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RESUMEN

En el presente trabajo, se analizaron proteinas con “dominios homdlogos” a los
presentes en cada componente de la cascada de fosforrelevo para esporular de Bacillus
subtilis. Para ello, se utiliz6 la base de datos de procariotas de nuestro grupo, denominada
Gene Context Tool Ill, que almacena los ~3000 organismos totalmente secuenciados
disponibles en la base de datos KEGG y GeneBank. Se clasificaron las arquitecturas
modulares de cada proteina en base al tipo de dominios que las conforman y se evalué su
variabilidad y prevalencia dentro de cada phylum bacteriano.

Se encontraron 12 H-cinasas huérfanas con arquitecturas distintas involucradas en el
proceso de esporulacién tanto en Bacilli como en Clostridia, algunas de ellas estan muy
distribuidas a lo largo de casi todos los phyla bacterianos, y otras se conservan Gnicamente
en Firmicutes. Encontramos una marcada preferencia por las arquitecturas pequenas y
poco complejas, y algunos de los dominios mas conservados son el supradominio catalitico,
el dominio sensor PAS y en pocos casos los dominios son variables. En contraste, los
dominios de las transferasas y fosfatasas no presentan dominios variables, con la

excepcién del dominio Response_reg en SpoOF que resulté ser muy versatil.

Se observé una amplia distribucién de la proteina SpoOF, Kipl y Rap, contrario a la
fosfotransferasa Spo0B, el regulador Spo0A y las fosfatasas Sda y SpoOE que resultaron
ser exclusivas de Firmicutes. Adicionalmente, en este mismo Phylum se descubrieron las
formas reducidas de la proteina SpoOB denominada SPOB_a, y de SpoOA denominada
Spo0A_C, como ancestros de las proteinas completas.

Finalmente, evaluamos la evolucion de los componentes de la via en bacterias
clasificadas en formadoras de esporas y no formadoras de esporas. La filogenia explica
claramente como la trayectoria evolutiva de la via de sefializacion inicia desde un sistema
de dos componentes en Clostridia hacia una cascada de fosforrelevo en Bacilli hasta llegar

a organismos que cuentan con todos los complejos niveles de control.



ABSTRACT

In this study, we analyzed proteins with "homologous domains" to those present in each
component of the sporulation phosphorelay of Bacillus subtilis. To this end, from the
prokaryotic database Gene Context Tool Ill developed in our group, which stores the ~ 3000
fully sequenced organisms available in the KEGG and GeneBank database. We extracted
the modular architectures of each protein. The extracted proteins were classified based on
the type of domains that comprise them and their variability and prevalence were evaluated
within each bacterial phylum.

Twelve orphan H-kinases with different architectures involved in the sporulation initiation
were found in both Bacilli and Clostridia, some of which are very distributed throughout
almost all bacterial phylum, and others are only conserved in Firmicutes. We found a marked
preference for small and simple architectures, some of the most conserved domains are the
catalytic supradomain, the PAS domain and in few cases domains are variable. In contrast,
domains of phosphotransferases and phosphatases do not have variable domains, except

SpoOF which it's such a versatile domain.

A broad distribution of the SpoOF, Kipl and Rap proteins was observed, contrary to the
phosphotransferase SpoOB, the response regulator SpoOA and Sda and SpoOE
phosphatases that turned out to be exclusive to Firmicutes. Additionally, in same Phylum
the reduced proteins SPOB_a and SpoOA_C were discovered as ancestors of the complete

proteins.

Finally, we evaluated the evolution of pathway components in bacteria classified as spore
forming and non-spore forming. The phylogeny clearly explains how the evolutionary
trajectory of the signaling pathway starts from two-component system in Clostridia to a

phosphorelay in Bacilli to reach organisms that have all the complex levels of control.



INTRODUCCION

Sistemas de transduccién de sefiales

El mecanismo para la transduccién de sefales consiste en reconocer sefales exteriores y
convertir esta informacién a una entidad quimica (un grupo fosforilo) que modifica la
actividad funcional de las proteinas; de esta manera las bacterias pueden responder a una
enorme gama de sefales y factores de estrés (Capra and Laub 2012; Fabret, Feher, and
Hoch 1999).

En conjunto, las arquitecturas de las histidina-cinasas (HKs), reguladores de respuesta (RR)
e histidina-cinasas hibridas (HKRR) representan el 94% de todos los sistemas de dos
componentes (TCS) y fosforrelevos. Existen ~50 formas alternativas en las que los dominios
HK, HPt (fosfotransferasa) y RR se organizan en proteinas individuales para generar
diversos disefios de transduccion de sefiales. La siguiente clasificacion es la mas

representativa:

1) Sistemas de dos componentes: se compone de una proteina receptora HK que
detecta una sefial de entrada especifica y la traduce en una respuesta mediante la
autofosforilacién en un residuo de histidina (His) conservado. Este grupo fosforilo se
transfiere entonces a un aspartato conservado (Asp) de una proteina RR afin, que
una vez fosforilada, conduce a un cambio en la expresiéon génica (Figura 1A). (Capra
and Laub 2012)

2) Cascada de fosforrelevo: El sistema mas largo hasta ahora descrito es de cuatro
componentes, este tipo de cascadas conforma redes reguladoras complejas que
permiten mayores niveles de control y facilitan la interpretacion de multiples sefiales
positivas y negativas. En esta via, la deteccién de sefial también esta mediada por
una HK, que fosforila en un residuo Asp a un RR que carece de un dominio de union
a ADN (REC); éste a su vez, transfiere el grupo fosfato a un residuo His de una
fosfotransferasa (HPt), que finalmente, dona el grupo fosfato a un RR terminal que
actia como factor de transcripcion (Figura 1A) (Capra and Laub 2012).

3) Formas hibridas: Alrededor del 25% de las cascadas de fosforrelevo utilizan
proteinas hibridas donde las proteinas HK, RR y, a veces, el dominio HPt son

contiguas dentro de la misma cadena polipeptidica para generar un fosforrelevo mas
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sofisticado. La abundancia de formas hibridas oscila entre menos del 1% en
Firmicutes y mas del 10% en Cyanobacterias de todas las proteinas TCS y de
fosforrelevo (Fabret, Feher, and Hoch 1999; Salvado et al. 2015)(Figura 1B).
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Figura 1. A) Esquema de los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes (rojo) y de fosforrelevo
(azul) (Keith Stephenson and Hoch 2002a) B) Diversidad de arquitecturas de proteinas que conforman los
sistemas de transduccion de sefiales (Capra and Laub 2012).



Cabe mencionar que en eucariotas la transduccion de sefales es del tipo fosforrelevos
serina/treonina. Sin embargo, los sistemas His/Asp también han sido identificados en
hongos, plantas y mohos mucilaginosos (Barba-Ostria 2014), inclusive en algunas
arqueobacterias (Ashby 2006).

Proteinas sensoras histidina-cinasas

Las histidina-cinasas (HKs) sensan una sefial exterior y la transmiten a su RR afin, se
extienden a lo largo de la membrana citopldsmica donde transducen sefiales tanto
extracitoplasmicas como citoplasmicas, y pueden tener actividad de autocinasa o fosfatasa
(Stewart 2010).

Las HKs se componen de dos grandes dominios 1) El dominio autocinasa que alberga un
residuo His altamente conservado y se compone por el dominio de dimerizacion y
fosfotransferasa (DHp) y el dominio catalitico y de union a ATP (CA); 2) El dominio sensor
N-terminal que es sumamente variable y se clasifican topolégicamente como
extracitoplasmico, transmembranal (TM) y citoplasmico (Figura 2) (Capra and Laub 2012;
Fonslow et al. 2013; Jung et al. 2012).

