi asesor, el Dr. Arturo Becerra, por todo su apoyo
y paciencia que ha tenido conmigo a lo largo del desarrollo de este trabajo. A mi amigo y
maestro Ricardo Hernandez, por su valiosa ayuda en el disefio de algunos de los scripts

utilizados para esta tesis.

A mi familia y a Dios, por haber formado parte de mi vida desde que tengo uso de razoén.

A mis hermanos, Alan, Hugo, Jos y Rafa: porque no concibo mi vida sin ustedes cuatro,

jlocos!

A mis amigos y colegas del Laboratorio de Origen de la Vida: Beto, Ricardo, Pepe, Isra,
Pablo, Coral, Alex, Caro, Mario, Rodrigo, Clau, Wolfgang, Luciana, Héctor, Sara y Ervin,

por todo el apoyo y grandes momentos que he compartido con ustedes.

A mis padres, Claudia y Rubén, asi como a mi queridisima hermana Daniela, por ser lo
mas valioso de mi vida. A mi abuela Judith y a mis tios Alfonso y Rosario, por haber

despertado en mi el gusto por la Biologia.

A mis amigos de toda la carrera: Lalo, Mike y Sandy, por haber compartido conmigo tantas

materias y momentos de diversion.



indice

] Uy 4T o 4
Agradecimientos. ... ... e 6
0 T T =P 7
1. INtrOdUCCION. ... e e e e s 9
1.1. Existen diferentes clases de genes homologos............cccoimiiiiiiciiiencnennn. 9
1.2. Breve resefa historica .........oooooiiiiiiiiii e e e 10
1.3. Destinos posibles de genes duplicados............ccccviiiiiiiiiiiciic e 11
1.3.1. NeofuncionalizaCion............ccoeiiiiiii e e 1
1.3.2. SubfuncionalizacCion............ccooiiiiiiiiii e 12
1.3.3. Prevalencia para efectos de dosis.........ccccciiiiiiiiiiiiiciiiccre e 13
1.3.4. Formacion de pseudogenes.........cccveueimimiiairaei e e rereaeeas 13
1.4. Sesgos funcionales en la retenciéon de genes duplicados...........c......cccee..e 15
1.5. El papel de las duplicaciones génicas en la evoluciéon del metabolismo...... 18
1.6. Algunos modelos de duplicacion génica............cccooiiiiiiiiiiii i 19
1.6.1. DDC (Duplication-Degeneration-Complementation).......................... 19
1.6.2. EAC (Escape from the Adaptive Conflict)............cccooviiiiiiiiiiiiiinns 20
1.6.3. IAD (Innovation, Amplification and Divergence).............ccccoevivenennene. 20
1.7. Clasificacién funcional de proteinas ............ooooiiiiiii i 21
Planteamiento del problema y objetivos..........cooiiiiiii e 24
b 111 (=Y e Yo [ [ Yo £ 26
3. ReSURAdOS. ... .o 31
3.1 Proporciéon de enzimas con base en la clasificacion IUPAC.................... 31

3.2 Proporcion de enzimas con base en las categorias funcionales de KEGG

L I L PP 36

3.3 El nimero de paralogos presenta una correlaciéon positiva con respecto al

tamano del genoma...........oiiiii e e 41
L T 0 =2 1] e o 44

4.1 Las categorias funcionales con mayor proporcion de paralogos estan

asociadas con la interaccién ambiental ... 44

42 El caso del metabolismo y la degradacion de xenobiéticos

4.3 La proporcion de paralogos para la clase de las 6xidorreductasas difiere
significativamente del resto de las clases enzimaticas............ccccceeeeccineencnnncs 49



4.4 La estructura quimica y funcion de los metabolitos en los organismos

influye en la retencion de enzimas paralogas ..........c.ccooeiiiiimiiiiccinnvaeneans 54

L0 o o Tod (115 3 1= 58
L= (=T =Y o o - 1= 60
68



1. Introduccion
1.1 Clases de genes homologos.

Los genes homoélogos son todos aquellos que se originaron a partir de un gen ancestral
comun. Sin embargo, existen varias formas a partir de las cuales un gen ancestral puede
originar a otro, y por lo tanto, dar lugar a diferentes clases de genes homologos. Entre los
genes homodlogos se encuentran los ortélogos, los paralogos (Fitch, 1970; Gogarten y
Olendzenski, 1999) y los xendlogos (Fitch, 1970; Olendzenski et al., 2005) (Fig. 1). Los
genes ortélogos son producto de un evento de especiacién, es decir, una especie
ancestral diverge y en cada una de las especies resultantes habra una copia del gen X.
Esto significa que dicho gen estara presente en el genoma de las dos especies
descendientes. Los genes paralogos son aquellos que se duplican en algun momento que
no coincide con la especiacion, lo cual trae como consecuencia que haya dos copias del
mismo gen en el genoma de ese organismo (Fitch, 1970; Gogarten y Olendzenski, 1999).

Y Y
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Diversificacion

b
 —_/

ydivergencia  Ancestro ¢ @species
= evolutiva comiin
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Especie A
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Figura 1. Distincion entre genes ortdlogos y paralogos. En una especie inicial, uno de los genes
(Y) se duplica y posteriormente diverge (W). Posteriormente, ocurre un evento de especiacion a
partir de un ancestro comun, lo cual genera dos especies distintas (A 'y B) por medio de un proceso
de diversificacion. Cada especie poseera una copia de los genes ancestrales W y Y (denotados
como W, y Y para la especie Ay Wg y Yg para la especie B. Adicionalmente, una de las dos
especies puede adquirir un nuevo gen (no necesariamente por duplicacion) y éste puede ser
transferido a otra mediante transporte horizontal, formandose asi un par de genes xendlogos (X y
Xa). Modificado de Faniy Fondi, 2009.



Existe otro tipo de genes homdlogos que no son producto de divergencia de linajes ni de
eventos de duplicacion génica, sino que son adquiridos por transferencia horizontal, es
decir, no son heredados directamente por los progenitores. Se dice que son adquiridos
horizontalmente porque el organismo donador y el aceptor coexisten en tiempo y espacio.
El mecanismo mas comun es, quiza, por medio de plasmidos (como ocurre con los genes
que confieren resistencia a antibidticos); a los genes adquiridos por esta via se les
denomina xendlogos (Olendzenski et al., 2006). Una caracteristica adicional de este tipo
de genes es que, en ocasiones, su filogenia no coincide con la de los organismos en que
se encuentran (Koonin et al., 2001) por lo que representan un problema para la
reconstruccion de filogenias de especies, debido a que pueden ser dificiles de identificar y
se pueden confundir con ortdlogos y/o paralogos (Lawrence y Hendrickson, 2003).

1.2 El estudio de las duplicaciones génicas

Las investigaciones referentes a este tema (que inicialmente concernia a la genética
clasica) comenzaron en los albores del siglo XX. En dicha época, la Unica forma en la que
los genetistas podian detectar la duplicacion de algun locus (o de loci) era por medio de
analisis citogenéticos, los cuales permitian examinar los cromosomas directamente con
un microscopio y asi detectar segmentos (e incluso cromosomas completos) que
aparentemente se hallaban repetidos, aunque aln no se especulaba acerca de la funcion
o importancia que podian tener éstos (Blakeslee et al., 1920; Babcock y Collins, 1922). En
la década siguiente, gracias a los trabajos de genetistas como Herman Miiller y Calvin
Bridges, y a la brillantez de tedricos como J. B. S. Haldane, se pudo especular acerca de
las implicaciones que tendria la duplicacién de uno o mas genes (Miller, 1934; Bridges,
1935) e incluso del genoma completo (poliploidia) o de una gran fraccion de éste
(Haldane, 1933), en la prevalencia de los individuos y de las especies.

Anos mas tarde, a principios de la década de los 70, Susumu Ohno publicé una
pequefa obra intitulada Evolution by Gene Duplication, la cual conjunté un gran ndmero
de trabajos que sobre genes y proteinas duplicadas. Esta obra representé un parteaguas
para la biologia debido a que colocé a la duplicacidon génica como uno de los procesos
mas importantes en la evolucién biolégica. Lo mas importante es quiza su propuesta de
qgue eventos distintos de duplicacién de genoma completo (WGD, por sus siglas en inglés)
habian sido determinantes en la diversificacién de grandes linajes como el de los
vertebrados (Ohno, 1970; Taylor y Raes, 2004).
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Durante las tres décadas posteriores, gracias al aumento en la secuenciacion de
genes y genomas completos, se fue desarrollando una serie de herramientas
bioinformaticas que permitié abordar el problema de las duplicaciones génicas por medio
de métodos in silico, lo cual facilitdé que se pudiera detectar especificamente qué genes
han sido producto de duplicaciéon dentro de un mismo genoma, asi como la comparacion
entre los genomas de organismos diferentes. En el primer caso, cuando en un mismo
organismo existe un conjunto de genes que son homdlogos, se trata de una familia de
genes paralogos, los cuales son producto de diferentes eventos de duplicacién a lo largo
de la historia evolutiva del organismo (Fig. 2).

Gen ancestral

Paso 1: Duplicacién y
divergencia del gen X

Paso 2: Duplicacién y
divergencia del gen Y

b ¥ A

Paso 3: Duplicacién y
divergencia de los genes X y A

Familia de genes paralogos

Figura 2. Esquema en el que se muestra, de manera simplificada, el proceso de formacion de una

familia de genes paralogos (modificado de Fani y Fondi, 2009).

1.3 Destinos de genes duplicados

1.3.1 Neofuncionalizaciéon

En su obra Evolution by Gene Duplication, Susumu Ohno establecié por primera vez que
el papel principal de la duplicacién génica en la evolucion bioldgica era la creacién de un
nuevo gen a partir de una copia reduntante originada por duplicaciéon (Ohno, 1970) (Fig.
3d). Este proceso esta basado en lo que él llama mutaciones “prohibidas” que involucran
una tasa de sustitucidn no sinénima asimétrica en una de las copias y se asume que

puede adquirir mutaciones libremente debido a que las presiones de seleccidn sobre ella
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estan mas relajadas (Ohno, 1970; Maere y van de Peer, 2010). Por el contrario, la otra
copia permanece casi sin cambios y su tasa de sustitucién no sinénima es menor que la
de su paralogo (Maere y van de Peer, 2010).

De acuerdo con el modelo original, una vez que un gen se duplica, una de las
copias puede perder su funcionalidad debido a mutaciones y probablemente las seguira
acumulando hasta que haya adquirido una funcién totalmente diferente a la de la otra
copia y gracias a esto pueda ser fijado en el genoma (Ohno, 1970; Conant y Wolfe, 2008).
Sin embargo, conforme fueron avanzando los estudios dentro de este campo, se observo
que la preservacion de genes paralogos con base en el modelo tradicional de Ohno
ocurre muy rara vez (Maere y van de Peer, 2010) y en la mayoria de los casos el gen con
una tasa de sustitucion asimétrica adquiere una funcién quimicamente relacionada a la
original y no una funcién nueva y diferente, como el caso de los genes de opsina de
humanos (sensibles al rojo y al verde), los cuales provienen de un evento de duplicacion
previo a la diversificacion de hominidos y monos del viejo mundo, y gracias a los cuales

podemos percibir un rango muy amplio de colores (Zhang, 2003).

1.3.2 Subfuncionalizacion

Como su nombre lo indica, el término subfuncionalizacién hace referencia a la division de
funciones a partir de un gen ancestral, lo cual implica que éste llevaba a cabo por lo
menos dos funciones distintas antes de la duplicacién. Una vez que ocurre este proceso,
cada una de las copias paralogas se encargara de una sola de las funciones originales, lo
cual permitira la preservacion de ambas copias debido a que conservaran las funciones
que llevaba a cabo el gen original (Maere y van de Peer, 2010) (Fig. 3c). Un ejemplo
clasico es el par de proteinas paralogas RNASE1 y RNASE1B. Ambas presentan
actividad ribonucleolitica y se encuentran en los monos douc langur, los cuales
pertenecen a la subfamilia Colobinae. Estas proteinas tienen una funcién en comun:
degradar RNA, pero mientras que RNASE1 posee la capacidad de degradar RNA de
doble cadena (dsRNA), RNASE1B unicamente degrada RNA de una sola cadena
(ssRNA), y ademas, su actividad 6ptima ocurre en un pH acido, a diferencia de su copia
RNASE1 (Zhang et al., 2002). Al comparar ambos genes con el ortélogo en otras especies
de monos, los autores identificaron que la copia RNASET1B era la que se habia
especializado hacia una funcion digestiva, a costa de perder la capacidad de degradar
dsRNA (Zhang et al., 2002; Zhang, 2003). Por lo tanto, se puede asumir que el gen

12



ancestral poseia actividad dsRNAsa y RNAsa incluso en un pH acido, pero después del
evento de duplicacion una de las copias optimizo la primera funcién, mientras que la otra
se especializé en la segunda funcién (Zhang et al., 2002).

Aunque casos como el anterior sean la evidencia mas fehaciente del proceso de
subfuncionalizacion, éste puede darse también a nivel de expresidon génica ya sea
espacial o temporalmente, es decir, que cada una de las copias paralogas se exprese en
un sitio distinto de un mismo organismo o0 que se exprese en el mismo sitio pero en
diferentes tiempos. Un caso muy conocido es el de los genes engrailed-1 y engrailed-1b
del pez cebra (Force et al., 1999; Zhang, 2003; Taylor y Raes, 2004). Ambos son factores
de transcripcion, resultado de una duplicacion cromosdmica segmental y son homélogos
al gen engrailed-1 del ratén pero, mientras que en el ratén dicho gen se expresa tanto en
el apéndice pectoral como en la espina dorsal, en el pez cebra engrailed-1 se expresa en
el apéndice pectoral, y engrailed-1b en la espina dorsal (Force et al., 1999; Zhang, 2003).

1.3.3 Conservacion de la funcion original

En ciertos casos, la retencion de un gen duplicado que tenga la misma funciéon que la
copia original puede ser benéfica para el organismo (Ohno, 1970; Zhang, 2003; Hahn,
2009). 4En qué casos puede ser asi? Por ejemplo, cuando se requiere una mayor
cantidad de proteinas, como el caso de las histonas, proteinas ribosomales, o transcritos
de RNA, en particular, el RNA ribosomal (rRNA) (Zhang, 2003; Maere y van de Peer,
2010) (Fig. 3b). Existen dos mecanismos por los cuales es posible que dos genes
paralogos permanezcan idénticos en cuanto a funcién y con muy pocos cambios en
cuanto a secuencia. El primero de ellos se conoce comunmente como evolucién
concertada (Liao, 2008), e implica eventos frecuentes de conversiéon génica. El segundo
establece que la seleccion natural purificadora, que actia en contra de aquellas
mutaciones que alteren la funcidén nativa de la proteina, es la que evita que un par de
genes paralogos diverjan mucho (Zhang, 2003). En pocas palabras, el requerimiento de
dosis adicionales de determinado producto o transcrito es la presion selectiva que permite

la coexistencia de mas de una copia que lleve a cabo la misma funcion.