En procariotas, del 60% - 90% de los genes TCS tienden a agruparse en operones como
pares de HK-RR, lo que permite la duplicacion o transferencia lateral de una via de
sefializacién completa. Por otro lado, ~20% de los genes son de tipo huérfanos, es decir,
HK 'y RR no se encuentran juntos en el genoma, esto debido a que s6lo un gen de un operén
se duplica 0 ambos se duplican y uno se pierde (Salvado et al. 2015). Sin embargo, un gen
huérfano de una HK puede conservar la capacidad de fosforilar el RR del operén de la que
se derivé. Tales eventos de duplicacion, junto con un cambio en el dominio de entrada de
la cinasa, son un mecanismo esencial para la generacion de sistemas cruzados de
regulacion en las que mudltiples sefiales independientes pueden desencadenar la misma
respuesta. Del mismo modo, la duplicacion de sélo el RR de un par HK-RR puede conducir
a un escenario en el que un solo sensor HK puede generar multiples respuestas. Un ejemplo
clasico lo encontramos en la cascada de fosforrelevo para la esporulacién en B. subtilis.
(Capra and Laub 2012; Wu et al. 2013)



Dominios sensores de las histidina-cinasas

A pesar de los avances y décadas de estudios, las identidades exactas de las moléculas
activadoras de las HK todavia siguen siendo desconocidas (Wu et al. 2013). En general, se
ha observado que las arquitecturas modulares son de gran importancia, pues los dominios
sensores estan separados estructuralmente de los dominios cataliticos por una region de
engarce que evita el contacto directo entre ellos. Esto es evolutivamente relevante porque
las mutaciones en los dominios sensores no tendran efectos perjudiciales en los dominios
cataliticos, generando asi una variedad de especificidades de ligandos que conservan los

maodulos reguladores corriente abajo en el genoma (Schultz and Natarajan 2013).

Algunos dominios sensores que han sido descritos funcionalmente son:

Dominios sensores globulares: Algunos ejemplos de dominios citoplasmicos incluyen
los dominios GAF (~9% de HK) que reconocen ficocianobilina, formato y iones metalicos.
Los dominio PAS (33% de HK) que unen flavina y utilizan sus propiedades redox y
fotosensibles para sensar oxigeno y luz. La ortologia y arquitectura tridimensional de los
dominios PAS se conserva ampliamente desde bacterias hasta plantas y animales
superiores, la repeticion en tandem de este dominio pudiera ser un poderoso mecanismo
para filtrar respuestas, amplificar la sefial o detectar multiples sefiales, inclusive péptidos
(Henry and Crosson 2011; Narikawa et al. 2004; Taylor and Zhulin 1999; Vreede et al.
2003). Otros como HNOB y HNOBA usan grupos prostéticos o iones para sensar 0xido
nitrico, y el dominio PocR une pequefios hidrocarbonos. Los dominios de deteccién
extracitoplasmicos incluyen el dominio PBPb de unién a solutos, el dominio CACHE que
une glicerol, citrato, azUcares y iones metalicos; y una serie de dominios CHASE que son
miembros divergentes de la superfamilia CACHE. La mayoria de estas superfamilias estan
relacionadas evolutivamente a nivel de “fold” (Stephen Spiro and Ray Dixon 2010).
Dominios receptores transmembranales: Estos incluyen una variedad de receptores
con multiples dominios TM (7TM, 8TM y 5TM) que pueden sensar estimulos como la luz
via el grupo prostético rodopsina. Dominios transmisores de sefial: Esta categoria
incluye hélices que transmiten la sefial en forma de cambio conformacional de un dominio
a otro. Algunos ejemplos son el dominio HAMP (~ 31% de HK) y el modulo S-helix
(Stephen Spiro and Ray Dixon 2010).



Reguladores de respuesta

La mayoria de los RR (63%) consisten de dos dominios: El dominio N-terminal REC que
recibe el grupo fosfato de la HK y el dominio efector C-terminal con actividad de union al
ADN. Algunos ejemplos de dominios efectores son el winged-helix, helix-turn-helix y LytTR,
otros dominios enzimaticos no bien caracterizados incluyen AAA+ (Actividad ATPasa),
GGDEF (nucleotido ciclasa), EAL (guanilato fosfodiesterasa) y HD-GYP (fosfodiesterasa).
Por otro lado, el 17% de los RR existen como dominios REC independientes y tienen las
actividades enzimaticas de fosfotransferencia y autodefosforilacion, pero no regulan
directamente las respuestas efectoras y son funcionalmente analogos a los dominios REC
situados dentro de las HKs hibridas. El resto de los RR son conservados en proteinas

multidominio (Fonslow et al. 2013; Galperin, Nikolskaya, and Koonin 2001).

Histidine kinases:

TM——TM} {_ DHp >—_ CA
AM)—TM—__PAS — DHp CA >

~TM)—— TV~ HAMP— DHp >—(__CA
«TM——TM)~GAF >—C DHp >—(_CA >

Response regulators:

 RD >
RD DBDy
C RD —{ AAA+ = DED )
(_RD_»—(GGDEE
i RD “—{Methyltransterase

Figura 2. Esquema general de la organizacién de dominios en las proteinas histidina-cinasas, los dominios
transmembranales (TM) en gris, los dominios cataliticos en naranja y los dominios sensores en diversos colores.
En los reguladores de respuesta el dominio receptor se representa en azul (RD) y los dominios efectores en

diversos colores (Capra and Laub 2012).



Bacillus subtilis como Modelo de estudio

Bacillus subtilis (B. subtilis) es un bacilo Gram positivo, movil y aerobio, que pertenece al
género Bacilli del Phylum Firmicutes, capaz de crecer en ambientes terrestres y acuaticos

incluyendo suelos, raices de plantas y el tracto gastrointestinal de animales.

Una de las caracteristicas mas importantes de B. subtilis es que tiene propiedades Unicas
de diferenciacion celular, tales como la formacién de biopeliculas, canibalismo (Gonzalez-
Pastor 2011) vy, especialmente, es formador de estructuras de resistencia denominadas

endosporas.

El inicio de la esporulacion en B. subtilis es regulado por una cascada de fosforrelevo
ampliamente estudiada (Figura 3), esta cascada tiene la ventaja de tener multiples pasos
de fosfotransferencia que aumentan la precision de la respuesta, actuando como un circuito
de integracion de sefiales positivas y negativas para la toma de decisiones hacia los
distintos tipos de diferenciaciéon celular (Burbulys, Trach, and Hoch 1991; Fabret, Feher,
and Hoch 1999).

A pesar de que B. subtilis ha sido un poderoso modelo para estudiar los determinantes
morfol6gicos, bioquimicos y genéticos de la esporulacion todavia se desconoce cémo se
regula la entrada a esta y cdmo ha evolucionado a nuevos esquemas de produccion de
esporas. (Earl et al. 2010; de Hoon, Eichenberger, and Vitkup 2010; Hutchison, Miller, and
Angert 2014)

Los componentes de la cascada de fosforrelevo en Bacillus subtilis

En B. subtilis existen cinco HK que alimentan el flujo de fosfatos a través de la cascada de
fosforrelevo denominadas KinA, KinB, KinC, KinD y KinE (miembros de la clase 11IB), cada
una de las cinco HK puede fosforilar al REC SpoOF en su Asp54. Esta proteina consta de
un solo dominio y su funcion es donar el grupo fosfato a la fosfotransferasa dimérica SpoOB
en su His30, la cual nuevamente transfiere el grupo fosfato al factor de transcripcion Spo0OA
en un residuo Asp situado en la porcion N-terminal (Figura 3). La fosforilacion de ésta tltima
proteina (SpoOA~P) promueve un cambio conformacional para pasar de su estado dimérico

(no fosforilado) al estado monomeérico (fosforilada) y estimular, a través de su dominio C-



terminal, el reconocimiento del sitio de union a ADN conocido como caja OA (Figura 3A)
(Driks 2002; Fabret, Feher, and Hoch 1999; Hoch and Varughese 2001; Lewis et al. 2000;
Keith Stephenson and Hoch 2002a; Varughese 2002).