1.3.4 Formacion de pseudogenes

El destino mas comun para los genes que se duplican es que no encuentren un nicho
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disponible y por lo tanto, no tengan ningun valor adaptativo para el organismo en cuestion.
La acumulaciéon de mutaciones en su mayoria deletéreas llevara a una de las copias a
que pierda totalmente su funcion (Liberles et al, 2010) (Fig. 3a). Se piensa que, en
ausencia de cualquier tipo de seleccidén, este proceso suele ocurrir en los primeros
millones de afos posteriores a la duplicacién (Lynch y Connery, 2000; Zhang, 2003).
Quiza el ejemplo mas conocido sea el de la familia de los receptores olfatorios, que
consta de aproximadamente mil secuencias diferentes en varios grupos de mamiferos,
con la diferencia de que en nosotros aproximadamente el 60% constituye pseudogenes,
seguido por un 30% en chimpancés y en ratones solo un 20% (Zhang, 2003; Taylor y
Raes, 2004). La mejor explicacion para este hecho es que el uso de nuestro sentido del
olfato se ha reducido mucho gracias a que puede ser compensado por otros sentidos
(Zhang, 2003).

l Duplicacién génica

l Evolucién y divergencia de la secuencia

- < > —

a) Pérdida de funcién / \ ©) Subfuncionalizacién

. N ]

b) Conservacién de la funcién d) Neofuncionalizacién

Figura 3. Destinos posibles de los genes duplicados. A partir de un gen ancestral, pueden surgir
nuevos genes mediante procesos de duplicacion y posterior divergencia. En a) se representa el
destino mas comun para los genes duplicados, que consiste en la pérdida de funcién para una de
las copias, la cual puede ser eliminada por completo del genoma o permanecer como pseudogén.
Otro de los destinos posibles, el cual se muestra en b), no implica modificacion ni pérdida de la
funcion original sino la conservacidn de ésta. Este hecho se asocia muchas veces con el
requerimiento de una dosis mayor de determinado producto génico, misma que representa la
presion selectiva que mantiene a la copia, y aunque ocurren mutaciones, éstas no tienen un efecto
negativo sobre la funcion del gen. También puede darse el caso, como se ilustra en c), que cada
una de las copias pierda una de las funciones ancentrales que llevaba a cabo el gen previamente
al evento de duplicacién, a lo cual se le conoce como subfuncionalizacion. Finalmente, d)

representa el destino menos comun, llamado neofuncionalizacion, que implica la pérdida total (o en
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ocasiones parcial) de la funcion original debido a mutaciones, mismas que a su vez seran

responsables de que dicho gen adquiera una nueva funcion.

1.4 Sesgos funcionales en la retenciéon de genes duplicados

Al buscar genes paralogos dentro del genoma de algun organismo, observamos aquellos
qgue han sido retenidos después de eventos de duplicacion, sin embargo, esto no significa
que estos genes sean los que mas se duplican, debido a que en principio, éste es un
proceso aleatorio y todos los genes poseen la misma probabilidad de duplicarse. La
diferencia es que no todos poseen la misma probabilidad de amplificar su nimero de
copias ni de ser retenidos después de un evento de duplicacion.

Actualmente, existe un gran numero de trabajos en los que se ha tratado de
identificar aquellas clases de genes que presentan una mayor retencion después de un
evento de duplicaciéon. Para ello, los genes se han clasificado con base en criterios
biolégicamente importantes. Sin embargo, las clasificaciones suelen ser muy diferentes
(Conant y Wagner, 2002; Papp et al., 2003; Gevers et al., 2004; Maere et al., 2005; He y
Zhang, 2005, 2006; Gout et al., 2009) y el numero de genes reportados como duplicados
puede variar dependiendo de los criterios utilizados previamente al analisis y del método
bioinformatico que se utilice (Zhang, 2003). Por ejemplo, Balazs Papp y su grupo lograron
identificar que los genes involucrados en la formaciéon de complejos proteinicos (como en
el caso de las chaperonas) presentan un nimero similar de paralogos. La explicacién mas
recurrente tiene que ver con efectos de dosaje, es decir, si una de las proteinas
formadoras del complejo presentara una alta duplicabilidad, cualquiera de estas copias
podria ocupar su lugar en el complejo, lo cual representaria un desbalance para el
organismo, al modificar la concentracién de ciertas proteinas. Por esta razén, ademas de
tener una proporcion similar de paralogos, ésta es también relativamente baja para este
grupo de genes (Papp et al., 2003). Al afo siguiente, Marland et al. (2004) identificaron en
Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli que los genes que codifican para enzimas
del metabolismo central presentan mayor duplicabilidad con respecto a aquellos del
metabolismo no central y a los no metabdlicos. Sin embargo, puede haber un sesgo
debido a que en estos organismos no hay muchos genes reguladores (tales como
factores de transcripcién, genes involucrados en transduccion de sefiales, etc.). Asimismo,
He y Zhang clasificaron a un grupo de genes paralogos de varios eucariontes con base en

su complejidad (aquellos con las secuencias mas largas, mayor nimero de dominios
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funcionales y mayor nimero de motivos reguladores en cis), lo cual les permitié postular
que aquellos genes con mayor complejidad representarian a la mayoria de los duplicados
(He y Zhang, 2005). Un afio mas tarde, estos autores realizaron un estudio similar (esta
vez solo en S. cerevisiae y en otras especies del mismo género) en el que clasificaron a
los genes en tres grupos: (1) unicopia en cada especie, (2) unicopia en S. cerevisiae pero
con por lo menos dos homologos en otras especies y (3) duplicados especificos para
cada linaje en por lo menos uno de los genomas que no sea S. cerevisiae. Gracias a esto,
pudieron identificar que los genes no esenciales son los que tienden a retenerse en mayor
proporcion dentro de un evento de duplicacion gracias a que poseen un mayor numero de
reguladores en cis (He y Zhang, 2006).

Una limitante de algunos de estos trabajos es que utilizaron uUnicamente el
conjunto de genes de un organismo, u organismos filogenéticamente cercanos, por lo que
no se pueden extrapolar, de una manera mas general, los patrones de retencion de genes
duplicados hacia grupos filogenéticamente mas distantes. En general, aquellas categorias
funcionales con un mayor nimero de duplicados retenidos suelen variar entre organismos
de diferentes dominios celulares e incluso entre organismos pertenecientes al mismo
dominio, mientras que hay otras cuya proporcion de retencidon es muy parecida entre
organismos filogenéticamente distantes, como los que participan en el transporte a través
de membrana (Conant y Wagner, 2002). Ademas, existen genes metabdlicos duplicados
(los cuales codifican para enzimas) que son especificos a nivel de especie, mismos que
generalmente confieren caracteristicas metabdlicas Unicas al organismo en el que se
encuentran (Serres ef al., 2009).

Otro sesgo importante es que la mayoria de estos estudios se ha hecho utilizando
Unicamente eucariontes, o eucariontes y bacterias (Conant y Wagner, 2002; Marland et
al., 2004). Una diferencia fundamental entre eucariontes y procariontes es que en este
ultimo grupo no se observan huellas de eventos de duplicacion a gran escala
(especificamente WGD), por lo cual las categorias con mas paralogos en eucariontes no
son las mismas para los procariontes. Uno de los primeros estudios para el cual se
utilizaron Unicamente organismos procariontes fue hecho por el grupo de Yves van de
Peer en el 2004, en el cual primeramente se hallé una correlacion entre el tamafo del
genoma y el numero de genes paralogos en dicho genoma y posteriormente se
identificaron dos grupos de duplicados que son retenidos: aquellos que presentan una
retencion preferencial y aquellos que no. En el primer grupo se ubican los genes que
participan en el metabolismo de aminoacidos, regulacién de la transcripcién y transporte
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de iones inorganicos; mientras que en el segundo estan los involucrados en metabolismo
de carbohidratos, mecanismos de defensa, y en la producciéon y conversion de energia
(Gevers et al., 2004). Varios afos mas tarde Bratlie et al. (2010) encontraron que la mayor
cantidad de paralogos pertenecen a las categorias de produccion de energia, movimiento
celular, transporte de iones, transduccion de sefales y los involucrados en mecanismos
de defensa. Estos grupos de genes podrian proporcionar alguna ventaja competitiva
(Bratlie et al., 2010), las cuales son fundamentales para la adaptacion a nuevos
ambientes. En ambos estudios se concluyé que las categorias de genes con mayor
numero de paralogos tienen que ver con la adaptacion a diferentes ambientes, los cuales
suelen ser mas cambiantes en procariontes (Gevers et al., 2004; Bratlie et al., 2010).

Un aspecto interesante seria el conocer si en eucariontes la retencién de genes
duplicados se ve también favorecida por la adaptacion a un ambiente diferente. Sin
embargo, existe una limitante, ya que no se han hecho estudios a gran escala (es decir,
que involucren decenas de genomas) debido principalmente al gran tamafio de sus
genomas y a la mala caracterizacion de muchas de sus proteinas. Aun asi, existen
evidencias que apuntan fuertemente a que la estrategia de duplicaciéon en respuesta al
cambio de ambiente es un proceso que ocurre en los tres dominios celulares. Tal es el
caso de los genes paralogos adh1y adh2 de la levadura S. cerevisiae. El primero de ellos
cataliza la formacion de etanol a partir de acetaldehido, mientras que el segundo lleva a
cabo la reaccion inversa. Gracias a una serie de métodos
paleogenéticos/paleobioquimicos, el grupo de Steven Benner logré recrear al gen
ancestral adhA, el cual catalizaba la misma reaccién que actualmente lleva a cabo ADH1.
Por medio del método “silent nucleotide dating” determinaron que el evento de duplicacion
ocurrié en el periodo Cretacico, periodo durante el cual se piensa que S. cerevisiae no
consumia ni acumulaba etanol (debido a que sélo convertia el acetaldehido en etanol).
Ademas, este hecho coincide con la diversificacion de las plantas con frutos carnosos
(Thomson et al., 2005), lo cual permitié llegar a la conclusion de que la acumulacion de
etanol fue una estrategia para defender un recurso tan valioso para las levaduras como lo
son los frutos carnosos y posteriormente utilizarlo como fuente de carbono, una vez que
ya no hubiera competencia por el recurso (Piskur et al., 2006).

Finalmente, también se ha tratado de correlacionar el nivel de expresion génica
con la tasa de duplicacion. Para esto, Davis y Petrov decidieron considerar las tasas de
expresion (TE) como una propiedad previa a la duplicacion. De esta forma, pudieron hallar

que los genes que presentan una mayor tasa de expresion, son a su vez los que dan

17



lugar a genes paralogos que se retienen en mayor proporcion (Davis y Petrov, 2004).

1.5 El papel de las duplicaciones génicas en la evoluciéon del metabolismo

Al parecer, el proceso de retencion de genes duplicados no es homogéneo para todas las
clases de genes, sino que depende en gran medida de la red metabdlica, transcripcional o
de sefalizacion a la cual estén asociados (Roth et al., 2007), asi como de las condiciones
ambientales a las cuales se encuentren sometidos diferentes organismos (Conant y
Wagner, 2002).

Para el caso concreto del metabolismo, existen varias hipodtesis que tratan de
explicar los origenes de éste (Fani y Fondi, 2009). Dos de éstas propuestas las que
consideran la duplicacién génica como el proceso central en la evolucion del metabolismo.
La primera de ellas, llamada hipotesis de evolucion retrograda (Horowitz, 1945), plantea el
surgimiento de rutas metabdlicas enteras a partir de la necesidad de sintetizar algun
producto A, el cual previamente habria sido agotado del medio. Para esto, seria necesaria
la accion de una enzima que pudiera sintetizar A a partir de los sustratos B y C. Con el
tiempo, alguno de estos dos iria disminuyendo su concentracion en el medio y seria
necesario sintetizarlos a partir de precursores D y E. Esto seria posible gracias a la
duplicacion de la enzima que catalizaba la reaccion B + C = A, misma que sufriria
mutaciones necesarias para llevar a cabo la reaccion D + E = B (o C). De esta forma, el
proceso podria continuar hasta que se ensamblara toda una ruta metabdlica, y las
enzimas mas recientes serian aquellas que catalizaran la primera reaccién de dicha ruta
(Horowitz, 1945), aunque estudios recientes han demostrado que practicamente ninguna
ruta metabdlica estd compuesta en su totalidad por enzimas homélogas (Caetano-Anollés,
G. et al., 2009) y son muy pocos los casos en los que reacciones sucesivas en una misma
ruta son catalizadas por enzimas paralogas (Lazcano y Miller, 1999). Una alternativa a
dicha hipétesis fue vislumbrada casi dos décadas después (Waley, 1969; Ycas, 1974) y
conjuntada un par de afnos mas tarde (Jensen, 1976). A esta hip6tesis se le conoce como
hipétesis del mosaico (Lazcano y Miller, 1999; Fani y Fondi, 2009), cuya premisa se basa
en un conjunto pequefo de enzimas poco especificas, las cuales podian llevar a cabo
diversas reacciones cada una. A través de duplicaciones génicas y mutaciones
divergentes seria posible que cada una de las copias fuera aumentando su especificidad y
la eficiencia de la reaccién catalizada, lo cual a su vez seria el motivo para la

conservaciéon de dichos genes, lo cual provoco el incremento en el tamafio del genoma.
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Ademas, el ensamble de nuevas rutas metabdlicas no ocurre de manera secuencial
(como en la hipdtesis retrégrada), y las copias provenientes de una enzima ancestral no
necesariamente van a participar en la misma ruta metabdlica (Jensen, 1976) debido a
que la divergencia funcional puede derivar en que cada una de las copias duplicadas lleve
a cabo funciones muy diferentes (Hughes, 1994).

1.6 Modelos de duplicaciéon génica

1.6.1 DDC (Duplication-Degeneration-Complementation)

Después de la publicacién del libro Evolution by Gene Duplication, quedd establecido el
modelo clasico de neofuncionalizacion, el cual a grandes rasgos establece que después
de que ocurre la duplicacion de un gen, ambas copias se conservan siempre y cuando
una de ellas adquiera un numero suficiente de mutaciones benéficas que le confieran una
nueva funcién (Ohno, 1970; Force et al., 1999). No fue sino hasta casi treinta afios mas
tarde cuando se propuso un modelo diferente, en el que se consideraba a las mutaciones
degenerativas como un factor que podia facilitar la preservacion de un par de genes
paralogos, los cuales se caracterizaban por tener mas de una funcion (Force et al., 1999).
Una caracteristica importante de dicho modelo es que las mutaciones ocurren de manera
neutral y que el par de duplicados retiene las funciones originales (Maere y van de Peer,
2010) y aunque originalmente se propuso que las subfunciones presentes en el gen que
se duplica eran de tipo regulatorio (asociadas a expresion génica) (Force et al., 1999)
posteriormente se asocié cada vez mas con funciones de tipo catalitico (Zhang, 2003).

De acuerdo con este modelo, existen dos fases desde que el gen se duplica hasta
su fijacién. En la primera, una de las copias adquiere una mutacion en la secuencia
codificante, de manera que se vuelve un alelo nulo y el producto pierde su funcionalidad.
Otra posibilidad es que ocurra una mutacién en una copia la cual le conferira una nueva
funciéon. Finalmente, una opcién adicional hace referencia a una serie de mutaciones
degenerativas que provocan que ambas copias pierdan alguna de las subfunciones, pero
que la accion sinérgica de ambas pueda restaurar la totalidad de las subfunciones
originales (Lynch y Force, 2000). La segunda fase implica que los paralogos que hayan
sido preservados, debido a que aun son funcionales, sigan acumulando mutaciones
degenerativas hasta que no queden subfunciones redundantes en ambas copias (Force et
al., 1999).
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1.6.2 EAC (Escape from the Adaptive Conflict)

Este modelo, generalmente considerado como una forma de neofuncionalizacion, genera
cierta controversia debido a que algunas de sus caracteristicas hacen que se confunda
con un modo de subfuncionalizacién. Su postulado central establece que, previamente a
la duplicacion, aparece una nueva funcién en un gen ancestral (debida a mutaciones),
convirtiéndolo asi en un gen bifuncional (Des Marais y Rausher, 2008; Conant y Wolfe,
2008). Sin embargo, la optimizaciéon de la nueva actividad se vera restringida debido a
que posiblemente las mutaciones requeridas para esto afectan a la actividad original,
generando un conflicto adaptativo entre ambas actividades (Hittinger y Carroll, 2007). La
solucion a este conflicto sera entonces la duplicacion del gen ancestral, seguida por la
acciéon de la seleccion natural positiva sobre ambas copias, gracias a la cual, en una se
optimizara la funcion ancestral, mientras que la otra mantendra la funcion adquirida
previamente a la duplicacién (Hittinger y Carroll, 2007; Des Marais y Rausher, 2008).

De lo anterior, resulta la controversia respecto a si es un caso de neo o
subfuncionalizacion, debido a que posteriormente a la duplicacién, cada copia optimizara
solo una funcién. La diferencia radica en el tipo de mutaciones: en el modelo clasico de
subfuncionalizacion (DDC), las mutaciones involucradas son neutras o ligeramente
deletéreas, mientras que en EAC involucra fundamentalmente sustituciones adaptativas
(Des Marais y Rausher, 2008). Y, si bien se trata de un caso de neofuncionalizacion,
existen ciertas diferencias con respecto al modelo original propuesto por Ohno (1970). De
acuerdo con este ultimo, el cambio adaptativo es posterior a la duplicacion y la nueva
funciéon aparecera gracias a la accion de la seleccion direccional, mientras que la
seleccion purificadora actuara sobre la copia que mantenga la funcion ancestral. En el
modelo EAC, la diferencia fundamental es que la nueva funcién es previa a la duplicacion.
Ademas, el cambio adaptativo ocurre sobre ambas copias; una optimizara la funcion
ancestral (lo cual no ocurre bajo el modelo clasico) mientras que la otra optimizara la

nueva funcion (Des Marais y Rausher, 2008).