KinA y KinE son HKs citoplasméticas que contienen tres dominios PAS y responden a la
induccién de la esporulacién (Figura 3B). Aunque el papel exacto de cada dominio PAS se
desconoce, es probable que puedan ser sinérgicos o antagonistas o inducir la formacion de
tetrAmeros (P. Eswaramoorthy and Fujita 2010; Prahathees Eswaramoorthy et al. 2011; K
Stephenson and Hoch 2001; L. Wang et al. 2001). KinC contiene un unico dominio PAS que
se activa en respuesta a la pérdida de potasio; y KinD es la Gnica cinasa que cuenta con un
segmento extracitoplasmatico que le confiere mas capacidad de responder a ligandos como
piruvato, propionato, butirato y malato que se acumulan o agotan en el exterior (Wu et al.
2013). Se sabe que sdlo KinA y KinB son necesarios para iniciar la esporulacion al generar
altos niveles de SpoOA~P. En contraste, KinC, KinD y KinE juegan un papel en la transicién
del crecimiento exponencial a la fase estacionaria y en la produccién de biopeliculas
mediante la acumulacién de bajos niveles de SpoOA~P (Devi et al. 2015; McLoon et al.
2011). Sin embargo, cuando la via con KinA y KinB esta inhibida, KinC es capaz de iniciar
la esporulacion. Curiosamente, solo KinC y KinD pueden ser capaces de fosforilar
directamente a SpoOA y asi evitar los intermediarios SpoOF-Spo0B (Phillips and Strauch
2002). Adicionalmente, se ha demostrado que KinD actia como fosfatasa en ausencia de
piruvato, y se cree que puede mantener bajos niveles de SpoOA~P para retrasar la
esporulacion (Jiang et al. 2000; Wu et al. 2013).
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cinasas de B.subtilis, las barras negras representan dominios transmembranales.(Keith Stephenson and Hoch 2002b)



Regulacion de la cascada de fosforrelevo en Bacillus subtilis

Las fosfatasas de los sistemas de transduccién de sefiales son un grupo de proteinas que
modulan la actividad de las HK y de los RR afectando el estado de fosforilacion y determinan
cuando y por cuanto tiempo estaran activos. Las fosfatasas estan presentes tanto en
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas y son criticas para una variedad de
funciones fisiolégicas incluyendo la esporulacion, la competencia, resistencia a los
antibiéticos y la transicion a la fase estacionaria. Ademas, generan circuitos de

retroalimentacion y actian como puntos de control.

La regulacion por fosfatasas es critica para la heterogeneidad de poblaciones
genéticamente idénticas en B. subtilis (Mitrophanov and Groisman 2008). El flujo de fosfatos
a través de la cascada de fosforrelevo al inicio de la esporulacién es regulado por la accién
de varias fosfatasas como las proteinas Rap, SpoOE, Kipl y Sda que son capaces de drenar
los grupos fosforilo de la cascada manteniendo a la célula en un estado de suspension
(fosforilaciéon y defosforilaciébn a tasas casi iguales) hasta alcanzar gradualmente una
concentracion umbral de SpoOA~P, que sélo se alcanza cuando las fosfatasas son
antagonizadas, permitiendo asi la integracién de sefiales para evitar un inicio innecesario

de la esporulacion (Fujita and Losick 2005; Piggot 1996; Sonenshein 2000).

La fosfatasa Sda provoca un retraso en el inicio de la esporulacion evitando la
autofosforilacion de KinA y KinB mediante la interaccion entre los dominios cataliticos y de
fosfotransferencia, es regulada por DnaA cuando el inicio de la replicaciéon es perturbada
(Burkholder, Kurtser, and Grossman 2016; Rowland et al. 2004). A diferencia de Sda, Kipl
es inhibidor de la reaccién de autofosforilacién de KinA y no tiene ningun efecto sobre KinB,
es antagonizado por KipA y es regulado por la disponibilidad de nitrégeno y de ciertos
azucares, probablemente bloquea la esporulacion en ambientes ricos en nutrientes (Bick et
al. 2009; Cunningham and Burkholder 2009; Ling Wang et al. 1997).

La familia de las proteinas Rap (fosfatasas aspartil-fosfato) esta integrada por 11 proteinas
Rap que regulan la sefializacion en los RR afines mediante la desfosforilacion o bloqueando
la actividad de union al ADN. Se sabe que RapA, RapB, RapE y RapH promueven la
desfosforilacién del regulador de respuesta SpoOF~P. Estas proteinas estan sujetas al

control de o y sus antagonistas son los pentapéptidos (Phrs) PhrA, PhrE y PhrH
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respectivamente codificados en operdn. Las proteinas Rap previenen la ocurrencia
simultanea de dos alternativas fisiolégicas como competencia y esporulacion, y se ha
sugerido que el transporte de Phr’s representa los puntos de control y sincronizacién de la
tasa de acumulacién de SpoOA~P (Gallego del Sol and Marina 2013; Lopez and Kolter
2010; Lopez, Vlamakis, and Kolter 2009; Tojo, Hirooka, and Fujita 2013; Ling Wang et al.
1997). La regulacion del RR SpoOA~P es realizada por los miembros de la familia SpoOE,
Yisl y YnzD. A bajas concentraciones, SpoOA es un regulador negativo que reprime la
transcripcion de AbrB que a su vez evita la expresion de los promotores spoOH (™) y spoOE,
también se ha demostrado su regulacién por el inicio de la replicacion (Burbulys, Trach, and
Hoch 1991; Ireton and Grossman 1994).

Destinos celulares en Bacillus subtilis

Como las personas, por lo general las células “deliberan” con mucho cuidado antes de
comprometerse a cambios drasticos en su estilo de vida (Stephens 1998). Algunos
organismos son capaces de diferenciarse en subpoblaciones de células fenotipicamente
distintas, pero genéticamente idénticas. La diferenciacion de distintos tipos celulares es un
mecanismo eficiente en B. subtilis para adaptar su desarrollo a un nicho ecoldgico particular
en el que coexiste con otros microorganismos, ademas, la divisién del trabajo permite la
alta optimizacion de los recursos (De Jong, Veening, and Kuipers 2010). B. subtilis posee
al menos tres reguladores maestros de respuesta: Spo0OA, DegU y ComA gue en su forma
fosforilada (DegU~P, ComA~P, SpoOA~P) activan la expresidn de un subconjunto de genes
necesarios para la diferenciacion a un linaje celular especifico. (Lopez, Vlamakis, and Kolter
2009)

El RR DegU~P provoca la produccién y secrecion de proteasas, que conduce a la
diferenciacion de una subpoblacién de células denominadas mineros. Del mismo modo,
ComA~P induce la via hacia la produccién de surfactina, una fraccién de los productores
de surfactina se somete a un proceso secundario de diferenciacion para convertirse en
células competentes. Por ultimo, cuando los niveles de SpoOA~P son bajos se activan las
cascadas hacia la produccién de polisacaridos y proteinas que generan la matriz
extracelular (Vlamakis et al. 2013) y el canibalismo mediante la segregacion de toxinas que

matan a sus hermanos sensibles para ser utilizados como alimento; y cuando hay altos
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niveles de SpoOA~P se inducen mas de 125 genes involucrados en esporulacion (Lopez
and Kolter 2010; Stragier and Losick 1996).