1.6.3 IAD (Innovation, Amplification and Divergence)

Este modelo, propuesto por Pilar Francino hace una década, considera a las “explosiones

puntuadas de amplificacion génica” como el mecanismo principal para la evolucion de
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nuevos genes con nuevas funciones (Francino, 2005). El postulado principal de este
modelo puede resumirse de la siguiente forma: ante la apariciéon de una nueva presién de
seleccion (la cual generalmente estd asociada a un cambio en el ambiente de
determinado organismo) ocurre un proceso de duplicacién génica masiva, generando un
gran numero de copias paralogas (amplificacion génica). Evidentemente, no todas las
copias prevaleceran, y la mayoria de ellas pasara por un periodo de no-funcionalizacion, a
partir del cual se convertiran en pseudogenes o simplemente se perderan. Sin embargo,
una o mas copias habran adquirido una nueva funcién con valor adaptativo, lo cual
permitira su fijaciéon, ademas de que se requiere de un minimo de especializaciéon hacia
una determinada funcion, lo cual no necesariamente implica duplicaciéon génica previa
debido a que la funcién requerida puede ser una actividad secundaria en el gen en
cuestion (por ejemplo, que tenga cierto grado de promiscuidad catalitica) (Copley, 2003;
Francino, 2005; Nasvall et al., 2012). Este modelo representa una alternativa para superar
los obstaculos impuestos por el modelo clasico de neofuncionalizacién (Ohno, 1970) y se
basa en tres postulados centrales: (1) explosiones puntuadas de amplificaciéon génica, lo
cual llevara a la evolucion de nuevas funciones y a la subsecuente fijacién de aquellos
paralogos con valor adaptativo; (2) un periodo inicial de seleccion natural, positiva o
purificadora, en todas las copias (incluidas aquellas que se volveran pseudogenes) y (3)
formacion y pérdida de muchos pseudogenes (Francino, 2005).

1.7  Clasificacién funcional de proteinas

Una de las caracteristicas de los estudios comparativos de proteinas es la necesidad de
agrupar a éstas en un sistema de clasificacion que permita identificar rasgos comunes en
distintas proteinas. Una de las primeras clasificaciones fue la establecida por el Comité de
Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, la cual
Unicamente considera a las proteinas con actividad catalitica (enzimas) (Boyce y Tipton,
2001). En total se distinguen seis clases principales (Tabla 1), organizadas de acuerdo
con un sistema numérico de cuatro digitos en el que el primero de éstos indica el tipo de
reaccion catalizada, el segundo y el tercero representan a las subclases y sub- subclases
respectivamente y el cuarto es el digito exclusivo para cada enzima. Por ejemplo, en la
enzima cuyo numero de identificacion es el 1.1.1.1, el primer digito indica que pertenece a
la clase de las 6xidorreductasas. El segundo digito indica que se encuentra dentro de la
subclase de enzimas que actian sobre grupos de donadores CH-OH, mientras que el
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tercer digito o digito de la sub-subclase indica que utilizan NAD* o NADP* como aceptor.
El ultimo digito es el numero de serie para cada enzima, y en este caso sefiala que se
trata de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+. Este sistema es muy util porque
de esta forma se garantiza un nimero exclusivo para cada enzima diferente (Michal y
Schomburg, 2012).

Tabla 1. Clasificacion enzimatica de acuerdo con el sistema establecido por el Comité de

Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB, 1992).

Numero Tipo de reaccién | Nombre comin Significado del Significado del
de la clase catalizada de la clase segundo digito tercer digito
1.X.YZ Oxidacion / reduccion | Oxidorreductasas Donadorde H o e Aceptor
que se oxida
2XNY.Z Transferencia de Transferasas Grupo transferido Informacién adicional
grupos del grupo transferido
3.XYZ Hidrolisis Hidrolasas Naturaleza del enlace Naturaleza del sustrato
hidrolizado
4.XY.Z Rompimiento de Liasas Naturaleza del enlace Informacién adicional
moléculas de manera roto del grupo eliminado
no hidrolitica
5X.Y.Z Isomerizacion Isomerasas Tipo de isomerizacion Tipo de sustrato
6.X.Y.Z Sintesis Ligasas Tipo de enlace *Aplica solo en ligasas
formado C-N

Sin embargo, este sistema de clasificacion no considera al resto de proteinas que no
llevan a cabo una reaccién catalitica, como en el caso de las proteinas ribosomales, lo
cual hace necesario generar clasificaciones diferentes que engloben a toda la diversidad
proteinica. Una clasificacién alternativa es aquella que agrupa a las proteinas de acuerdo
al proceso celular en el que participan, lo cual puede derivar en clasificaciones tanto
generales como especificas (a nivel de rutas metabdlicas individuales). Por ello, lo ideal
seria encontrar una clasificacion intermedia de modo que pueda ser lo suficientemente
informativa, como la clasificacion que desarrolld Ménica Riley (1993) en la que clasificaba
a todos los genes de Escherichia coli que habian sido anotados correctamente hasta ese
momento en seis categorias generales que a su vez estan divididas en subcategorias
diferentes, pero sin llegar al nivel de rutas individuales (Riley, 1993). Por lo tanto, afios
mas tarde, el grupo de Eugene Koonin desarrollé6 un sistema para identificar genes
conservados en los tres dominios celulares y agruparlos en grupos de genes ortélogos
(COGs, por sus siglas en inglés) (Tatusov et al., 1997). Este sistema de clasificacion
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funcional consta de 15 categorias y ha sido ampliamente utilizado. Alrededor de la misma
época, fue creada la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(Kanehisa y Goto, 2000) la cual es un compendio de varias bases de datos entre las que
se incluyen aquellas que agrupan a las rutas metabdlicas en una serie de categorias mas
generales (KEGG PATHWAY) (Ogata et al., 1999), similares en numero y contenido a las
de la base de datos COGs.

Existen otras bases de datos que poseen una clasificacion funcional para las
proteinas de un organismo. Entre éstas destaca la del proyecto Ontologia Génica (Gene
Ontology), misma que trata de unificar la descripcion de los genes asi como de sus
productos en cualquier organismo con base en tres categorias: funcidon molecular, proceso
biolégico en el que participa y componente celular en el que se localiza (Ashburner et al.,
2000). Otras clasificaciones como la de MetaCyc (Karp et al., 2002) tienen la ventaja de
basarse principalmente en datos experimentales, pero debido a esto, Unicamente cuentan
con informacion referente a unos cuantos organismos. Incluso la base de datos BRENDA,
misma que inicialmente surgié como un recurso para proporcionar informaciéon meramente
bioquimica sobre cada enzima descrita, cuenta actualmente con una clasificacién
funcional para las enzimas similar a aquella de la base de datos KEGG (Chang et al.,
2014).
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2. Planteamiento del problema y objetivos

En este trabajo me propuse identificar si existen sesgos en cuanto a la proporciéon de
proteinas paralogas dentro de las diferentes categorias funcionales. Aunque se han
publicado varios trabajos cuyo obijetivo principal ha sido similar (Conant y Wagner, 2002;
Marland et al., 2004; Gevers et al., 2004; Roth et al., 2007; Bratlie et al., 2010),
practicamente cada autor ha utilizado un sistema de clasificacion diferente para los
productos génicos en cuestion. En particular, los trabajos de Gevers et al (2004) y de
Bratlie et al. (2010) son los mas parecidos a esta tesis en el sentido de que se utilizaron
Unicamente organismos procariontes, aunque el sistema de clasificacion que ambos
autores utilizan se basa en la base de datos COGs (Tatusov et al., 1997; 2003), que a
pesar de ser un recurso muy utilizado para identificar la naturaleza de secuencias
proteinicas, presenta ciertos errores e inconsistencias debido a que la anotacion de los
productos génicos se hace automaticamente (Cruz-Gonzalez, 2015). Debido lo anterior,
considero que el presente analisis ofrece ciertas ventajas tales como: 1) el uso de una
base de datos curada manualmente (KEGG PATHWAY) y que ademas contiene
informacion de las rutas metabdlicas especificas para cada organismo (Ogata et al., 1999;
Kanehisa y Goto, 2000) para identificar la categoria a la cual pertenecen las proteinas
identificadas como paralogas: 2) la seleccion de genomas se hizo con base en un criterio
biolégico, debido a que Gevers et al. (2004) y Bratlie et al. (2010) emplean todo tipo de
organismos procariontes de los algunos pueden sesgar los resultados, particularmente los
parasitos y organismos con genomas reducidos; 3) la seleccion de una muestra mas
representativa de organismos, la cual a pesar de ser mas pequefia que en los otros dos
trabajos, incluye un numero similar de organismos de los dominios Archaea y Bacteria.

Ademas, a la fecha no se ha publicado trabajo alguno en el que se aborde el
problema de la retencién de genes paralogos desde una perspectiva meramente
enzimatica, lo cual automaticamente excluye a todas aquellas proteinas sin actividad
catalitica. Esta propuesta constituye una idea novedosa y original, y debe analizarse
desde una perspectiva bioquimica.

El presente trabajo tiene dos objetivos generales los cuales son:

1) Identificar los genes paralogos de 20 genomas procariontes y comparar la
proporcién de éstos, tomando como base las categorias funcionales de KEGG
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PATHWAY (Ogata et al., 1999; Kanehisa y Goto, 2000).
2) Analizar la proporciéon de genes paralogos con base en las clases enzimaticas (de

acuerdo con la clasificacion establecida por el NC-IUBMB, 1992).

Finalmente, este trabajo permitirda conocer si existen categorias funcionales con
una tendencia a retener una gran cantidad de paralogos, e igualmente, si existen otras en
las que no ocurra este fendmeno. Ademas, proporciona la primera explicacion respecto a
si alguna(s) clase(s) enzimatica(s) posee(n) una proporcién mayor de paralogos con
respecto a las demas.
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2. Metodologia

Los proteomas de los organismos utilizados en el presente analisis fueron obtenidos a
partir del sitio de archivos de texto plano del Centro Nacional de Informacién
Biotecnologica (NCBI) (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/). Se seleccionaron los

organismos de tal manera que se abarcara la mayor diversidad de phyla para cada
dominio. En el caso de Bacteria, unicamente se seleccioné un individuo por phylum,
mientras que para Archaea se seleccion6 mas de un organismo por phylum para que la
muestra tuviera un numero similar de organismos. Para ambas muestras, los organismos
seleccionados debian cumplir con las siguientes caracteristicas: a) que su genoma (y
proteoma) esté completamente secuenciado; b) ser organismos con estilo de vida libre
(no parasitos ni endosimbiontes); ¢c) cuando menos un representante por cada phylum y d)
que cada uno de los phyla incluidos tuviera por lo menos dos especies diferentes con
genoma completamente secuenciado. Tomando en cuenta todas estas caracteristicas, la

lista final de los organismos seleccionados se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de organismos perteneciententes a los dominios Archaea y Bacteria, cuyos
proteomas fueron utilizados para el analisis posterior. Junto a la columna con los nombres de cada
organismo se indica el cddigo de tres letras para cada uno, de acuerdo con la base de datos
KEGG.

Bacteria Archaea

Aquifex aeolicus aae | Acidilobus saccharovorans 345-15 asc

Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 bsu | Ferroglobus placidus DSM 10642 fpl

Chlorobium chlorochromatii cch | Haloarcula marismortui ATCC hma
43049

Deferribacter desulfuricans SSM1 ddf | Methanococcus maripaludis C5 mmp

Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 eco | Methanosarcina acetivorans C2A mac

Spirochaeta smaragdinae DSM 11293 sma | Nitrosopumilus maritimus SCM1 nmr

Streptomyces coelicolor A3 (2) sco | Pyrobaculum calidifontis JCM pcl
11548

Synechocystis sp. PCC 6803 substr. GT-I syn | Pyrococcus furiosus DSM 3638 pfu

Thermodesulfovibrio yellowstonii DSM 11347 tye Sulfolobus solfataricus 98/2 sol

Thermus thermophilus HB27 tth

Salinibacter ruber DSM 13855 sru

Anadlisis bioinformatico. El proposito de este analisis fue obtener una lista de genes
duplicados (paralogos) por cada organismo. Para ello se utilizé el algoritmo BLAST
(Altschul et al., 1990). Los parametros utilizados fueron: (a) Un valor de corte (E-value) de
1e™, con el objetivo de evitar un nimero grande de falsos positivos. Este valor de corte
fue el mismo para todos los genomas analizados debido a que el tamafo de éstos no es
muy diferente entre si, sino que todos caen dentro del mismo orden de magnitud (Conant

y Wagner, 2002). (b) Un porcentaje de identidad igual o mayor a 20. (c) Un valor de query
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coverage (cobertura de la secuencia query) igual o superior a 75, el cual representa el

porcentaje de la secuencia query que se encuentra alineado con la secuencia blanco.

Asignacion de numero enzimatico y/o categoria funcional. Se utilizé la herramienta
en linea db2db, (http:/biodbnet.abce.ncifcrf.gov/) (Mudunuri et al., 2009). Dicha

herramienta permite asignar automaticamente la informacién correspondiente al numero

enzimatico y la categoria funcional, entre otras opciones, a partir de una lista inicial de
identificadores (en este caso los correspondientes al GI Number). Es importante
mencionar que Unicamente asigna la informacion a aquellos “hits” que presenten la
informacién correspondiente al nimero enzimatico y a la(s) ruta(s) metabdlica(s) en la(s)
que participa(n), lo cual excluye a aquellas proteinas catalogadas como hipotéticas, con
funciéon desconocida, o cuya definicion haya sido asignada a partir de los grupos de
ortdlogos (COGs). Para poder obtener esta informacion, obtuvimos los cddigos
equivalentes de KEGG Gene ID (identificadores utilizados en la base de datos KEGG)
para cada lista de valores Gl Number (una por organismo), tanto para las de genes
duplicados como para aquellas con los identificadores del proteoma completo. Una vez
hecho esto, se introdujeron los valores de KEGG Gene ID en el campo de busqueda de
db2db para que hiciera la asignacion del numero enzimatico, la ruta metabdlica en la cual
participan y, en muchos casos, de ambos valores para cada gen (Fig. S1). En el caso del
numero enzimatico, se utilizaron los valores establecidos por el Comité de Nomenclatura
de la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (Michal y Schomburg, 2012),
mientras que para la categoria funcional, se utilizé inicialmente la informaciéon de KEGG
PATHWAY (Ogata et al., 1999; Kanehisa y Goto, 2000), la cual corresponde al nombre de

cada una de las rutas metabdlicas identificadas para cada organismo.

Clasificacion operativa. El proposito de este trabajo fue tratar de identificar si hay alguna
tendencia de retencion de genes paralogos con base en el numero enzimatico de las
enzimas que codifican, asi como corroborar lo propuesto por otros autores respecto a que
existe una tendencia a retener genes paralogos que intervienen en la interaccion de un
organismo con su ambiente. Por lo tanto, para la clasificacion con base en el nimero
enzimatico se consideraron las seis grandes clases de reacciones enzimaticas
(oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas). La razéon de

esto es que cada clase de reaccion engloba reacciones individuales con una quimica muy
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parecida, y debido a que a la fecha no existe un estudio similar a éste, el hecho de
considerar las seis categorias de manera general representa una buena aproximacion
para identificar si hay algun patréon de retencién hacia cierta clase o clases. Para el caso
de las categorias funcionales, los resultados obtenidos con la herramienta db2db fueron
reagrupados en categorias mas generales (aquellas presentadas como subcategorias en
la base de datos KEGG PATHWAY (Tabla 3), con el fin de que hubiera el mismo nimero
de categorias funcionales en cada organismo. Entre las categorias utilizadas estan: 1)
metabolismo, 2) procesamiento de informacién genética, 3) procesamiento de informacion
ambiental y 4) procesos celulares, dentro de cada cual se incluye al conjunto de
subcategorias utilizadas en este trabajo. Cabe destacar que existen mas categorias
generales en esta base de datos ademas de las cuatro anteriores, pero ninguna de éstas
esta identificada en organismos procariontes, y debido a esto, no fueron contempladas

para el analisis.

Tabla 3. Subcategorias de KEGG PATHWAY con base en las cuales se clasificaron las enzimas
consideradas en el analisis. Para el caso de las ultimas dos categorias generales existe un numero
mayor de subcategorias, pero debido a que ninguna de éstas se encuentra identificada en los
organismos de la muestra, no se consideraron para el analisis.

Categoria general Clave de Subcategoria
subcategoria

Metabolismo

1.1 Metabolismo de carbohidratos

1.2 Metabolismo energético

1.3 Metabolismo de lipidos

1.4 Metabolismo de nucledtidos

1.5 Metabolismo de aminoacidos

1.6 Metabolismo de otros aminoacidos

1.7 Metabolismo y biosintesis de glicanos

1.8 Metabolismo de cofactores y vitaminas

1.9 Metabolismo de terpenos y policétidos

110 Biosintesis de otros metabolitos
secundarios

1.1 Metabolismo y degradacion de

xenobidticos

Procesamiento de informacion genética

21 Transcripcion

2.2 Traduccion

23 Plegamiento, clasificacion y

degradacion

24 Replicacién y reparacion
Procesamiento de informacion ambiental

341 Transporte membranal

3.2 Transduccion de senales
Procesos celulares

41 Motilidad celular
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Conteo por numero enzimatico y categoria funcional. En ambos casos, el conteo se
hizo de manera manual bajo el siguiente criterio. Para el caso de los numeros
enzimaticos, si la proteina en cuestion presentaba mas de uno, pero todos coincidian en
el primer digito, se contd como una sola vez, asumiendo que la funciéon general es en
esencia la misma y que podria tratarse de una enzima poco especifica. En el caso de que
presentara mas de un numero enzimatico pero que el primer digito fuera diferente, se
conté como dos o mas hits. Posteriormente, se hizo un conteo con base en la categoria
funcional. En este caso, debido a que hay enzimas identificadas en mas de una ruta
metabdlica, el criterio de seleccion se hizo a nivel subcategoria, es decir, si participaban
en mas de una ruta pero ambas pertenecen a la misma subcategoria (por ejemplo, si
participaba en las rutas de glucdlisis/gluconeogénesis y metabolismo de piruvato, las
cuales entran en la subcategoria de metabolismo de carbohidratos), se conté como una.
En caso de que participara en rutas de subcategorias diferentes, se contd como un
resultado para cada subcategoria.

Proporcion de paralogos. Una vez que se realizd el conteo para ambas clasificaciones,
se obtuvo la proporcion de cada categoria funcional y de cada numero enzimatico con
base en la sumatoria de las seis categorias enzimaticas y de las categorias funcionales
consideradas (18 en total). Se hizo un analisis similar para los resultados pertenecientes a
la parte del proteoma completo, y una vez obtenido esto, se calculd el valor proporcional

con base en la siguiente formula:

# de duplicados en cada categoria

i6n de duplicados =
proporclon ae QUpLeacos =y otal de genes para dicha categoria

Formula 1. Ecuacion general para calcular la proporcion de genes duplicados (paralogos) dentro
del proteoma de cada organismo

La razon de trabajar con un valor en porcentaje es que no podemos emplear el numero de
genes totales y duplicados totales para cierta categoria en cada organismo porque en
cada uno el tamafo del genoma es diferente, asi como el numero de genes por cada
categoria, ademas de que existe una correlacién positiva entre el tamafio del genoma y el
numero de paralogos, por lo que organismos con genomas mas grandes tendran a su vez
un numero mayor de paralogos (Gevers et al., 2004; Bratlie et al., 2010). Por lo tanto, el

valor proporcional obtenido mediante la férmula 1 es una manera de normalizar los datos
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(al convertirlos a valores porcentuales) y soluciona el problema mencionado anteriormente
debido a que nos permite tener una idea general de cuales son las categorias que
presentan un mayor (cercano a 1) o menor (cercano a 0) numero de duplicados, con lo
cual se pueden hacer comparaciones intra e interdominio. Un valor cercano a 1 indica que
la categoria en cuestidon presenta un gran numero de paralogos, mientras que un valor

cercano a 0 indica lo contrario.

Andlisis estadistico. Para poder identificar si existen diferencias significativas en cuanto
a la proporciéon de paralogos de cada clase enzimatica y de cada categoria funcional, se
realiz6 un ANOVA de una via para cada conjunto de datos (4 en total: 2 para la
clasificacion por nimero enzimatico y 2 para la clasificacion de KEGG). Posteriormente se
realizé6 una prueba de F para identificar si las varianzas eran iguales y finalmente una
prueba de t pareada para identificar si habia diferencias significativas entre las medias. El
valor de la significancia estadistica para todas las pruebas fue de P < 0.05 y fueron
hechas con Analysis ToolPak, incluido dentro de la paqueteria Microsoft Excel 2010.
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3. Resultados

31 Proporcion de cada clase de enzimas con base en su abundancia

En la Figura 4 se presentan los graficos de burbuja obtenidos a partir de los datos de las
tablas S1 y S2, mismos que representan la proporcion de cada clase enzimatica con
respecto al total de enzimas en los proteomas de bacterias (4A) y arqueas (4B), mientras
que en la figura 5 se muestra la proporcién de paralogos por cada clase con respecto al
total de enzimas paralogas (5A y 5B, respectivamente), obtenida a partir de los datos de
las tablas S3 y S4. Claramente, se pueden distinguir dos grupos dentro de de ambas
figuras: el primero que esta conformado por las clases 1, 2 y 3, mismas que en conjunto
representan en promedio el 70% del total de enzimas, y el grupo 2, conformado por las
clases 4, 5 y 6 y que en conjunto no representan mas del 30% del total de enzimas. Esto
concuerda con la distribucion general de enzimas (Tabla 11), que esta sesgada hacia las
tres primeras clases. Teniendo esto en cuenta, no resulta extrafio que la clase EC 2 sea la
gue se encuentra en mayor proporcion en todos los proteomas (Figura 4), debido a que es
la clase con un mayor numero de enzimas reportadas, aunque esta tendencia no se
observa para la proporcién de cada clase enzimatica para cada conjunto de paralogos
(Figuras 5A y 5B). Resulta evidente que la proporcion de enzimas de la clase 1 aumenta
considerablemente y presenta valores similares (y en ocasiones mayores) a los de la
clase 2, mientras que el resto de las clases presenta valores similares a su contraparte de
la Figura 4.

En la Figura 6 se muestran las graficas de burbujas construidas a partir de los
datos de las tablas S5 y S6, la cual representa los valores de la duplicabilidad (o
proporcién de retencion) de cada clase enzimatica, tanto para bacterias como para
arqueas (Fig. 6A y 6B respectivamente). En todos los organismos el valor de proporcion
de paralogos para la clase 1 es siempre mayor al del resto de las clases, y es en la Unica
clase en la que ocurre esto, lo cual nos dice que a pesar de que esta clase no se
encuentra en una gran proporcion en cada proteoma, si es la que presenta una

proporcidn mayor de enzimas duplicadas.
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Figura 4. Graficos de burbujas en los que se representa la proporcion porcentual de cada clase
enzimatica respecto al total descrito en el proteoma para cada organismo. Estas fueron construidas
con base en las tablas S1 y S2, y cada columna representa el 100% de enzimas en dicho
organismo. La figura 4A corresponde al dominio Bacteria, mientras que la figura 4B al dominio
Arquea.
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Figura 5. Graficos de burbujas en los que se representa la proporcién porcentual de cada clase
enzimética respecto al total descrito en el conjunto de paralogos para cada organismo. Estas
fueron construidas con base en las tablas S3 y S4, y cada columna representa el 100% de enzimas
en dicho organismo. La figura 5A corresponde al dominio Bacteria, mientras que la figura 5B al

dominio Arquea.
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Figura 6. Graficos de burbujas en los que se representa la proporcion de paralogos para cada una
de las clases enzimaticas. Estas fueron construidas a partir de los datos de las tablas S5y S6,y a
diferencia de las figuras anteriores, cada columna no representa el 100% de enzimas totales por
cada organismo, sino que cada celda representa la proporcion (0-1) de duplicados para dicha clase
enzimatica (Férmula 1). La figura 6A corresponde al dominio Bacteria, mientras que la figura 6B al
dominio Arquea.
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Para identificar si existen diferencias significativas entre la proporcion de paralogos
de cada clase enzimatica, se realizé un analisis de varianza de una via (con un intervalo
de confianza de 95%) para cada conjunto de valores de proporcion de paralogos, es decir,
uno para cada dominio (Tablas S5 y S6). Para ambos casos se encontré que existen
diferencias significativas entre las medias de la proporcidon de cada clase enzimatica,
aunque los valores de P son diferentes. En el caso de Archaea se obtuvo un valor de P =
2.25x10°.
Posteriormente se realizé una prueba de F para cada una con el fin de identificar si las

1.6x10°, mientras que para Bacteria el valor obtenido fue de P =

varianzas son iguales o desiguales. Los resultados de las pruebas de t pareada indican
que si existe una diferencia significativa entre la proporcién de paralogos de la clase de
las oxidorreductasas (EC 1) con respecto al resto de las clases, y esto ocurre tanto para
Archaea como para Bacteria (Tablas 4 y 5). Con respecto a las demas clases
enzimaticas, en ninguno de los casos se encontré que hubiera diferencias significativas
entre ellas. Por lo tanto, con estos resultados es posible decir que existe una retencion
preferencial de paralogos a nivel de la estructura primaria Unicamente para la clase de

oxidorreductasas.

Tabla 4. Resultados obtenidos mediante la prueba de t pareada, con el fin de identificar diferencias
significativas entre la proporcién de paralogos de cada clase enzimatica. Los resultados
corresponden al dominio Archaea y sélo aquellos significativamente diferentes se muestran en
color gris claro. Se utilizé un valor de P = 0.05 y un valor critico de t=2.12

Archaea EC 2 EC3 EC4 EC5 EC6
EC1
EC 2 5.39431051
EC3 451571368 | 0.16869613
EC 4 5.22924914 | 0.52075999 | 0.27504377
EC5 5.8652265 | 0.52124933 | 0.2369429 -0.07317992
EC6 5.98058871 | -0.10969092 | -0.26374792 | -0.66915742 | -0.71531524

Tabla 5. Resultados obtenidos mediante la prueba de t pareada, con el fin de identificar diferencias
significativas entre la proporcién de paralogos de cada clase enzimatica. Los resultados
corresponden al dominio Bacteria y so6lo aquellos significativamente diferentes se muestran en
color gris claro. Se utilizé un valor de P = 0.05 y un valor critico de t = 2.09

Bacteria EC3 EC 4 EC5 EC6
EC1
EC 2 3.60054942
EC3 2.80860989 | -0.57347935
EC 4 3.56149805 | -0.16543265 | 0.43558331
EC5 2.92945829 | -0.69979466 | -0.08041473 | -0.55723914
EC6 434952364 | 0.51513969 | 1.08656226 0.71143684 | 1.26422857
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3.2  Proporcién de enzimas con base en las categorias funcionales de KEGG

Una de las razones por las cuales se escogié el sistema de clasificacion de rutas
metabdlicas de la base de datos KEGG fue para poder contrastar los resultados obtenidos
con los trabajos de Gevers et al. (2004) y Bratlie et al. (2010), en los cuales los autores
clasifican al conjunto de proteinas de acuerdo con la base de datos COG (Tatusov et al.,
1997, 2003) la cual a pesar de ser un recurso muy utilizado, suele presentar ciertos
errores en cuanto a la correcta anotacién de las proteinas y de las rutas metabdlicas en
las que participan (Cruz-Gonzalez, 2015). A pesar de que los nombres de las categorias
COGs y KEGG son similares en muchos casos, existen otros en los que no coinciden, tal
como la de metabolismo y degradacién de xenobidticos (KEGG), la cual no tiene una
contraparte con el mismo nombre en COGs aunque algunas de las proteinas de la
categoria en KEGG se encuentran en la categoria de mecanismos de defensa (COGs).
En la Tabla 6 se presenta una comparacién resumida entre las principales caracteristicas

de los tres trabajos.

Tabla 6. Comparaciéon de algunas caracteristicas de nuestro trabajo con los de Gevers et al.,
(2004) y Bratlie et al., (2010). Una de las principales diferencias es el uso del parametro “query
coverage”, el cual no es considerado en ninguno de los otros trabajos. Ademas, aunque nuestra
muestra es mas reducida, ésta contiene un numero similar de organismos de los dominios Arquea
y Bacteria, los cuales se analizan por separado.

Gevers et al., 2004 Bratlie et al., 2010 Alvarez, 2016

Método de blastp all against all blastp all against all blastp all against all

identificacion de intraproteoma intraproteoma intraproteoma

paralogos

Parametros 30% ident.; 150 6 + 75% ident. entre E-value: 1e-07; > 20%
residuos alineados secuencias ident.; qcovs: 756 +

¢, Organismos Si Si No

parasitos?

Clasificacion funcional COGs COGs + GO terms KEGG PATHWAY

con base en:

Diversidad procarionte  Bacteria Bacteria + Archaea Bacteria + Archaea

¢ Consideraron No No No

plasmidos?
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Figura 7. Grafico de burbujas en el que se representa la proporcion de paralogos para cada una de
las categorias funcionales dentro del dominio Arquea, la cual se construy6 a partir de la tabla S7.
Un guién (-) indica que no se detectaron paralogos dentro de dicha categoria funcional, mientras
que una diagonal (/) indica la ausencia de dicha categoria para el organismo en cuestion, de
acuerdo con la base de datos KEGG PATHWAY. Los numeros al principio de cada fila indican la
categoria funcional, de acuerdo con la Tabla 3.
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Figura 8. Grafico de burbujas en el que se representa la proporcion de paralogos para cada una de
las categorias funcionales dentro del dominio Bacteria, la cual se construyé a partir de la tabla S8.
Un guion (-) indica que no se detectaron paralogos dentro de dicha categoria funcional, mientras
que una diagonal (/) indica la ausencia de dicha categoria para el organismo en cuestion, de
acuerdo con la base de datos KEGG PATHWAY. Los numeros al principio de cada fila indican la

categoria funcional, de acuerdo con la Tabla 3.
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Los resultados de este analisis se presentan en las Figuras 7 y 8, asi como en la
Tabla 7. Se realiz6 también una serie de pruebas de t pareada con el fin de identificar
diferencias significativas entre cada una de las categorias, mismas que se presentan en el
material suplementario (Tablas S9 y S10). A pesar de que cada dominio presenta un
patron globalmente diferente, si hay varios puntos coincidentes. En primer lugar, en
ambos dominios la categoria con mayor proporcion de paralogos es la de metabolismo y
degradacion de xenobidticos, seguida por la de transporte membranal y metabolismo de
lipidos. El resto de las categorias metabdlicas (verde) se distribuyen de manera diferente,
con excepcion de metabolismo de cofactores y vitaminas y metabolismo de nucleétidos,
mismas que evidentemente presentan una proporcidon de paralogos muy baja. Asimismo,
en ambos dominios las subcategorias de procesamiento de la informacion genética son
las que presentan la menor proporcion de paralogos. La subcategoria de transporte
membranal posee uno de los valores mas altos de proporcion de paralogos en ambos
dominios. Estos resultados muestran que la subcategoria de transduccion de sefiales esta
entre aquellas con mayor proporcién de paralogos en el dominio Bacteria. Finalmente, la
subcategoria de motilidad celular presenta un valor alto sélo en Archaea; en el caso de
Bacteria presenta un valor intermedio. Para el dominio Archaea, las categorias de
biosintesis y metabolismo de glucanos, asi como la de motilidad celular, a pesar de tener
una alta proporcién de paralogos, fueron excluidas del analisis debido a que sdélo estan
presentes en unos cuantos organismos y por lo tanto no pueden extrapolarse a todo el
dominio.