Algunas de las sefiales implicadas en la induccion de la esporulacién son: el aumento de
poblacion celular, en consecuencia la falta de nutrientes desencadena la acumulacién de
SpoOA~P y la neutralizacion de las fosfatasas del fosforrelevo (Sonenshein 2000).
SpoOA~P actia como regulador positivo en la transcripcion de genes esenciales de
esporulacién (operones spollA, spollG, spollE) que inician la cascada de activacion de seis
diferentes factores o (subunidades de ARN polimerasa): ¢*, 6", 67, 6F, 6®y o* que culminan
con la formacién de la endospora (Brown et al. 1994; Fuijita and Losick 2005; Phillips and
Strauch 2002).

Las endosporas se desarrollan en condiciones de estrés o desfavorables, son capaces de
sobrevivir durante afios a la accion de sustancias quimicas, calor, desecacion, disturbios
mecanicos, radiacion UV y enzimas, se dispersan facilmente por el viento y pueden migrar
grandes distancias antes de germinar en células vegetativas cuando el ambiente es mas
favorable (Mongkolthanaruk 2012). Son de gran importancia biolégica, pues han sido
utiizadas como biodosimetros, fungicidas, bactericidas, fertilizantes, probioticos,
simbiontes y confieren efectos benéficos para la salud en alimentos debido a que el 30%
de la microbiota intestinal total son bacterias formadoras de esporas (Browne et al. 2016;
Garrity et al. 2004; Nicholson 2002).
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Figura 4. Representacion esquematica de los distintos tipos celulares en las comunidades de

Bacillus subtilis.(L6pez and Kolter 2010)
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Evolucién de proteinas multidominio

Las proteinas se componen de una o varias unidades evolutivas llamadas “dominios”, estos
determinan la funcion y las relaciones evolutivas de las proteinas, por lo tanto, es importante

entender los principios de las combinaciones de dominios y las interacciones entre ellos.

Las proteinas multidominio se forman por duplicacién, divergencia y recombinacion de
dominios. Una vez que un dominio o proteina se ha duplicado, puede evolucionar a una
funcion nueva, ya sea por la divergencia de secuencias o mediante la combinacion con
otros dominios. Los mecanismos que conducen a que los dominios sean utilizados y
reutilizados como bloques de construccibn de manera similar a un Lego son la
recombinacion homéloga denominada “domain shuffling” y la fusién/fisibn de genes. La
aparicion de nuevas combinaciones esta ligada a la especiacién y a grupos filogenéticos
especificos. Se ha observado que ~40 dominios individuales son reutilizados y se combinan
en varios arreglos. Un ejemplo es la combinacién de los dominios SH3 y SH2 que se repite
en varias proteinas de transduccién de sefiales, esta versatilidad de recombinacién califica
al par dominio SH3-SH2 como un "supradominio”. Los supradominios son de dos a tres
combinaciones de dominios que se encuentran en diferentes arquitecturas con vecinos N-

y C-terminales distintos (Schultz and Natarajan 2013).

La serie ordenada N- a C-terminal de los dominios de una proteina es conocida como su
“arquitectura”. Generalmente, existe una conservacion del orden -N a C-terminal de los
dominios, asi como de su geometria tridimensional y sus relaciones funcionales. Debido a
que las proteinas a menudo mantienen la geometria 3D de sus pliegues y por lo tanto de
sus propiedades bioquimicas, pueden ser reconocidos sus homoélogos a nivel de su
estructura y funcién. Ademas, empiricamente, se ha demostrado que la estructura de las
proteinas es de al menos 3 a 10 veces mas conservadas que sus secuencias, de igual
forma la geometria de los sitios de interaccién entre dominios (Nasir and Caetano-anollés
2015).

Existen algunos esquemas de clasificacion funcional de proteinas, como GenProtEC, GO,
MIPS, basados en la clasificacion COG (Cluster of orthologous genes) y CE (Combinatorial
Extension) (Vogel et al. 2004). Otro esquema para la clasificacion de los dominios de

proteinas en funcion de sus relaciones estructurales, funcionales y evolutivas es la base de
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datos SCOP, considerada el "estandar de oro" en la clasificacion de los dominios de
proteinas con estructuras 3D conocidas y proporciona informacién util sobre la evolucién
de dominios agrupados en superfamilias (FSF’s) que incluyen nucleos estructurales 3D y
propiedades bioquimicas comunes con baja identidad de secuencia (podrian ser <15%),
como las FSFs son mas conservadas en la evolucion, es mas adecuado su uso para las

comparaciones evolutivas profundas (Nasir and Caetano-anollés 2015).

Dinamica evolutiva de los sistemas de dos componentes

La mayoria de la transduccion de sefiales en procariotas parece ser llevado a cabo por los
sistemas de un solo componente (OCSs), estos son proteinas individuales que combinan
propiedades tanto de un sensor como regulador. Se prevé que los OCSs son los
progenitores de los TCSs debido a su baja complejidad, mayor abundancia y la mas amplia
variedad de dominios sensores y reguladores (Capra and Laub 2012). Sin embargo, los
TCS también exhiben un grado sorprendente de cambio evolutivo y plasticidad, en el
transcurso de la evolucion los TCS han crecido dramaticamente en namero dentro de
muchos genomas bacterianos a través de la duplicacion de genesy la posterior divergencia
de los sistemas paralogos. No obstante, las mutaciones individuales responsables de
establecer nuevas vias de post-duplicacién y el orden en que deben ocurrir estas

mutaciones permanecen indefinidas.

Un paso clave en la divergencia de los genes de dos componentes después de la
duplicacion es el establecimiento de rutas aisladas, como las HK que rara vez fosforilan RR
no afines en vivo, incluso aquellos derivados de reciente duplicacion. Por ejemplo, la
mutacion de los residuos de especificidad de la HK EnvZ para la union con los de RstB,
produce una EnvZ mutante que especificamente fosforila a RstA, mientras que la
interaccion con su RR habitual queda eliminada. La capacidad intrinseca de una HK de
discriminar su RR afin de todos los no afines implica la existencia de residuos de
especificidad en los sitios de interaccidn proteina-proteina que deben coevolucionar. La
relacion co-evolutiva entre HKs y RR afines es evidente en los arboles filogenéticos de estas
proteinas. Ademas, proteinas afines HK y RR son a menudo codificados adyacentes entre
si en los genomas, apoyando alin més su relacion de co-evolutivos. Esfuerzos a gran escala
para deducir la interaccion HKs y RR en varios genomas se han basado en el contexto del

genoma (Capra and Laub 2012).
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El mapeo de los residuos de especificidad en las vias de dos componentes ha permitido
entender como la especificidad evoluciona después de la duplicacién. Andlisis de secuencia
y filogenia han revelado que los residuos de especificidad que eran relativamente estaticos
en ausencia de la duplicacion de genes, exhiben una rafaga de diversificacion coincidente
con un evento de duplicacién de la via. Por lo general, tanto una HK como el RR se
diversifican y coevolucionan para conservar su interaccion mientras que permanecen
aislados de sus homélogos a partir de quienes se duplicaron. Una vez establecidas las vias
aisladas, los residuos de especificidad se vuelven relativamente estaticos, preservando asi
las interacciones entre proteinas afines. Por ejemplo, en a-proteobacterias, la via NtrB-NtrC
se duplico con la posterior divergencia produciendo la existente via NtrX-NtrY. Los analisis
filogenéticos indican que la aparicion de NtrX-NtrY probablemente produce “cross-talk” con
otra via de dos componentes no relacionada, el sistema PhoR-PhoB. En consecuencia, las
proteinas PhoR y PhoB en a-proteobacterias acumularon sustituciones en sus residuos de
especificidad para eliminar el “cross-talk”. Estas observaciones han demostrado que las
proteinas independientes son mas propensas a generar cross-talk y ramificaciones
capaces de amplificar la sefial debido a que varios RRs pueden ser modificados por un solo
estimulo. Al mismo tiempo, el cross-talk actia como una presion selectiva importante para
los TCS que conduce a la diversificacion de residuos de especificidad para producir vias

aisladas, particularmente después de la duplicacion de genes (Salvado et al. 2015).

Algunas vias de dos componentes no canénicos, particularmente las relacionadas con las
denominadas cinasas hibridas no se enfrentan a la misma presion evolutiva para diversificar
sus residuos de especificidad al igual que las vias candnicas. Las cinasas hibridas son HK
que fosfotransfieren intramolecularmente de forma lateral a un dominio REC y su
especificidad es impuesta por la proximidad espacial, y la proporcion de dominios HK / RR
es uno a uno. Esto significa que cada dominio HK so6lo fosforila a un dominio RR. Por otra
parte, las proteinas HK independientes también podrian ser mas defectuosas y fosforilar
RR no afines. De manera similar, los tipos de proteinas RR independientes pueden ser mas
propensos a la fosforilaciéon por fuentes no afines. Tales eventos de fosforilacion no afines
son fisicamente mas dificiles de lograr en proteinas de tipo HK-RR. Por lo tanto, las
proteinas hibridas representan un disefio que transduce sefiales con menor amplificacion,

pero mayor fidelidad que los dominios individuales (Salvado et al. 2015).
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Aunqgue la evolucion de las vias de dos componentes a menudo implica la produccion de
dos vias aisladas, hay casos en los que se afiaden o integran los componentes de una via
a otra via, dando como resultado una via con una nueva arquitectura. Un ejemplo es la
cascada de fosforrelevo en la esporulacion de B. subtilis en el que cinco HK distintas pueden
iniciar una via de fosfotransferencia de cuatro pasos que culmina en la fosforilacién de
Spo0A. La arquitectura de este fosforrelevo esté dictada por la preferencia de las cinasas
para fosforilar SpoOF en relacién con SpoOA (Figura 3A).

Otra alternativa para el origen de este tipo de fosforrelevo es que surgio de la unién de dos
sistemas anteriormente independientes, de manera que el RR de una via se convirtié en un
fosfodonador para otra HK que perdié su capacidad para autofosforilarse. Cabe destacar
que la histidina fosfotransferasa Spo0OB, como muchas otras fosfotransferasas, se asemeja
estructuralmente a una HK, pero ha perdido la capacidad de autofosforilarse. Existen otros
escenarios posibles de como surgié el fosforrelevo de la esporulacion pero sigue siendo
incierto lo que ocurri6 exactamente. Para esto, se necesitan estudios filogenéticos
detallados, junto con mejores caracterizaciones de las vias de control de SpoOA en varios

Firmicutes, el clado que contiene bacilos y clostridios. (Salazar and Laub 2015)
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diversifica a través de la duplicaciéon de genes y la subsecuente divergencia b) dos posibles modelos para el origen del

fosforrelevo de la esporulacion en B subtilis.(Salazar and Laub 2015)

Varios grupos de investigacion han hecho esfuerzos por construir la historia evolutiva de
esta via de sefializacion. Stephenson y Hoch analizaron bioinformaticamente como cinco
diferentes bacterias esporulantes de los géneros Bacillus y Clostridia podian cambiar sus
vias de transduccion de sefiales y adaptarse a ambientes extremadamente diferentes.
Basandose en la comparacion de secuencias de las proteinas del fosforrelevo, encontraron
gue los dominios de interaccion entre proteinas estan altamente conservados, mientras los
dominios sensores son muy variables. Esto explica que la adaptaciéon a nuevos ambientes
resulta en una rapida evolucion de los dominios sensores sin modificar las interacciones del
resto de la via. Encontraron que SpoOA esta presente en todas las bacterias formadoras de
esporas. Pero en el género Clostridium, se encontr6 que carecen del resto de los
componentes de la cascada del fosforrelevo (Keith Stephenson and Hoch 2002b). Hoon y

cols hacen un analisis mas amplio en 24 especies de los mismos géneros pero incluyendo
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a bacterias no esporulantes, y encontraron que la red de esporulacién solo se encuentra en
bacterias esporulantes, por lo que hacen una revision completa de la red de esporulacion
tomando como modelo a B. subtilis y encontraron que la evolucion de esta red no es al azar,
sino que sigue la organizacion jerarquica de la propia via; es decir, el conjunto de factores
sigma, el regulador maestro SpoOA y la secuencia de activacion de la via estan muy
conservadas (80%) en todas las bacterias formadoras de esporas; los ciclos de
retroalimentacion se encuentran menos conservados (70%) y la conservacion de los genes
de esporulacion estan al final de la jerarquia (50%). Esto significa que para las bacterias
esporulantes es més importante la conservacion de la regulacion que la presencia misma

del gen estructural (de Hoon, Eichenberger, and Vitkup 2010).

Por otro lado, Galperin y cols (2012) descubrieron que los organismos formadores de
esporas tenian genomas mayores que los no formadores de esporas, y resumieron que ~60
genes son aparentemente esenciales para la esporulacion en B. subtilis. Este estudio
introdujo la importante distincion entre los Firmicutes asporégenos (que no forman esporas)
que codifican pocos genes de esporulacion y las bacterias no esporégenas (o
"condicionalmente no esporulantes”) que codifican una gran nimero de genes de
esporulaciéon pero han perdido la capacidad de formar esporas debido a unas pocas
mutaciones (relativamente recientes). No obstante, la definicion de la lista de genes que
son esenciales para la esporulacion sigue siendo una tarea poco trivial y potencialmente
atil (Galperin et al. 2012).

Finalmente, Jong y cols (2010) demostraron que la heterogeneidad de la esporulacién entre
células individuales se origina por la variabilidad en la expresion de genes del fosforrelevo,
por la variacion temporal en el desarrollo de las células y también proponen que la
estocasticidad de la transcripcion de estos genes podria ser un mecanismo regulador
importante. Demostraron que el aumento de la expresion de fosfatasas previene la
esporulacion incluso si la transcripcion de genes del fosforrelevo es alta, concluyendo asi,
que el flujo de fosfatos es el factor determinante para la decision de esporular o no hacerlo

(De Jong, Veening, and Kuipers 2010).

Por lo anterior, en este trabajo decidimos analizar los componentes que se sabe son
responsables del flujo de fosfatos en la cascada de esporulacion. Ya que la mayoria de los

trabajos se centran Unicamente en los miembros de los géneros Bacillus y Clostridium, se
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planea extender la investigacién a una amplia gama de bacterias para tratar de explicar
como fue la evolucion de cada componente, incluyendo algunas fosfatasas representativas
que juegan un papel muy importante en la generacion de ciclos de retroalimentacion que

regulan el inicio de la esporulacion.

El modelo Clostridia

Los clostridios son bacterias anaerébicas formadoras de endosporas que incluyen cepas
de importancia para la salud humana y animal, degradacién de la celulosa y produccién de
disolventes (Paredes, Alsaker, and Papoutsakis 2005). Si bien, se ha ganado mucha
informacién del género Bacillus, todavia no se comprende completamente la formacién de
esporas en el género Clostridium. Mientras que algunos elementos durante la morfogénesis
de esporas se conservan como Spo0OA y sus vias corriente abajo, la orquestacion genética,
la regulacién y la activacién de la via son considerablemente diferentes (Galperin et al.
2012). En los organismos de Clostridium no hay evidencia de un sistema de fosforrelevo
para fosforilar SpoOA, esto deja preguntas pendientes acerca de cdmo es iniciada la
esporulacion en este clado. Una hip6tesis es que SpoOA se activa por fosforilacion directa
de las HKs huérfanas y otra posibilidad es la existencia de un sistema desconocido de
fosforrelevo en Clostridium con caracteristicas similares a SpoOF y Spo0OB. Sin embargo,
los esfuerzos computacionales para identificar tales componentes de fosforrelevo no han
sido exitosos (Al-Hinai, Jones, and Papoutsakis 2015; Durre 2011; Paredes, Alsaker, and
Papoutsakis 2005).