Resulta interesante el conjunto de categorias conformado por las ultimas seis en
cada dominio (Tabla 7) debido a que son las mismas para ambos dominios. A partir de
éstas, es posible decir que la categoria de procesamiento de la informacion genética es la
que presenta una menor proporcion de paralogos, dado que sus cuatro subcategorias se
hallan en la parte inferior de la Tabla 7. Ademas, las categorias de metabolismo de
nucledtidos y metabolismo de cofactores y vitaminas son, para ambos dominios, las

subcategorias metabdlicas con los valores mas bajos de proporcién de paralogos.
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Tabla 7. Proporcion porcentual de paralogos para cada una de las categorias funcionales en
Arquea y Bacteria. Para cada dominio, los resultados se muestran en orden descendente y solo
aquellos cinco con los valores mas altos se muestran en negritas. Se resaltan en verde aquellas
subcategorias que pertenecen al metabolismo; en violeta las de procesamiento de informacién
genética; en magenta las de procesamiento de la informacién ambiental y en azul la Unica que se
ubica dentro de procesos celulares. Los valores en rojo representan categorias presentes solo en
algunos miembros (menos de la mitad) de Archaea, por lo cual no se consideraron para este
apartado debido a que podrian sesgar los resultados. En vez de dichas categorias, se
consideraron las dos siguientes con la proporcion mas alta.

Archaea Bacteria
0.77 Xenobiotics biodegradation and metabolism 0.73 Xenobiotics biodegradation and metabolism
0.67 Glycan biosynthesis and metabolism 0.58 Membrane transport
0.66 Membrane transport 0.55 Signal transduction
0.65 Cell motility 0.52 Lipid metabolism
0.59 Lipid metabolism 0.48 Carbohydrate metabolism
0.55 Biosynthesis of other secondary metabolites 0.47 Biosynthesis of other secondary metabolites
0.51 Carbohydrate metabolism 0.44 Metabolism of terpenoids and polyketides
0.50 Signal transduction 0.43 Energy metabolism
0.47 Metabolism of other amino acids 0.42 Cell motility
0.44 Amino acid metabolism 0.42 Metabolism of other amino acids
0.42 Metabolism of terpenoids and polyketides 0.41 Amino acid metabolism
0.38 Energy metabolism 0.26 Glycan biosynthesis and metabolism
0.38 Folding, sorting and degradation 0.24 Folding, sorting and degradation
0.28 Metabolism of cofactors and vitamins 0.24 Metabolism of cofactors and vitamins
0.20 Nucleotide metabolism 0.24 Nucleotide metabolism
0.17 Replication and repair 0.17 Replication and repair
0.16 Transcription 0.12 Translation
0.10 Translation 0.00 Transcription

En la Tabla 8 se presenta una comparacién de los resultados con los de Gevers et
al. (2004) y Bratlie et al. (2010) Para fines practicos, unicamente se muestran las cinco
categorias con mayor numero de paralogos Yy las cinco con el menor nimero. Dentro del
primer grupo, la categoria de transporte membranal es la unica que coincide en los tres
trabajos. De manera similar, se puede considerar como compartida al conjunto
conformado por las categorias de Mecanismos de defensa (COGs) y Metabolismo y
degradacion de xenobioticos (KEGG) debido a que muchas de las enzimas que entran en
esta ultima estan involucrados en procesos de defensa (Copley, 2000; Wackett, 2004;
Jansen et al., 2005; Russell et al., 2011). Ademas, dentro del segundo grupo existen tres
categorias que coinciden en los tres trabajos: metabolismo de nucleétidos, metabolismo
de cofactores y vitaminas y traduccién. Debido al posible error de anotacion dentro de la

40




categoria de transcripcion para Bacteria, la categoria de traduccién podria ser aquella con

el menor numero de paralogos en todos los casos.

Tabla 8. Comparacién de los resultados de Gevers ef al. (2004) y Bratlie et al. (2010) con los
nuestros. Los resultados se muestran de acuerdo al numero o proporcion de paralogos por
categoria en orden descendente, y en el caso de nuestro trabajo, éstos fueron divididos en
Archaea y Bacteria. Aquellas categorias que estan presentes en los tres trabajos se marcan con un
color diferente. En el caso de aquellas marcadas en amarillo, no se trata de una categoria
equivalente en nombre, varias de las enzimas asignadas a metabolismo y degradacién de
xenobibticos (KEGG) pertenecen también a mecanismos de defensa (COG).

Gevers et al., 2004 Bratlie et al., 2010 Alvarez, 2016

Sélo Bacteria Mayormente Bacteria Archaea Bacteria

Categorias con mayor numero de paralogos

Metabolismo de Produccion y conversion Metabolismo y degradacion Metabolismo y degradacion
aminoacidos de energia de xenobidticos* de xenobidticos™
Transcripcion Movilidad celular Transporte membranal Transporte membranal

Metabolismo de iones Metabolismo y transporte Metabolismo de lipidos Transduccioén de sefiales
inorganicos de iones inorganicos

Metabolismo de Transduccion de senales Biosintesis de metabolitos Metabolismo de lipidos
carbohidratos secundarios

Mecanismos de defensa* Mecanismos de defensa* Metabolismo de Metabolismo de
carbohidratos carbohidratos

Categorias con menor nimero de paralogos

Replicacion, recombinacion Metabolismo de Metabolismo de cofactores y Metabolismo de cofactores y
y reparacion coenzimas vitaminas vitaminas
Biogénesis de membrana y Control de ciclo celular Metabolismo de nucledtidos Metabolismo de nucledtidos

pared celular

Transporte y metabolismo Modificaciones post- Replicacién y reparacion Replicacion y reparacion
de nucledtidos traduccionales

Transporte y metabolismo Metabolismo y transporte Transcripcion Traduccion
de coenzimas de nucledtidos

Traduccion , estructura y Traduccion Traducciéon Transcripcion **

biogénesis ribosomal

3.3  Correlacion positiva entre el niumero de paralogos y el tamaino del genoma

A partir de los datos del tamafio de proteoma y nimero de proteinas paralogas (Tabla 9)
se construyo la grafica de la Figura 9, con el propdsito de confirmar la propuesta de
Gevers et al., (2004) respecto a la relacion entre el nimero de paralogos y el tamafo del

genoma. Como se observa en la Figura 9, existe una correlacion positiva entre el tamafio
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del genoma y el numero de paralogos, sin importar el dominio al que pertenezcan los

organismos considerados (con un valor de R= 0.99).

Tabla 9. Muestra total de organismos utilizados dentro de este analisis. Estos se encuentran
acomodados de acuerdo a la cantidad de proteinas identificadas en el proteoma, en orden

ascendente.
Organismo junto con su respectivo codigo KEGG | Dominio | No.de No. de Valor prop.
de tres letras proteinas en paralogos | de paralogos
el proteoma
Aquifex aeolicus aae Bacteria 1497 378 0.253
Acidilobus saccharovorans 345-15 asc Archaea 1499 332 0.221
Nitrosopumilus maritimus SCM1 nmr | Archaea 1796 521 0.290
Methanococcus maripaludis C5 mmp | Archaea 1813 527 0.291
Thermus thermophilus HB27 tth Bacteria 1982 566 0.286
Chlorobium chlorochromatii cch Bacteria 1999 542 0.271
Thermodesulfovibrio  yellowstonii  DSM | tye Bacteria 2028 685 0.338
11347
Deferribacter desulfuricans SSM1 ddf Bacteria 2117 636 0.300
Pyrococcus furiosus DSM 3638 pfu Archaea 2122 727 0.343
Pyrobaculum calidifontis JCM 11548 pcl Archaea 2149 613 0.285
Ferroglobus placidus DSM 10642 fpl Archaea 2480 817 0.329
Sulfolobus solfataricus 98/2 sol Archaea 2679 1042 0.389
Salinibacter ruber DSM 13855 sru Bacteria 2801 851 0.304
Synechocystis sp. PCC 6803 substr. GT-I syn Bacteria 3169 1096 0.346
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 eco Bacteria 4140 1766 0427
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 bsu Bacteria 4175 1757 0.421
Spirochaeta smaragdinae DSM 11293 sma | Bacteria 4219 2000 0474
Haloarcula marismortui ATCC 43049 hma | Archaea 4243 1890 0.445
Methanosarcina acetivorans C2A mac | Archaea 4540 2302 0.507
Streptomyces coelicolor A3 (2) sco Bacteria 7767 4023 0.518
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Figura 9. Grafica en la cual se observa como el nimero de pardlogos en cada genoma esta

correlacionado positivamente con el tamafio del genoma, con un coeficiente de correlacion de R =

0.99.
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4. DISCUSION

4.1 Las categorias funcionales con mayor proporcion de paralogos estan

asociadas con la interacciéon ambiental

A pesar de haber utilizado un nimero menor de organismos, una clasificacion funcional
distinta, y de haber incluido también al dominio Archaea, existen varias semejanzas con
los trabajos reportados por Gevers et al. (2004) y Bratlie et al., (2010). El primer grupo
reportd que las categorias que presentan un mayor numero de genes duplicados son
aquellas relacionadas con el metabolismo de aminoacidos, metabolismo de carbohidratos,
transcripcion, transporte y metabolismo de iones inorganicos, asi como la de mecanismos
de defensa (Gevers et al., 2004). Estas dos Ultimas categorias también son reportadas
por Bratlie et al. (2010) como aquellas que tienen mas paralogos, aunque ellos también
reportan las de produccion y conversion de energia, motilidad celular y transduccién de
sefales. Es importante mencionar que dentro de las categorias de metabolismo de
aminoacidos, metabolismo de iones inorganicos y mecanismos de defensa, muchas de
las proteinas paralogas son transportadoras (Gevers et al., 2004), las cuales forman
familias homologas (Saier y Paulsen, 1999; Braibant et al., 2000; Higgins, 2001; Davidson
et al., 2008).

En nuestros resultados (correspondientes al dominio Bacteria), las tres categorias
con mayor proporcién de paralogos son: metabolismo y degradacion de xenobidticos,
transporte a través de membrana y transduccion de sefales. Particularmente en este
dominio, la transduccion de sefales esta mediada en su mayoria por sistemas de dos
componentes, los cuales constan de una histidina-cinasa sensora, ubicada en la
membrana, y un regulador de respuesta afin, el cual se encuentra en el citoplasma
(Sheng et al.,, 2012), y en la mayoria de los casos, estas categorias se asocian con
procesos de respuesta ante el estrés generado por condiciones ambientales cambiantes
(L6pez-Maury et al., 2008). La diversificacion de este sistema sensorial, se debe a
procesos de duplicacion génica seguidos por procesos de divergencia y al transporte
horizontal. La duplicacion de alguno de los dos componentes puede ocasionar que
sefales diferentes puedan desencadenar la misma respuesta (en caso de que se duplique
la cinasa) o bien, que una sola cinasa pueda dirigir efectos de salida diferentes (en caso
de que se haya duplicado el regulador de respuesta) (Capra y Laub, 2012). Se ha
observado que grupos de bacterias que viven en ambientes constantes poseen
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relativamente pocos genes del sistema de dos componentes (Capra y Laub, 2012), lo cual
puede ser una razoén por la que Gevers et al. (2004) no reportaron esta categoria como
una de las que poseen mayor proporcién de paralogos, debido a que incluyeron una gran
cantidad de organismos parasitos. Ademas, el uso de este sistema parece estar limitado
exclusivamente para el dominio Bacteria, y aunque en algunos representantes de Archaea
se han encontrado proteinas del sistema de dos componentes, éstas no estan distribuidas
uniformemente a lo largo del dominio y el nimero de proteinas es menor que en las
bacterias de vida libre (Koretke et al., 2000), razén por la cual en nuestro analisis esta
categoria no figura entre aquellas con mayor proporcién de paralogos.

El transporte a través de membrana es un proceso fundamental en la interaccién
de los organismos con su ambiente, y muy probablemente, el hecho de poder permear
selectivamente ciertas moléculas fue crucial en las primeras células que habitaron el
planeta (Davidson et al., 2008). Por ejemplo, para aquellos organismos cuya principal
fuente de nutrientes es la ingesta de compuestos organicos exégenos, la cantidad de
transportadores va a ser mayor que para organismos que utilizan solo sustancias
inorganicas como fuente de energia (Saier y Paulsen, 1999). Ademas, se ha observado
que aquellos linajes que se han tenido que adaptar a condiciones muy diversas,
presentan un mayor numero de transportadores ABC, de los cuales existe practicamente
uno para cada tipo de molécula que tenga que atravesar la membrana celular (Higgins,
2001). Por lo tanto, la naturaleza de procesos como el transporte a través de membrana y
la transduccién de sefales claramente confirma lo propuesto por otros autores respecto a
que, por lo menos en procariontes, la duplicacion génica es un recurso muy importante
para la adaptacion a nuevos ambientes (Gevers et al., 2004; Bratlie et al., 2010; Francino,
2012; Kondrashov, 2012), ya que las categorias mencionadas claramente juegan un papel
fundamental en la interaccién entre un organismo y su ambiente. De igual forma, la
degradacion y metabolismo de xenobidticos es un proceso relacionado con la adaptacién
a nuevas condiciones ambientales generadas por la introduccién de sustancias
sintetizadas por el hombre, aunque debido a diferencias fundamentales con las dos
categorias mencionadas anteriormente, sera tratado mas a detalle en la siguiente

seccion.
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4.2 El caso del metabolismo y degradaciéon de xenobiéticos

En todos los proteomas analizados, existen pocas enzimas asignadas a esta
subcategoria, con excepcion de Streptomyces coelicolor, aunque esto puede deberse al
tamafo de su genoma, en comparacién con otras subcategorias metabdlicas (Tabla 10).
Esta subcategoria es de particular interés debido a que muchos de estos compuestos
(xenobidticos) se han introducido recientemente al ambiente, y por ende, algunas enzimas
que participan en la degradacién de estos compuestos probablemente evolucionaron
recientemente. Y a pesar de que naturalmente existen compuestos de este tipo, muchos
de estos han sido introducidos a partir de la llamada “era industrial”, lo cual ha llevado a la
modificacién de los ambientes originales en los que habitaba un gran nimero de especies
microbianas, particularmente el suelo y el agua. Por lo tanto, asi como en los mamiferos
interviene el sistema inmune en la proteccién del hospedero, de una manera analoga los
procariontes han optado por una mecanismo similar: aumentar su repertorio de enzimas
catabodlicas para degradar muchos de los compuestos introducidos por el hombre
(Wackett, 2004).