En los ultimos 5 afios, varias HKs huérfanas que fosforilan directamente a SpoOA en C.
difficile, C. acetobutylicum, C. botulinum y C. thermocellum han sido identificadas:

En C. thermocellum se identificaron tres HK (clo1313_0286, clo1313_2735y clo1313 1942)
gue actian como reguladores positivos de la esporulacién, mientras que una cuarta HK
(clo1313_1973) actua como un regulador negativo. A diferencia de Bacillus o de otras
especies de Clostridium, la eliminacion de una sola quinasa que regula positivamente fue
suficiente para abolir la esporulacion en este organismo (Mearls and Lynd 2014). En C.
botulinum, la HK CBO1120 demostré ser responsable de la fosforilacion de Spo0A in vivo,
y otras tres HKs CBO0336, CBO0340 y CBO2762 estan relacionadas aunque no fue posible
demostrarlo experimentalmente (Waorner et al. 2006). En C. difficile solo tres HKs CD2492,

CD1492 y CD1579 han sido identificadas bioinformaticamente. De igual forma, en C.
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acetobutylicum andlisis bioinforméticos y experimentales indican que hay cinco HKs
huérfanas codificadas por ca_c0323, ca_c0903, ca _c2730 y ca_c3319 que activan
directamente a SpoOA, mientras que ca_c0437 causa un efecto negativo sobre la
esporulacion (Talukdar et al. 2015).

En resumen, del mismo modo que en B. subtilis, las HK identificadas también son de tipo
huérfanas. En contraste las HK en Clostridium pueden jugar un papel en la regulacion
negativa, mientras que en Bacillus es controlada por la accion de fosfatasas. Al igual que
en B. subtilis, SpoOA tiene un papel en la formacion de biopeliculas en C. difficile y C.
perfringens. Adicionalmente, SpoOA de C. difficile es un regulador global de factores
metabdlicos y de virulencia fuera del proceso de esporulacion, por lo que hay implicaciones
potenciales en el tratamiento de cualquier fenotipo patégeno (Al-Hinai, Jones, and
Papoutsakis 2015; Talukdar et al. 2015).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas de dos componentes y la cascada del fosforrelevo funcionan como sensores
ambientales que programan la expresion de genes de acuerdo a la composicion del nicho
ecoldgico en el que una bacteria reside. Se sabe que estos sistemas son muy versatiles y
han seguido una estrategia evolutiva que permite a las bacterias adaptar las vias de
sefalizacion de forma rapida para sobrevivir en ambientes adversos, o bien tomar rutas de

diferenciacion celular altamente controladas.

Algunos estudios han encontrado que existen residuos de aminoacidos correspondientes a
superficies de contacto que han resistido el cambio evolutivo; mientras que los dominios
sensores de las H-cinasas muestran una gran variabilidad y rapida evolucion manteniendo
idénticas las interacciones proteina—proteina y proteina-DNA en la cascada del fosforrelevo
(Galperin, Nikolskaya, and Koonin 2001). No obstante, poco se sabe acerca de los dominios
sensores de las H-cinasas, asi como la conservacion a detalle de esta via de sefalizacion
0 sus posibles arquitecturas en otras bacterias mas alla de los Firmicutes (Galperin et al.
2012).

A pesar de la tasa explosiva en gue la secuenciacion de genomas esta creciendo (Land et
al. 2015), el solo analisis de la secuencia no puede predecir con seguridad las funciones
precisas de las regiones codificantes, por lo que el andlisis experimental de la funcion
génica sigue siendo indispensable. Por otro lado, la clasificacién basada en la arquitectura
de dominios puede ser engafiosa cuando se usa sin un enfoque filogenémico exhaustivo,
incluyendo un analisis del contexto genémico que haga posible visualizar la dinamica
evolutiva que afecta la diversidad de TCSs como la duplicacién de dominios, divergencia y
eventos de fisién/fusion de genes de ésta compleja red de esporulacion (Capra and Laub
2012; Stephens 1998).

Una de las caracteristicas mas importantes de esta cascada es la presencia de genes tipo
"huérfanos" que por no encontrarse en operon, la identificacion de candidatos como sus

posibles proteinas asociadas es actualmente un reto (Ortet et al. 2015).
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JUSTIFICACION

La cascada del fosforrelevo en la esporulacion de Bacillus subtilis ha sido un poderoso
modelo de diferenciacion celular ampliamente estudiado para evaluar los determinantes
morfoldgicos, bioquimicos y genéticos de la esporulacion, ademas de su evolucién como
un sistema de transduccion de sefiales que ha permitido a las especies ocupar diferentes
nichos ecoldgicos. A pesar de ello, todavia se desconoce como la mayoria de los linajes
dentro de los Firmicutes regulan las sefiales de inicio de la esporulacion y como ha
evolucionado este sistema hacia nuevos esquemas de produccién de esporas (Earl et al.
2010; de Hoon, Eichenberger, and Vitkup 2010; Hutchison, Miller, and Angert 2014).

Debido a que los componentes de esta cascada existen como ortélogos en diferentes
especies, es posible relacionar su papel funcional en otros organismos y obtener algunos
patrones de conservaciéon. Algunos modelos han sido propuestos para tratar de explicar
cémo ha sido la evolucién de la red de esporulacion, y se han centrado en bacterias
Firmicutes esporulantes y algunas no esporulantes, también se sabe de la conservacién de
algunos ort6logos en otros géneros bacterianos como las Proteobacterias. Sin embargo, se
hace necesario un panorama hacia otros clados filogenéticos que pueda trazar de forma
integrativa la historia evolutiva de cada elemento de la via, incluyendo las vias de regulacion

de la misma.

La organizacion interna de dominios en las proteinas, la topologia de las cascadas de TCS
y fosforrelevos, la manera en que los dominios interactian entre si y los mecanismos
reguladores, juegan un papel importante en la variedad de respuestas y disefios de los
circuitos. La reconstruccion de los origenes de la cascada del fosforrelevo promete revelar
la dinamica evolutiva que da forma e influye en todas las vias de dos componentes,

incluidas sus conectividades y funciones (Fonslow et al. 2013; Salvado et al. 2015).

Con base en lo descrito anteriormente, en este trabajo se analizard la conservacion y
evolucion de la cascada de fosforrelevo de la esporulacion en mdultiples bacterias, tanto
esporulantes como no esporulantes; asi como las proteinas de reciente conocimiento, que
son de gran importancia regulando varios puntos de la cascada para retrasar la entrada de

las células a esporulacion, a menos que las condiciones adversas persistan.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la conservacion y evolucion en procariotas de cada componente de la cascada de

fosforrelevo de la esporulacién tomando como modelo a B. subtilis?