La introduccion de compuestos xenobidticos al ambiente ha afectado
practicamente a todos los seres vivos, lo cual ha favorecido la evolucién procesos ya sea
para adquirir resistencia ante éstos o bien para poder metabolizarlos y utilizarlos como
una fuente alternativa de nutrientes (i.e. carbono) (Russell et al., 2011). La adquisicion de
resistencia es una de las mecanismos mas utilizados por organismos eucariontes, y
basicamente ha consistido en la sobreexpresion o amplificacién génica de familias
proteinicas muy especificas, tales como esterasas, Cyt P450 y GST (Li et al., 2007;
Omiecinski et al., 2010; Russell et al., 2011; Croom, 2012). La metabolizacién de
xenobidticos es caracteristica de organismos procariontes, y ha sido posible gracias a la
evolucion de nuevas rutas metabdlicas (Russell et al., 2011) y al transporte horizontal de
genes (Janssen et al., 2005). De interés particular resulta el primer caso, debido a que
han surgido nuevas enzimas y nuevas rutas en un lapso relativamente corto de tiempo
(aprox. dos siglos), lo cual representa un buen modelo para estudiar la evolucion
enzimatica y de nuevas rutas metabdlicas por medio de duplicacién génica y posterior
divergencia funcional (Crawford et al., 2007). Este no es un hecho trivial, sino que es
posible gracias a ciertas caracteristicas de este tipo de organismos, entre las que
destacan: (1) tamafos poblacionales muy grandes en comparaciéon con eucariontes, (2)
tiempos generacionales muy cortos y (3) un repertorio bioquimico mas amplio que en los
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eucariontes (Russell et al., 2011). Ademas, este mecanismo ocurre preferentemente en
procariontes de vida libre (Martinez-Nufez, et al., 2015). Aunque existen ciertas rutas y
enzimas de esta categoria que han sido adquiridas mediante transporte horizontal
(Janssen et al., 2005), muchas otras son producto de procesos de duplicacién génica y
subsecuente divergencia (Russell et al., 2011). El hecho de que muchas enzimas
metabdlicas puedan reconocer compuestos que no son su sustrato nativo (lo que se
conoce como ‘“‘metabolismo subterraneo”) es quiza la mejor explicaciéon para el
surgimiento de nuevas rutas metabdlicas y nuevas enzimas como una forma de
interaccién con un ambiente cambiante, en el cual un sustrato inicial alternativo para una
enzima “A”, puede volverse el sustrato primario para una enzima “A1” (surgida gracias a
la duplicacién de A) (D’Ari y Casadesus, 1998; Notebaart et al., 2014). Uno de los casos
mas estudiados al respecto es el de la ruta degradativa del pentaclorofenol (PCP), un
xenobiodtico sintetizado artificialmente y que fue introducido al ambiente en 1936 (Copley,
2000; Schmidt et al., 2003). Por lo tanto, la ruta para degradar este compuesto debid
haber surgido en los ultimos 80 afios (Teichmann et al., 2001b). Esta consta de tres
enzimas, las cuales son homdélogas a enzimas de distintas rutas del metabolismo central
(especificamente el catabolismo de diclorofenoles y de los aminoacidos fenilalanina y
tirosina): (1) pentaclorofenol (PCP) hidroxilasa (surgida a partir de una diclorofenol
hidroxilasa), (2) tetraclorohidroquinona (TCHQ) deshalogenasa (a partir de la enzima
maleilacetoacetato isomerasa) y (3) 2,6-diclorohidroquinona (DCHQ) dioxigenasa (enzima
existente antes de la aparicion de la introduccion de PCP al ambiente) (Copley, 2000). Sin
embargo, esta ruta presenta varias caracteristicas y desperfectos que pueden ser
considerados como evidencia de que ha evolucionado recientemente. En primer lugar, la
PCP hidroxilasa tiene una pobre eficiencia catalitica, la cual se debe a su amplia
especificidad de sustrato. Ademas, TCHQ dehalogenasa es inhibida por sustratos
aromaticos. Finalmente, la expresién de PCP hidroxilasa y DCHQ dioxigenasa es inducida
por PCP, lo cual no ocurre con TCHQ deshalogenasa, que es expresada
constitutivamente en presencia de glutamato (Copley, 2000; 2009).
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Tabla 10. Proporcién de paralogos para la categoria de metabolismo y degradacion de
xenobidticos. Se indica tanto el numero de rutas especificas que entran en esta categoria,
identificadas para cada organismo de acuerdo con la base de datos KEGG, asi como el nimero

total de enzimas y el numero de paralogos para cada uno.

# totalde | # de enzimas
# de rutas para| enzimas |en estas rutas
degradacion de| dentro de | con al menos | Proporcién de
Organismo Phylum xenobidticos | estas rutas | un paralogo paralogos

Bacteria

Escherichia Proteobacteria 12 32 25 0.78
Bacillus Firmicutes 5 19 19 1.00
Streptomyces Actinobacteria 15 71 65 0.92
Spirochaeta Spirochaetes 7 16 11 0.69
Synechocystis Cyanobacteria 9 8 4 0.50
Salinibacter Bacteroidetes 10 22 13 0.59
Chlorobium Chlorobi 2 6 6 1.00
Thermus Deinococcus-Themus 9 19 13 0.68
Aquifex Aquificae 6 15 14 0.93
Deferribacter Deferribacteres 3 8 4 0.50
Thermodesulfovibrio Nitrospirae 4 15 6 0.40
Archaea

Methanococcus Euryarchaeota 1 6 o) 0.83
Methanosarcina Euryarchaeota 8 33 21 0.64
Ferroglobus Euryarchaeota 4 38 34 0.89
Haloarcula Euryarchaeota 7 42 32 0.76
Pyrococcus Euryarchaeota 2 7 4 0.57
Sulfolobus Crenarchaeota 9 40 35 0.88
Pyrobaculum Crenarchaeota 4 28 17 0.61
Acidilobus Crenarchaeota 0 0 0 0.00
Nitrosopumilus Thaumarchaeota 5 6 6 1.00

Aharoni et al, (2005) demostraron experimentalmente que una enzima

especializada en una funcién, aunque con presencia de una o mas actividades
secundarias, puede sufrir mutaciones que la lleven a incrementar la eficiencia sin
disminuir la actividad nativa. Con el tiempo, dicha enzima podria especializarse mas (Fig.
10) (Aharoni et al., 2005; Khersonsky y Tawfik, 2010). A pesar de que ha habido procesos
de duplicacion y divergencia, algunos de estos paralogos retienen la capacidad de llevar a
cabo mas de una sola reaccién y de aceptar sustratos diferentes, por lo que se conocen
como intermediarios generalistas (Aharoni et al., 2005).

Aunque no se identifico que, individualmente, cada una de las enzimas de esta
subcategoria metabolice mas de un sustrato, existen varias evidencias que apoyan este
punto: (1) son muchos los compuestos xenobidticos que han sido vertidos al ambiente y
relativamente pocas las enzimas encargadas de metabolizarlos (Tabla 10) (Agrawal y
Shahi, 2015), (2) algunos de estos compuestos tienen estructuras quimicas similares a la
de ciertos metabolitos que ocurren naturalmente y (3) el hecho de que esta categoria sea

48



la que mas paralogos tiene implica que la mayoria de sus enzimas han surgido por
duplicacion y divergencia de enzimas pertenecientes a otras rutas del metabolismo central
(especificamente, a partir de la ruta degradativa de diclorofenoles y del metabolismo de
fenilalanina y tirosina) las cuales probablemente poseian una actividad secundaria para
metabolizar muchos de estos compuestos.

Intermediario Enzima

generalista

-—-r-u-—-

reespecializada

Enzima poco
especifica

Duplicacion y divergencia

Figura 10. Esquema general que explica la aparicién de nuevas enzimas y nuevas funciones. Una
enzima totalmente especifica hacia una funcioén, o con actividad(es) secundaria(s) leve puede sufrir
mutaciones que le confieran la capacidad de llevar a cabo una nueva funcién (para el caso de que
la enzima fuera especifica) o de incrementar la o las actividades secundarias que posean pero sin
disminuir considerablemente (o no disminuir del todo) la actividad nativa. Esto dara lugar a un
intermediario generalista, el cual llevara a cabo mas de una actividad. Finalmente, si una de estas
nuevas actividades resulta benéfica para la adecuacién del organismo, los procesos de duplicacion
y divergencia pueden generar una enzima reespecializada, la cual sera optima para una de las

actividades secundarias, mientras que la copia original retendra la funcion original.

4.3 La proporcion de paralogos para la clase de las éxidorreductasas difiere
significativamente del resto de las clases enzimaticas

La clase de las 6xidorreductasas (EC 1) agrupa a todas aquellas enzimas que intervienen
en la catalisis de reacciones de oxidacion-reduccion, en las cuales siempre hay un grupo
que se oxida y otro que se reduce. Muchas de las enzimas de esta clase reciben también
el nombre de deshidrogenasas debido a que la oxidacién de su respectivo sustrato ocurre
mediante la sustraccion de protones (iones H*), mientras que en aquellas en las que el O,
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es el aceptor se utiliza el término oxigenasa (Boyce y Tipton, 2001). Como se observa en
la Figura 6, esta es la unica clase enzimatica que presenta una retencién preferencial de
sus paralogos.

Después de que ocurre la duplicacidén de un gen, la prevalencia de las dos copias
depende de que, o bien una de ellas adquiera una nueva funcién, o se lleve a cabo una
reduccién de funciones (en caso de que el producto génico duplicado tuviera mas de una),
de manera que una de las copias mantuviera una de las funciones y su paralogo la otra.
Debido a que este ultimo escenario es el mas probable (Force et al., 1999; Lynch y Force,
2000) puedo pensar que la mayoria de los paralogos que pertenecen a las
oxidorreductasas ha logrado permanecer debido a: (1) la enzima ancestral poseia baja
especificidad y por lo tanto podia aceptar mas de un sustrato (promiscuidad catalitica); (2)
alguna caracteristica inherente a la enzima ayudd a que pudiera llevar a cabo una nueva
funciéon. Para este Uultimo caso, lo mas probable es que la nueva actividad esté
relacionada con la actividad original y no que sea una totalmente diferente (Zhang, 2003),
lo cual no se limita solamente a las enzimas de esta clase.

De acuerdo con O’Brien y Herschlag (1999), las actividades secundarias o
reacciones alternativas pueden ser facilitadas gracias a grupos cataliticos dentro del sitio
activo de una enzima, tales como (1) iones metalicos, (2) cofactores, (3) nucledfilos, (4)
aceptores y donadores de protones, asi como (5) acidos y bases generales. Las
propiedades quimicas de las éxidorreductasas muestran que éstas constituyen la clase
enzimatica que emplea una mayor diversidad de aceptores y donadores de protones.
Ademas, de entre todas las clases enzimaticas, ésta presenta una mayor proporcion de
enzimas que requieren de un cofactor organico (80.4%), superando por mas del doble a la
siguiente clase enzimatica que mas requiere de cofactores (EC2: 36.5%) y por mas del
triple al resto de las clases (EC 3: 4%; EC 4: 27.2%; EC 5: 23.4% y EC 6: 29.6%).
Asimismo, es la clase enzimatica que utiliza una mayor diversidad de cofactores
organicos (19 en total) (Fischer et al., 2010) (Tabla 11), en particular el NAD*(P) y el FAD,
los cuales son dos de los metabolitos mas utilizados en todo el metabolismo (Alves et al.,
2002). También, esta clase enzimatica también es la que emplea una mayor diversidad de
iones metalicos para la catalisis 6xido-reduccion (Andreini et al., 2008; Ji et al., 2008; Kim
et al., 2013). Esta caracteristica es muy importante, ya que gracias a esto las
Oxidorreductasas son la clase enzimatica que tiene una mayor intervencion en procesos
del metabolismo energético (Ji et al., 2008) y ciclos biogeoquimicos (Falkowski et al.,
2008; Kim et al., 2013); procesos que se basan en reacciones de 6xidorreduccion. Por lo
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tanto, la gran diversidad de estos grupos cataliticos presentes a lo largo de esta clase
enzimatica pudo haber sido el factor determinante para la adquisicion de una nueva
funcion después del proceso de duplicacion, o bien, para la optimizacién de alguna de las
subfunciones presentes previamente a la duplicacion, ya que como sefalan O’Brien y
Herschlag (1999): “No hay razén para esperar que en las reacciones alternativas se
utilicen estos grupos del sitio activo de la misma manera en que se utilizan en la reaccién

nativa.”

Tabla 11. Comparacion entre el total de niumeros EC diferentes con respecto al nimero de
enzimas que requieren algun cofactor organico para llevar a cabo la reacciéon que catalizan. El
numero total de enzimas fue obtenido a partir de la base de datos ENZYME, del Instituto Suizo de
Bioinformatica (Bairoch, 2000), mientras que la lista de enzimas que utilizan cofactores organicos
fue obtenida de la base de datos CoFactor Database, del Instituto Europeo de Bioinformatica
(Fischer et al., 2010). Los resultados se comparan con los porcentajes obtenidos por Fischer et al.
en 2010.

EC Number No. total de No. de enzimas Porcentaje (%) Porcentaje # cofactores
enzimas que utilizan algun (Fischer et al., distintos
cofactor organico 2010) (%)
EC 1 1567 1204 76.8 80.4 19
EC 2 1654 460 27.8 36.5 16
EC 3 1303 34 2.6 4.0 11
EC 4 582 109 18.7 27.2 15
EC 5 253 34 13.4 234 9
EC 6 187 37 19.8 29.6 3

El hecho de que una enzima sea poco especifica no implica necesariamente un
efecto negativo para la adecuacién del organismo, sobre todo si dicha actividad raramente
ocurre o si no implica gasto energético alguno (Copley, 2003). Lo que si se requiere es
que la promiscuidad catalitica se encuentre por encima de un umbral de ventaja selectiva
para que pueda fijarse en el genoma, o lo que es lo mismo, un gen con una escasa
actividad para una reaccion secundaria, requeriria un gran numero de mutaciones para
optimizar dicha actividad y por lo tanto tendria una menor probabilidad de ser fijada
(O’Brien y Herschlag, 1999). Si suponemos que una deshidrogenasa ancestral catalizaba
dos reacciones similares pero utilizando el mismo grupo catalitico, esto implica que ambas
funciones no pueden llevarse a cabo de la manera mas optima debido a que ocupan el
mismo sitio activo. Si ambas funciones son importantes para una célula y se encuentran

por encima del umbral de ventaja selectiva, una vez que ocurra el proceso de duplicacion
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lo mas probable seria que ocurrieran mutaciones degenerativas en ambas copias para
que asi cada una solo lleve a cabo una de las dos funciones (Force et al., 1999; Hittinger
y Carroll, 2007; Des Marais y Rausher, 2008).

Como se menciond anteriormente, los grupos cataliticos presentes en el sitio
activo de una enzima pueden ser la clave para la evolucién de nuevas funciones.
Particularmente destaca el caso de los cofactores organicos, los cuales son metabolitos
muy importantes para el correcto funcionamiento de las enzimas, y de los cuales se
piensa que han sido un factor muy importante en la evoluciéon de nuevas enzimas (Alves
et al., 2002) y de nuevas rutas metabdlicas (Schmidt et al., 2003) (Fig. 11).

La mayoria de las oxidorreductasas son capaces de utilizar cofactores organicos
como el NAD" y el FAD gracias a la presencia de un dominio de unién a nucleétidos
(conocido como plegamiento Rossmann), el cual consta de un conjunto de hojas
paralelas a las cuales se unen dos o mas a-hélices, mismas que estan unidas a un loop
(conocido como “P loop”) que interacciona con los fosfatos de los nucledtidos (Kuriyan et
al., 2013). Se piensa que fue a partir de un dominio ancestral de unién a la porcion
piridinica de ciertos nucleétidos que evolucion6 el dominio de union a NAD (Buehner et
al., 1973), el cual posteriormente se fusiond con una diversidad de otros genes (Eventoff
et al., 1975), dando lugar asi a familias de proteinas que tienen en comun este dominio de
unién a nucledtido (Teichmann et al., 2001a; 2001b).

De acuerdo con la base de datos CoFactor (Fischer et al., 2010), tanto el NAD*
como el FAD estan involucrados en mas del 80% de las reacciones llevadas a cabo por
deshidrogenasas. Ademas, muchas de las enzimas que requieren de estos dos cofactores
para su funcionamiento son las que a su vez poseen un numero mayor de paralogos
(datos no mostrados) en comparacion con aquellas que no requieren o que utilizan alguno
distinto (como el heme). Debido a los valores de corte utilizados en el analisis del BLAST,
particularmente el porcentaje de cobertura (query coverage), asi como al tamafio del
dominio de unidn a nucleétidos, creemos que estos hits constituyen verdaderos paralogos
y no unicamente proteinas cuya unica regién homdloga sea el dominio Rossmann.
Ademas, el hecho de que muchas proteinas con este dominio posean a su vez algun
dominio adicional (Teichmann et al., 2001a; 2001b), implica que muchos de los
homologos encontrados dentro de esta clase enzimatica comparten otros dominios
ademas del dominio de union a dinucledtido.

Tomando en cuenta lo descrito anteriormente, propongo que en etapas tempranas

de la evolucion bioldgica, enzimas con baja especificidad y un dominio de unién a
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nucledtidos podian haber catalizado un gran numero de reacciones en las que nucleétidos
como el NAD y el FAD eran los principales donadores y/o aceptores de protones. La
versatilidad de estos cofactores, asi como la naturaleza de las reacciones en las que
intervienen, fueron quiza el sustrato que propicié la evolucion de enzimas a través de
duplicacion génica, y una vez ocurrido esto, los paralogos pudieron ser retenidos gracias
a que: 1) pudieron llevar a cabo reacciones diferentes (aunque en esencia basadas en la
misma quimica), o 2) llevaron a cabo mas eficientemente una de las subfunciones
ancestrales. A esto se le puede afadir el hecho de que la mayoria de los procariontes
participa en procesos metabdlicos cuya quimica se basa principalmente en reacciones de
6xido/reduccién, por lo cual, muy probablemente no encontrariamos esta retencion

preferencial de oxidorreductasas dentro de los genomas eucariontes.

Figura 11. Modelo de evolucion en mosaico del metabolismo, con énfasis en los metabolitos
involucrados. Este expresa la evolucion de nuevas rutas metabdlicas a partir del reclutamiento de
enzimas preexistentes que participan en rutas diferentes. Sin embargo, este modelo es ligeramente
diferente debido a que considera a los metabolitos muy utilizados como el agente director del
reclutamiento de enzimas. En la parte izquierda se encuentran tres de los metabolitos que son mas
ampliamente utilizados (H,O, ATP y NADH). En la parte del centro esta representada una serie de
enzimas, las cuales estan unidas con una linea al metabolito que utilizan en la reaccién que llevan
a cabo, y que no necesariamente participan en la misma ruta metabdlica. Finalmente, en la parte
derecha se representa una ruta metabdlica ensamblada mediante el modelo de mosaico (Waley,
1969; Ycas, 1974; Jensen, 1976), la cual estda compuesta por enzimas que utilizan alguno de los
metabolitos mas ampliamente usados.
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4.4  La estructura quimica y funcion de los metabolitos en los organismos influye

en la retencion de enzimas paralogas

Los resultados de este trabajo concuerdan con aquellos obtenidos por Gevers et al.
(2004) y Bratlie et al. (2010) en cuanto a las categorias con una menor proporcion de
paralogos, tales como el metabolismo de nucleétidos, metabolismo de cofactores y
vitaminas y el proceso de traduccién. Sin embargo, tanto Gevers et al. (2004) como Bratlie
et al (2010). unicamente proponen una explicacion para las categorias con mas
paralogos, la cual tiene que ver con la adaptacion a nuevos ambientes, y no dan una
explicacion convincente para aquellas categorias con una baja proporcion (basicamente,
argumentan que su proporcion de genes paralogos es baja debido a que son procesos
que no estan implicados en la interaccion organismo-ambiente). Debido a esto, en este
trabajo trato de proporcionar algunas otras razones para este hecho, las cuales estan
asociadas con las caracteristicas bioquimicas de estas subcategorias.

A pesar de que el proceso de duplicacion génica puede ocurrir de manera
aleatoria, si existen restricciones para la retencion de los genes duplicados (Papp et al.,
2003; Davis y Petrov, 2004) por lo cual no todos tendran la misma probabilidad de ser
retenidos (Pap et al., 2003; Marland et al., 2004; He y Zhang, 2005). Si el gen duplicado
no mejora en forma alguna la eficiencia de la funcion original, la no funcionalizacién puede
ser el escenario mas probable. Pero, ;qué ocurre cuando se duplica mas de un gen en el
mismo evento? Suponiendo que todos los genes duplicados codifican para enzimas, la
presion de seleccion podria ser la capacidad para metabolizar un sustrato nuevo. Si el
hecho de metabolizarlo representa una ventaja para el organismo, los candidatos mas
probables para llevar a cabo esto serian las enzimas recién duplicadas, mediante la
acumulacién de mutaciones (lo cual representaria un escenario de neofuncionalizacion)
(Fig. 12a-c), prevaleciendo aquellas que requieran un menor niumero de mutaciones,
mientras que las otras serian eliminadas (Khersonsky y Tawfik, 2010). Incluso, se ha
demostrado que en ocasiones una sola sustitucion es mas que suficiente para que la
especificidad de una enzima por un sustrato cambie hacia uno nuevo (Umeno et al., 2005;
Varadarajan et al., 2005; Watts et al., 2006), como ocurre con las enzimas MDH y LDH,
las cuales son homoélogas y un simple cambio de R102 en MDH por Q102 en LDH es
suficiente para que la especificidad cambie de malato a lactato (Goward y Nicholls, 1994).

Sin embargo, este no es el Unico escenario posible para la preservacion de una

enzima duplicada. Supéngase ahora que al aparecer un nuevo sustrato, alguna enzima
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posee una ligera afinidad hacia éste. Si el hecho de metabolizarlo representa una ventaja
para el organismo, es evidente que este hecho no podria ocurrir de la manera mas
eficiente porque la enzima en cuestiéon posee una mayor especializacion hacia su funcion
original. Pero si ocurriera una duplicaciéon para el gen que codifica a la enzima en
cuestion, este hecho podria ocasionar que cada copia se especializara hacia una funcién
diferente y por ende, la eficiencia de ambas podria alcanzarse bajo un escenario de
subfuncionalizacion (D'Ari y Casadesus, 1998; Bergthorsson et al., 2007) (Fig. 12d-f).

Un factor importante en las suposiciones anteriores es la existencia de sustratos
similares. Tomando en cuenta esto, una posible explicacion al hecho de que ciertas
categorias metabdlicas (particularmente metabolismo de nucleotidos y metabolismo de
cofactores y vitaminas) presenten una proporcién de paralogos muy baja puede
encontrarse precisamente en los sustratos (metabolitos) involucrados. Por ejemplo,
muchos de los metabolitos que participan en la biosintesis y degradacion de cofactores
organicos son casi exclusivos para esta categoria funcional y no suelen fungir como
intermediarios en otras categorias (Kuper et al., 2000; Begley et al., 2008; Bettendorf y
Wins, 2009; Braakman y Smith, 2013; Walsh y Wencewicz, 2013). Debido a esto, si
alguna enzima que participe en este proceso se duplicara, su retencion dependeria de la
utilidad de su funcion. Podria coincidir con la aparicion de un nuevo sustrato, pero
tomando en cuenta las caracteristicas Unicas de muchos de los metabolitos del
metabolismo de cofactores, otra enzima que participase en un proceso distinto podria ser
una mejor opcion para metabolizar el nuevo sustrato y por lo tanto, tendria mayor
probabilidad de retener a su paralogo. En pocas palabras, sin la presencia de sustratos
similares, la adaptacion de una enzima duplicada a una funcién nueva se vuelve mas

dificil y lo mas probable es que se vuelva una copia no funcional.
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Figura 12. Escenarios distintos mediante los cuales podria preservarse un gen paralogo como
consecuencia de la aparicion de nuevos sustratos. Las condiciones iniciales son las mismas para
ambos casos (a y d), sin embargo, en el primero ocurre un evento de duplicacién génica
coincidente con la apariciéon de un nuevo sustrato (D3b), el cual no puede ser metabolizado por
ninguna de las enzimas del organismo en cuestion. Sin embargo, dicho sustrato es quimicamente
similar al sustrato 8, por lo que lo mas probable es que la enzima B’ requiera un nimero menor de
mutaciones para poder metabolizar al sustrato 3 (D3c), lo cual puede ser visto como la adquisicion
de una nueva funcién (neofuncionalizacion). Por el contrario, también existe la posibilidad de que
una de las enzimas presente cierta afinidad al nuevo sustrato (D3e), y si esto resulta benéfico para
el organismo (por ejemplo, si el nuevo sustrato representa una buena fuente de carbono), sera muy
probable que ocurra un evento de duplicacion para que de esta manera cada copia (B y B’) pueda

especializarse hacia una funcion.

Adicionalmente, la promiscuidad enzimatica parece estar determinada por la ruta
metabdlica en la que participa cada una. No todas las rutas metabdlicas son tan versatiles
y promiscuas (Khersonsky y Tawfik, 2010), y parece ser que mientras mas versatil sea
determinada ruta metabdlica y mas promiscuas las enzimas que la conforman, mas facil

sera su especializacién hacia una nueva funcién (Umeno et al., 2005; Khersonsky y
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Tawfik, 2010), tal como ocurre con las enzimas de la ruta biosintética de carotenoides, en
la cual se ha demostrado experimentalmente una gran diversificacion en cuanto a la
especificidad de sustrato gracias a cambios genéticos (mutaciones) limitados (Umeno et
al., 2005).

Otra posible explicacién tiene que ver con la idea de “subsistemas cristalizados”
(Woese, 1987; 1998; Koonin, 2014), la cual propone que existen ciertos procesos
celulares tan universales y conservados (y por ende muy antiguos) gracias a que se
“cristalizaron” tempranamente en el curso de la evolucion biolégica. Se cree que esto
ocurrié debido a que la forma de llevar a cabo dichos procesos era quiza la mejor (o la
Unica) forma de hacerlo, y el hecho de que ocurrieran mutaciones en los genes
involucrados podria modificar de manera drastica la adecuacion del organismo. El ejemplo
mas tipico es el proceso de traduccién (Woese, 1998), seguido quiza por otros procesos
informacionales como la transcripciéon y la replicacién (Koonin, 2014). Incluso se ha
propuesto la biosintesis de cofactores como uno de los eventos mas antiguos en la
evolucion del metabolismo debido a que ninguna ruta metabdlica funciona sin éstos
(White, 1982; Braakman y Smith, 2013). Precisamente, estas cuatro categorias aparecen
como aquellas con menor proporcion de paralogos en nuestro analisis (Tablas R2 y R3) y
apoyan la idea de que los genes mas esenciales rara vez presentan muchos paralogos
(He y Zhang, 2006).

A partir de las dos consideraciones anteriores, propongo que en procesos muy
conservados y/o muy antiguos, asi como en aquellos que utilizan intermediarios
metabdlicos cuya naturaleza quimica es casi exclusiva para estas rutas, no habra casi
paralogos debido a que se vuelve menos probable que encuentren una funcion util.

Finalmente, cabe la posibilidad de que la proporcion tan baja de paralogos en
estas categorias tenga que ver mas con cuestiones metodoldgicas. Esta apela a la mayor
antiglledad de estos procesos con respecto a otros, lo cual podria provocar que con los
meétodos y parametros utilizados sea imposible detectar secuencias que guarden cierto
parecido. Probablemente al relajar los parametros se podria encontrar un mayor numero
de “hits” para estas categorias, pero debido a que en los otros trabajos publicados estas
categorias son la regla mas que la excepcion, se podrian realizar comparaciones a nivel
estructura terciaria para confirmar si en efecto estas categorias casi no poseen paralogos,
o si la misma antigledad de dichos procesos ha provocado que no se detecten paralogos
mediante la simple comparacién de las estructuras primarias (Mayr et al., 2007).
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5. Conclusiones

El analisis de las diferentes categorias funcionales en las cuales se agrupan las rutas
metabdlicas (y por ende las enzimas) de los microorganismos permitid corroborar la idea
de que por lo menos dentro de los procariontes, aquellas categorias con una mayor
proporcion de enzimas paralogas estan relacionadas con la interaccién entre los
organismos y su ambiente, lo cual a su vez les confiere la capacidad de hacer frente a
nuevas condiciones ambientales o a sustancias ajenas al ambiente original. El uso de la
base de datos KEGG en vez de COG como recurso para clasificar a las rutas metabdlicas
de los organismos de la muestra nos permitié identificar a la categoria de metabolismo y
degradacion de xenobibticos como aquella con la mayor proporcidon de paralogos y para la
cual no existe un equivalente directo en la base de datos COG. Aunque probablemente no
fueron consideradas algunas enzimas de esta categoria (particularmente aquellas que
son producto del transporte horizontal, las cuales se hallan en plasmidos) el estudio
posterior de las rutas y enzimas involucradas en este proceso puede ser un buen modelo
para conocer mejor el proceso de evolucion por medio de duplicacion génica, gracias a
que muchas de estas enzimas son quiza de las mas recientes en haber surgido y en su
mayoria a partir de la duplicacién de enzimas del metabolismo central.

A su vez, para aquellas categorias metabdlicas con una proporcién muy baja de
paralogos podrian utilizarse bases de datos como BRENDA (Schomburg et al., 2002) en
las que se indican los sustratos alternativos que han sido reportados para la mayoria de
las enzimas. Si mi propuesta (respecto a que la quimica organica y la bioquimica de las
enzimas es una limitante para la retencidon de sus paralogos) es correcta, entonces
esperariamos ver que las enzimas de estas rutas casi no aceptaran sustratos alternativos.
Las comparaciones a nivel de estructura terciaria podrian ayudar a determinar si en efecto
las enzimas de estas rutas casi no tienen paralogos, o si estos han divergido tanto que ya
es imposible detectar la homologia a nivel de estructura primaria.

Por otra parte, la gran diversidad metabdlica presente en los dominios Archaea y
Bacteria (particularmente en el caso de los ciclos biogeoquimicos), sumado al hecho de
que en la mayoria de las Oxidorreductasas existen grupos potencialmente cataliticos
(principalmente metabolitos tan ampliamente utilizados, como el FAD y el NAD") que
pueden favorecer que dichas enzimas lleven a cabo reacciones alternativas, son quiza los

dos factores mas importantes que propician la retencién de una gran proporcion de
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enzimas de esta clase después de eventos de duplicacion génica, y es la misma razon

por la que en el resto de las clases enzimaticas no observamos el mismo fenémeno.
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Figura S1. Esquema en el que se ilustra, mediante nodos y conectores, el conjunto de las bases
de datos a las cuales tiene acceso la herramienta db2db del sitio bioDBnet. El formato de entrada
de la lista de genes fue el GI Number (rectangulo con linea sélida), a partir del cual se obtuvieron
los respectivos identificadores para KEGG Gene ID, EC Number y KEGG Pathway ID (rectangulos
con linea discontinua). Modificado a partir de https://biodbnet-abcc.ncifcrf.gov/dbinfo/netGraph.php
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Tabla S1. Proporcion de enzimas dentro de cada clase enzimatica para los organismos del dominio

Bacteria, con respecto al nimero total de enzimas que presenta cada uno. En la primera fila se

indica el codigo de tres letras usado para identificar a cada organismo en la base de datos KEGG.

EC Class eco bsu sco ssm | syn sru cch tth aae ddf tye
EC1 19.89 | 18.76 | 22.73 | 16.39 | 2063 | 20.09 | 19.97 | 19.66 | 21.55 | 18.20 | 19.97
EC 2 3275 | 31.70 | 29.30 | 32.11 | 31.75 | 30.13 | 3243 | 31.27 | 32.66 | 35.32 | 35.97
EC3 26.74 | 31.31 | 2462 | 25.64 | 2050 | 23.73 | 19.97 | 19.66 | 16.33 | 17.89 | 15.51
EC4 940 7.71 930 | 11.48 | 10.75 | 10.19 | 9.74 11.30 | 1044 | 10.70 | 10.23
EC5 6.06 490 | 622 |680 | 713 |6.11 6.71 6.66 6.90 6.57 6.77
EC6 515 562 |783 |758 |925 |975 11.18 | 1146 | 1212 | 11.31 | 11.55
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tabla S2. Proporcion de enzimas dentro de cada clase enzimatica para los organismos del dominio
Archaea, con respecto al nimero total de enzimas que presenta cada uno. En la primera fila se

indica el cddigo de tres letras usado para identificar a cada organismo en la base de datos KEGG.
EC Class mmp mac fpl hma pfu sol pcl asc nmr
EC1 18.30 20.00 20.83 23.07 19.71 | 23.21 | 22.80 19.81 15.75
EC 2 34.94 34.39 3367 29.02 33.63 | 31.05 | 33.83 35.75 35.89
EC3 14.97 18.22 14 .50 19.39 1844 | 15.86 | 16.07 16.67 12.04
EC4 10.91 10.32 11.67 12.67 10.67 | 12.02 | 11.03 9.90 12.91
EC5 7.95 6.50 7.83 5.70 6.51 5.84 5.05 6.28 8.53
EC 6 12.94 10.57 11.50 10.14 11.03 | 12.02 | 11.21 11.59 14.88
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tabla S3. Proporcion de enzimas dentro de cada clase enzimatica para los organismos del dominio
Bacteria, con respecto al numero total de enzimas paralogas que presenta cada uno. En la primera
fila se indica el codigo de tres letras usado para identificar a cada organismo en la base de datos

KEGG.