OBJETIVO GENERAL

Tomando las proteinas modelo de transduccién de sefiales descritos en Bacilli y Clostridia
para la esporulacién, analizaremos su conservacion y evolucion en los diferentes phylum

bacterianos mediante la busqueda bioinformatica de dominios homdlogos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Andlisis de dominios de las proteinas modelo componentes del fosforrelevo en
Bacilli y Clostridia:
e Cinasas sensoras KinA, KinB, KinC, KinD y KinE.
e Fosfotransferasas SpoOF y Spo0B.
e Regulador de respuesta SpoOA.
o Fosfatasas SpoOE, Sda, Kipl y proteinas Rap.
2) Obtener secuencias aminoacidas de dominios homoélogos a las proteinas modelo
en procariotas utilizando la base de datos GeneContext Tool lll.
3) Realizar comparaciones de los contextos gendémicos en diferentes especies.
4) Evaluar la evolucion de cada componente en base a su distribucion filogenética.
5) ldentificar la divergencia de la via de sefializacion.

6) Integracion de la informacién en base a los patrones encontrados.

HIPOTESIS

La variacion en la conservacién filogenética de los componentes de la cascada del
fosforrelevo en procariotas estara relacionada con la evolucién de los sistemas de dos

componentes hacia redes cada vez mas complejas y con mayores niveles de control.
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METODOS

1. Programas bioinformaticos

¢ HAMMER, HammerScan matriz Pfam-A (Eddy 2010) alineador de secuencias a la

matriz o base de datos de dominios Pfam

e Prank alineador multiple de secuencias http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/prank/

e PhyML constructor de arboles filogenéticos por maxima verosimilitud

e iTOL visualizador de arboles filogenéticos http://itol.embl.de/

2. Base de datos

o Gene Context Tool Ill, computational Genomic Group, IBT-UNAM

http://operons.ibt.unam.mx/gctNG/ (version de la base de datos no publicada),

herramienta para visualizar el contexto gendmico de un geny sus ortélogos en todos

los organismos actualmente secuenciados.

3. Desarrollo Experimental

1.- Obtencion de arquitecturas de proteinas modelo

Utilizando el nombre de la proteina obtener secuencias aminoacidas de cada
proteina modelo en la base de datos Gene Context Tool ll.
Realizar Hmmerscan con la matriz hammer Pfam-A y obtener las arquitecturas

de las proteinas modelo de acuerdo a los “best hits”.

2.- Busqueda de dominios homdlogos en Bacteria

Realizar busqueda de dominios contenidos en las proteinas SpoOF
(Response_reg), SpoOB (SPOB_a y SPOB_ab), Spo0OA (Spo0A_C), SpoOE
(Spo0E-like), Sda (sda), Kipl (ASHI) y Rap (TPR_12) en la base de datos Gene
Context Tool Il y obtener las secuencias aminoacidas.

Realizar Hmmerscan con la matriz hammer Pfam-A a las secuencias
obtenidas y obtener arquitecturas de dominios bajo los siguientes criterios:
longitud no mayor al 100% de la proteina modelo, e-value < 0.001, misma

cantidad de dominios.
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3.- Analisis del contexto genémico

De las proteinas obtenidas, seleccionar las que tengan el mismo COG que las
descritas en B. subtilis y/o que se encuentren en el mismo contexto genémico

de los modelos en al menos un gen.

4 .- Obtencién de H-cinasas huérfanas

Realizar basqueda en procariotas del dominio HisKA en la base de datos Gene
Context Tool Il y obtener dos fastas: el primero que incluya el gen blanco y un
gen del vecindario rio abajo y rio arriba, el segundo solo los genes blanco.
Realizar Hmmerscan con la matriz hammer Pfam-A a las secuencias de los
genes vecinos y descartar los genes que contengan el dominio Response_reg.
Las H-cinasas que no contengan en su vecindario al dominio Response_reg
seran consideradas huérfanas.

De las H-cinasas huérfanas obtenidas, realizar Hmmerscan con la matriz
hammer Pfam-A y descartar todas las que no se ajusten a los modelos bajo
los siguientes criterios: longitud no mayor al 100% de la proteina modelo, e-

value < 0.001, misma cantidad de dominios.

5.- Arbol filogenético

Obtener secuencias nucleotidicas de la subunidad 16S ribosomal de los
organismos que cuentan con al menos una de las proteinas analizadas en la
base de datos Gene Context Tool lll.

Realizar alineamiento multiple con Prank y obtener Arbol filogenético con
PhyML.

Clasificar los Firmicutes que contengan al menos una de las proteinas
estudiadas en esporulantes y no esporulantes de acuerdo a lo reportado en la
bibliografia como comprobado experimentalmente.

Realizar matriz para afiadir todos los elementos analizados en la filogenia 16S.
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ESQUEMA DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Descargar secuencias
aminoacidas de cada proteina

Obtener arquitecturas de los
modelos

BuUsqueda de dominios Pfam-A

Analisis de contexto genomico Busqueda de H-cinasas huérfanas

Arauitecturas de dominios Pfam-A

Arauitectura de la via

Clasificaciones
v' esporulacién
v Clase

Arbol filogenético
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RESULTADOS

1.- Modelos de sistemas de transduccion de sefial en Bacilli y Clostridia

A pesar de la cercania filogenética, fue necesario tomar un modelo de ambas clases
bacterianas Bacilli y Clostridia debido a que la similitud a nivel de secuencia de sus
proteinas difiere al grado de que el analisis por alineamientos de secuencia arroja
resultados limitados que impiden construir de forma completa la historia evolutiva.
Mediante el analisis de dominios Pfam obtuvimos los dominios que conforman las
arquitecturas de cada proteina, representados en la siguiente figura como cuadros en orden
de N- a C- terminal.

Modelo Bacilli Modelo Clostridia
- : N
ezéi
sonme —+ 3ol of oafER | sasdl sidi Bof nof
Kipl ~[Jc —{ =B.=subﬁlis = == === = == -

P. polymyxa B. anthracis C. acetobutylicum C. botulinum C. difficile C. thermocellum

\ 4

Rap ~Ellc — ~lc¢ SpoOF

A\ 4

N[Hlc Spo0B
SpoOE xHc=— ~{]c SpoOA ~H]c SpoOA
Nombres de dominios Pfam
Euiska  [HATPase [IPAS [Joura11g [@Peripla_8P_3 [ Response Regulator ~ [EJDUF3149  [JHisk N [J5TM-5TMR_LYT

. TPR_12 D ASH1 . SpoOE-like . Sda D Spo0A_C . Response regulator D SPOB_a D SPOB_ab

Figura 6. Arquitecturas de los modelos de sistemas de transduccién de sefiales probados experimentalmente en Bacilli
y Clostridia. Lado izq. Fosforrelevo en B.subtilis, P.polimyxa y B.anthracis. Lado der. Sistema de dos componentes en
C.acetobutylicum, C.botulinum, C.difficile y C.thermocellum. En color se representa el nombre de cada dominio segin
la clasificacién Pfam.
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Se observa que los Unicos elementos que difieren en su arquitectura son las H-cinasas
debido a la amplia diversidad de dominios sensores que existen en bacteria. Para contar
con un mayor espectro de dominios sensores relacionados con la esporulacién se
incluyeron H-cinasas de las bacterias esporulantes mas estudiadas experimentalmente: B.
subtilis, P. polimyxa (Park, Park, and Choi 2012) y B. anthracis (Brunsing et al. 2005) de la
clase Bacilli y en C. acetobutylicum, C. botulinum, C. difficile y C. thermocellum de la clase
Clostridia. Se tomaron los nombres Pfam de los dominios de estos modelos para realizar la
busqueda de proteinas en Bacteria que cumplan con la misma arquitectura de dominios, e-
value 0.001, con una longitud no mayor al modelo en un 100%, con el mismo COG de los
modelos y con un contexto gendmico similar al de los modelos en un rango de tres genes

corriente abajo y corriente arriba.