EC Class eco bsu sco ssm syn sru cch tth aae ddf tye
EC1 2540 | 2412 | 27.38 | 20.14 | 29.60 | 26.75 | 2440 | 28.04 | 34.27 | 28.66 | 30.88
EC 2 28.99 | 3043 | 28.15 | 28.20 | 26.40 | 27.63 | 27.38 | 2540 | 24.16 | 29.30 | 32.35
EC3 2527 | 3144 | 2249 | 3128 | 21.20 | 21.93 | 2083 | 19.05 | 11.80 | 14.65 | 13.24
EC4 9.18 5.30 8.74 | 10.90 | 8.00 11.40 | 8.93 8.99 10.67 | 7.64 10.78
EC5 6.78 3.91 6.17 | 6.16 9.20 6.14 | 4.76 7.41 7.87 5.73 5.39
EC6 4.39 4.80 707 |3.32 5.60 6.14 1369 | 1111 | 11.24 | 14.01 | 7.35
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Tabla S4. Proporcion de enzimas dentro de cada clase enzimatica para los organismos del dominio
Archaea, con respecto al numero total de enzimas paralogas que presenta cada uno. En la primera
fila se indica el codigo de tres letras usado para identificar a cada organismo en la base de datos
KEGG.

EC Class mmp mac fpl hma pfu sol pcl asc nmr
EC1 36.36 24.06 30.81 33.33 3463 | 31.98 | 38.46 35.04 21.05
EC 2 24 .68 33.42 32.70 22.85 27.80 | 28.38 | 27.22 35.90 29.82
EC3 11.69 19.52 11.37 2043 1415 | 13.51 | 1243 9.40 8.77
EC4 7.14 9.36 9.95 11.83 9.27 8.11 8.88 3.42 14.04
EC5 10.39 5.08 6.64 457 4.88 4.95 2.37 4.27 7.89
EC 6 9.74 8.56 8.53 6.99 9.27 13.06 | 10.65 11.97 18.42
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tabla S5. Proporcion de enzimas paralogas dentro de cada clase enzimatica para los organismos
del dominio Bacteria. Cada valor se obtuvo al dividir el numero de enzimas paralogas en cada
clase enzimatica sobre el total de enzimas presentes en la misma clase. En la primera fila se indica
el cédigo de tres letras usado para identificar a cada organismo en la base de datos KEGG.

EC Class eco | bsu sco ssm syn sru cch tth aae ddf tye

EC1 0.58 | 0.67 0.66 0.58 0.45 044 0.33 0.42 0.48 0.38 0.52
EC 2 040 | 0.50 0.52 0.41 0.26 0.30 0.23 0.24 0.22 0.20 0.30
EC3 043 | 0.52 0.50 0.57 0.32 0.31 0.28 0.28 0.22 0.20 0.29
EC4 045 | 0.36 0.51 0.45 0.23 0.37 0.25 0.23 0.31 017 0.35
EC5 0.51 | 0.41 0.54 043 0.40 0.33 0.19 0.33 0.34 0.21 0.27
EC6 0.39 | 0.44 0.49 0.21 0.19 0.21 0.33 0.28 0.28 0.30 0.21

Tabla S6. Proporcion de enzimas paralogas dentro de cada clase enzimatica para los organismos
del dominio Archaea. Cada valor se obtuvo al dividir el numero de enzimas paralogas en cada
clase enzimatica sobre el total de enzimas presentes en la misma clase. En la primera fila se indica
el cédigo de tres letras usado para identificar a cada organismo en la base de datos KEGG.

EC Class mmp mac fpl hma pfu sol pcl asc nmr
EC1 0.57 0.57 0.52 0.68 0.65 | 0.51 0.53 0.50 0.33
EC 2 0.20 0.46 0.34 0.37 0.31 0.34 | 0.25 0.28 0.21
EC3 0.22 0.51 0.28 0.50 028 [ 032 |0.24 0.16 0.18
EC 4 0.19 0.43 0.30 044 0.32 | 0.25 |0.25 0.10 0.27
EC5 0.37 0.37 0.30 0.38 0.28 | 0.31 0.15 0.19 0.23
EC6 0.21 0.39 0.26 0.33 0.31 0.40 | 0.30 0.29 0.31
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Tabla S7. Proporcion de enzimas paralogas dentro de cada categoria funcional (de acuerdo con la
base de datos KEGG) para los organismos del dominio Archaea. Cada valor se obtuvo al dividir el
numero de enzimas paralogas en cada clase enzimatica sobre el total de enzimas presentes en la
misma clase. En la primera fila se indica el cédigo de tres letras usado para identificar a cada
organismo en la base de datos KEGG. Se resalta en gris los cinco valores promedio mas altos del
total de categorias consideradas. Se omiten los valores de las categorias de biosintesis y
metabolismos de glucanos, asi como de motilidad celular debido a que solo estan reportadas en

unos cuantos organismos.

mmp | mac | fpl hma pfu sol pcl asc nmr Prom.
Metabolismo de carbohidratos 0.43 0.57 | 0.62 0.65 054 | 0.51 | 049 | 041 | 0.38 0.51
Metabolismo energético 0.46 0.57 | 0.38 0.41 019 | 052 | 049 | 0.21 | 0.19 0.38
Metabolismo de lipidos 0.00 0.36 | 0.64 1.00 0.67 | 0.89 | 0.74 | 0.73 | 0.25 0.59
Metabolismo de nucleétidos 0.11 0.25 | 0.19 0.28 020 | 0.25 | 0.15 | 0.17 | 0.16 0.20
Metabolismo de aminoacidos 0.33 0.51 | 0.48 0.60 046 | 048 | 040 | 0.36 | 0.35 0.44
Metabolismo de otros aminoacidos 0.13 0.55 | 0.75 0.74 0.73 | 0.56 | 0.33 | 0.25 | 0.17 047
Biosintesis y metabolismo de - - - 1.00 1.00 | - - 0.00 | - 0.67
glicanos
Metabolismo de cofactors y 0.18 0.40 | 0.21 0.35 025 | 0.33 | 0.30 | 0.19 | 0.35 0.28
vitaminas
Metabolismo de terpenos y 0.09 0.47 | 0.61 0.71 020 | 0.54 | 0.50 | 047 | 0.23 0.42
policétidos
Biosintesis de otros metabolitos 0.50 0.67 | 0.54 0.57 0.60 | 0.75 | 042 | 0.44 | 0.50 0.55
secundarios
Metabolismo y degradacion de 0.83 0.64 | 0.89 0.76 057 | 0.88 | 0.61 | - 1.00 0.77
xenobidticos
Transcripcion 0.06 0.17 | 0.11 0.42 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.00 | 0.32 0.16
Traduccioén 0.05 0.11 | 0.08 0.11 0.14 | 0.14 | 0.11 | 0.10 | 0.06 0.10
Plegamiento, clasificacion y 0.10 0.40 | 0.34 0.29 045 | 059 | 042 | 035 | 0.44 0.38
degradacion
Replicacién y reparacion 0.00 0.28 | 0.07 0.37 0.00 | 0.31 0.27 | 0.23 | 0.00 017
Transporte membranal 0.63 0.86 | 0.72 0.68 069 | 064 | 058 | 0.65 | 0.52 0.66
Transduccion de seiales 0.57 0.50 | 0.58 0.60 0.00 | 0.67 | 0.36 | 0.58 | 0.59 0.50
Motilidad celular 0.60 0.79 | 0.50 0.69 - - - - 0.65
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Tabla S8. Proporcion de enzimas paralogas dentro de cada categoria funcional (de acuerdo con la
base de datos KEGG) para los organismos del dominio Bacteria. Cada valor se obtuvo al dividir el
numero de enzimas paralogas en cada clase enzimatica sobre el total de enzimas presentes en la

misma clase. En la primera fila se indica el cédigo de tres letras usado para identificar a cada

organismo en la base de datos KEGG. Se resalta en gris los cinco valores promedio mas altos del
total de categorias consideradas.

eco bsu | sco ssm | syn sru cch tth aae | ddf | tye Prom.
Metabolismo de 0.57 | 0.60 | 0.70 | 0.60 | 0.36 | 042 | 0.36 | 0.39 0.46 | 0.35 | 0.48 | 0.48
carbohidratos
Metabolismo energético 0.57 | 0.50 | 0.59 | 0.60 | 0.32 | 0.28 | 0.32 | 0.29 0.44 | 0.29 | 0.54 | 0.43
Metabolismo de lipidos 045 | 075 | 0.79 | 0.61 | 0.29 | 057 | 0.35 | 0.57 0.39 | 0.38 | 0.52 | 0.52
Metabolismo de 0.34 | 040 | 0.38 | 0.24 | 0.14 | 014 | 0.15 | 0.22 0.19 | 0.18 | 0.27 | 0.24
nucleétidos
Metabolismo de 048 | 054 | 058 | 0.50 | 0.33 | 040 | 0.28 | 045 0.37 | 0.28 | 0.36 | 0.41
aminoacidos
Metabolismo de otros 052 | 075 | 0.73 | 0.56 | 0.20 | 050 | 0.22 | 0.46 0.40 | 0.10 | 0.16 | 0.42
aminoacidos
Biosintesis y 0.36 | 0.50 | 0.67 | 0.10 | 0.00 | 0.29 | 0.24 | 0.00 0.24 | 0.27 | 0.15 | 0.26
metabolismo de
glicanos
Metabolismo de 0.23 | 0.35 | 040 | 0.27 | 0.26 | 024 | 0.25 | 0.14 0.21 | 0.14 | 0.19 | 0.24
cofactors y vitaminas
Metabolismo de 048 | 066 | 0.82 | 0.42 | 0.37 | 055 | 0.35 | 045 0.20 | 0.20 | 0.33 | 0.44
terpenos y policétidos
Biosintesis de otros 047 | 044 | 044 | 0.76 | 0.56 | 057 | 043 | 0.63 0.00 | 0.29 | 0.62 | 0.47
metabolitos secundarios
Metabolismo y 0.78 | 1.00 | 0.92 | 0.69 | 0.50 | 059 | 1.00 | 0.68 1.00 | 0.50 | 0.40 | 0.73
degradacion de
xenobidticos
Transcripcion 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Traduccién 0.14 | 0.19 | 0.27 | 0.11 | 0.14 | 0.08 | 0.04 | 0.10 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.12
Plegamiento, 0.27 | 049 | 0.27 | 0.19 | 0.28 | 0.26 | 0.11 | 0.21 0.19 | 0.18 | 0.24 | 0.24
clasificacion y
degradacion
Replicacion y reparaciéon | 0.14 | 0.18 | 042 | 0.18 | 0.05 | 0.21 | 0.16 | 0.08 0.13 | 0.15 | 0.14 | 0.17
Transporte membranal 0.72 | 0.81 | 0.74 | 0.84 | 0.63 | 053 | 041 | 0.67 0.21 | 046 | 0.39 | 0.58
Transduccion de 0.67 | 0.67 | 066 | 0.75 | 0.49 | 059 | 0.21 | 0.23 0.35 | 0.62 | 0.76 | 0.55
senales
Motilidad celular 0.23 | 0.46 | 0.00 | 0.70 | 0.00 | 0.37 | 0.00 | 0.00 0.22 | 0.51 | 044 | 0.27
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Tabla S9. Diferencias significativas entre cada una de las categorias funcionales con respecto a
las demas, correspondientes al dominio Archaea y obtenidas a partir de la tabla S7. Estas se
identificaron por medio de pruebas de t pareada y con un valor de P = 0.05. Las celdas en color
negro representan la interseccion de una categoria con ella misma y aquellos casos en donde
existen diferencias significativas se indican con una X. Las columnas correspondientes a las
categorias 1.7 y 4.1 se omitieron de este analisis debido a que en la mayoria de los organismos no
se encuentra representada y su comparacion con el resto de las categorias podria sesgar los
resultados.
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Tabla S$10. Diferencias significativas entre cada una de las categorias funcionales con respecto a

las demas, correspondientes al dominio Bacteria y obtenidas a partir de la tabla S8. Estas se

identificaron por medio de pruebas de t pareada y con un valor de P = 0.05. Las celdas en color
negro representan la interseccion de una categoria con ella misma y aquellos casos en donde
existen diferencias significativas se indican con una X. Los encabezados de cada fila y columna
corresponden a los cédigos de las categorias funcionales de KEGG PATHWAY (ver Tabla 2 en

Metodologia)

1.1
1.2
13
14
1.5

1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.11
21
22
23
24
31
3.2
41

x

11 12 13 14 15 16 17 18 19 1.10

x

1

N
-

A
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

X X X X X X X X X X X

X X X X

22 23 24 31 32 441

X X X X X X

X X X X X

X
X
X

X X X X X

X
X
X

X X X X X

74



Anexos Il
Script 1: parseblast1.pl

#!/usr/bin/perl
# This scripts takes two parameters

print ("Dame el nombre del archivo (salidad del blast)\n");
$blastfile = <STDIN>;
chomp ($blastfile);

print ("Dame el valor de corte\n");
$cutoff = <STDIN>;
chomp ($cutoff);

open(BLAST, "$blastfile") || die " Unable to load $blastfile.\n";
open(RESULTS1, ">>Results1");

while (<BLAST>) {
$totallines++;
# using the split function we populate the @fields array
@fields = split(\t/, $_);

# Compare alignment length with user supplied cutoff
if ($fields[2] < $cutoff) {
$printedlines++;
# we print the whole line ($_) in case
print RESULTS1"$_";
}
¥
$percentage = int($printedlines*100/$totallines);

print RESULTS1 "Printed $printedlines/$totallines ($percentage%).\n";
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Script 2: parseblast2.pl
#!/usr/bin/perl
# This scripts takes two parameters

print ("Dame el nombre del archivo (salidad del blast)\n");
$blastfile = <STDIN>;
chomp ($blastfile);

print ("Dame el valor de corte\n");
$cutoff = <STDIN>;
chomp ($cutoff);

open(BLAST, "$blastfile") || die " Unable to load $blastfile.\n";
open(RESULTS, ">>Results");

while (<BLAST>) {
$totallines++;
# using the split function we populate the @fields array
@fields = split(\t/, $_);

# Compare alignment length with user supplied cutoff
if ($fields[6] > $cutoff) {

$printedlines++;

# we print the whole line ($_) in case

print RESULTS "$_";

}
}
$percentage = int($printedlines*100/$totallines);

print RESULTS "Printed $printedlines/$totallines ($percentage%).\n";
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Script 3: blast2adjLists_ed1.pl
#!/usr/local/bin/perl -w

# blast2adjLists_ed1.pl, version ed1.
# copyright Manuel J. Gbmez, CNB-CSIC

# USAGE: blast2adjLists_ed1.pl blast_output.file e-value
# EXAMPLE: blast2adjLists_ed1.pl Myco.blast 1e-80

# This script parses a BLAST output in table format, and constructs adjacency
# lists by considering as neighbours those pairs of sequences that
# have been identified as similar with e-values under a certain value.

# For each line parsed that fulfils the two following conditions: i) that the

# line does not refer to a self-match, and, ii) that the e-value is under a given

# value, the two entries in the line are entered as first and second values in a

# hash of hashes, forcing the construction of a simmetrical matrix. The advantage
# of doing this in Perl is that even in this situation the result is not a complete

# matrix, because only the existing pairs of neighbours are stored. The e-values
# are also stored, and if there are several hits for the same pair of sequences,

# with different e-values, only the one that has the lowest e-value is kept.

use strict;

my ($threshold);
my (@column);

my ($prot1,$prot2);
my (%adMat);

my ($first,$second);

$threshold = SARGV[1]; # Maximum e-value allowed.

# This part parses the blast output
open (FILE , "SARGV][0]") or die "Can not open $ARGV[0]\n";

while (<FILE>)
chomp;
@column = split (\t/,$_);
if ($column[0] ne $column[1]) {
if ($column[10]<$threshold) {
$column[0] =~ /gi\|\d*)\|/;

$prot1 = $1;
$column[1] =~ /gi\|(\d*)\/;
$prot2 = $1;

if (not exists $adMat{$prot1 K $prot2}) {
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$adMat{$prot1}{$prot2} = $column[10];
$adMat{$prot2}{$prot1} = $column[10];

} elsif ($adMat{$prot1{$prot2} > $column[10]){
$adMat{$prot1}{$prot2} = $column[10];
$adMat{$prot2}{$prot1} = $column[10];

# This part prints the adjacency list

print "Nodes\t\tNeighbours\n";

foreach $first (sort keys %adMat) {
print "$first\t";
foreach $second (sort keys %{$adMat{$first}}) {
print "$second ";
}

print "\n";

}

B B

HEHH
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