2.- Contexto gendmico de los genes de la esporulacion en Bacilli y Clostridia

Utilizando la herramienta Gene Context Tool Il se buscaron ortélogos de cada una de las
proteinas modelo, preferentemente proteinas que contaran con la misma anotacién o
nombre, y se obtuvieron las graficas resumiendo los contextos mas representativos

incluyendo tres genes corriente abajo y tres corriente arriba.

I o T —TT | ok
| niiA ) ST AT

[l COG0E42 Signal transduction histiding Kinase COG2202 FOC: PAS/PAC domain
COGC0596 Predicted hydrolases or acyltransferases (alpha/beta hydrolase superfamily) . COG0E35 Chemotaxis signal transduction protein

. COC0182 Predicted translation initiation factor 2B subunit, elF-2B alpha/beta/delta family . COG5000 Signal transduction histidine kinase invalved in nitrogen fixation and metzbolism regulation
(002340 Uncharacterized protein with SCP/PRL domains [ COG1001 Adenine deaminase

. COC0477 Permeases of the major facilitator superfamily COC1168 Bifunctional PLP-dependent enzyme with beta-cystathionase and maltose regulon repressor activities

WA 0 perons.ibt. unam.mx/gct3

Figura 7.1 Contexto genémico de las cinco H-cinasas huérfanas de Bacillus subtilis, tres genes corriente abajo y
corriente arriba, se representa con color el COG al que pertenece cada gen.
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H. modesticaldum lcel HM1_1713

[ COCO176 Transaldalase [l C0G0504 CTP synthase (UTP-ammania lyase)
COG3343 DNA-directed RNA polymerase, delta subunit . COG0151 Fructose/tagatose bisphosphate aldolase
COGCO766 UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase . COGO784 FOG: CheY-like receiver

. COGC2204 Response regulator containing Chel -like receiver, AA%-type ATPase, and DNA-binding domains. COC4821 Uncharacterized protein containing 515 (Sugar [Somerase) phosphosugar binding domain
. COGC1228 Imidazolonepropionase and related amidohydrolases C0G1024 Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase

W aperons.ib

Figura 7.2 Contexto gendémico del regulador SpoOF en Bacilli y Clostridia, tres genes corriente abajo y corriente
arriba, se representa con color el COG al que pertenece cada gen.

A flavithermus WKL

hemE hemH

EH1208

PPE_03654

C0G0536 Predicted CTP
l redict ut l COG0407 Uroparphyrinogen-Il decarboxylase

(0G2868 Predicted rib | protei
redicted ribosomal protein l COG0276 Protoheme ferro-lyase ferrachelatase)

C0OGO261 Rib | pratein L21
OSOM proteln (0G2427 Uncharacterized conserved protein

[0G0211 Rib | pratein L27
l oosomal protein l COGO460 Homoserine dehydrogenase

C0C4452 ACT domain-rontaini tei
pian-contining protein l COGO745 Respanse regulators consisting of  CheY-like receiver domain and a winged-helix DNA-binding domain

COG0077 Prephenate dehydrat
l TEpRenats denyratase l C0G3290 Signal transduction histidine kinase regulating citrate/malate metabolism

COGOG42 Signal transduction histidine kinase W aperons.ibtu

m.mx/gctd

Figura 7.3 Contexto genémico de la fosfotransferasa SpoOB en Bacilli, tres genes corriente abajo y corriente arriba,
se representa con color el COG al que pertenece cada gen.
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A acidocaldarius subsp. | T[41_15?0>( Teeh

A flavithermus WEL

B amyloliquefaciens subsp.

B megaterium DM

0. iheyensis HTEB3

C. Arthram itus sp.

C. botulinum B1

GESA G }_L—m-
(W= I— )

TPY_3285

T. acaatorydans el TepRel_1408 '/—}  spall] e ) [T ) Teakel 1408 I )

[l COGO750 Predicted membrane-associated In-dependent proteases | [0 COGD784 FOG; Chet-like receiver
(0OG0497 ATPase invalved in DNA repair l (0G1438 Arginine repressor
l C0G2197 Response regulator containing 2 CheY-[ike receiver domain and an HTH DNA-binding domain  COG0454 Histone acetyltransferase HPAZ and related acetyltransferases
l (0G4825 Uncharacterized membrane-anchored protein conserved in bacteria l (0G0434 NTP pyrophosphohydrolzses including oxidative damage repair enzymes
l (0G0527 Aspartokinases (001897 Homoserine trans-succinylase

WK 808N Mxfgetd

Figura 7.4 Contexto genémico del regulador de respuesta SpoOA en Bacilli y Clostridia, tres genes corriente abajo
y corriente arriba, se representa con color el COG al que pertenece cada gen.

A
$ arok (1, Aflv_08172

S arnk |< BATR1942 11155

< aral |< yieH

(K
B.lichenifornis DS \‘ T ,< e

H1316 2

COCOLEY Shikimate S-dehydrogenase . COC1183 Phosphatidylserine synthase
COGL16] Predicted GTPases . COGOBEE Phosphatidylserine decarboxylase
l COG2179 Predicted hydralase of the HAD superfamily COG1720 Uncharacterized conserved protein

l COG2755 Lysophospholipase L1 and related esterases . COG1009 NADH:ubiguinane oxidoreductase subunit 5 (chain U/Multisubunit Na+/H+ antiporter, MnhA subunit

[ COGO726 Predicted xylanase/chitin deacetylase C0C0398 Uncharacterized conserved pratein i 0perons.ibt unam.mx/getd

Figura 7.5 Contexto genémico de la fosfatasa Sda en Bacilli, tres genes corriente abajo y corriente arriba, se
representa con color el COG al que pertenece cada gen.
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. COC1984 Allophanate hydrolase subunit 2

. COC1414 Transcriptional regulator

[l C0G3819 Predicted membrane protein

[l C0G3676 Transposase and inactivated derivatives

COC4506 Uncharacterized protein conserved in bacteria

COG1540 Uncharacterized proteins, homologs of lactam utilization protein B. C0G2049 Allophanate hydrolase subunit 1

<Tw_1unz <TP‘{_1001 |-< T - [ TR ) AT

COG1914 Mn2+ and Fe2+ transporters of the NRAMP family . COG4336 Uncharacterized conserved protein
. COGL182 Acyl carrier protein phosphodiesterase . COG1126 ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component
. COG0454 Histone acetyltransferase HPAZ and related acetyltransferases COG3677 Transposase and inactivated derivatives

COG0477 Permeases of the major facilitator superfamily . COG1024 Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase

W0

Figura 7.6 Contexto genémico de la fosfatasa Kipl en Bacilli y Clostridia, tres genes corriente abajo y corriente
arriba, se representa con color el COG al que pertenece cada gen.
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l C0G0642 Signal transduction histidine kinase
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l COGLB46 Transcriptional regulators

l C0G1791 Uncharacterized conserved protein, contains double-stranded beta-helix domain ~ COG1360 Flagellar motor protein

(0G0235 Ribulose-5-phosphate 4-epimerase and related epimerases and aldolases C0G0457 FOG: TPR repeat

(0G3339 Uncharacterized conserved protein

l (0G0356 Helicase subunit of the DNA excision repair complex

l (0G0346 Lactoylglutathione lyase and related lyases
l (0G1291 Flagellar motor component

PV D&

Figura 7.7 Contexto genémico de la fosfatasa SpoOE en Bacilli, tres genes corriente abajo y corriente arriba, se
representa con color el COG al que pertenece cada gen.
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B amyloliquefaciens

subsp. plantarum UCHB3036
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l (0G0457 FOC: TPR repeat l (001526 Uncharacterized protein required for formate dehydrogenase activity. | COG3237 Uncharacterized protein conserved in bacteria
(0G2896 Molybdenum cofactor biosynthesis enzyme l (0C2508 Regulator of polyketide synthase expression l (005632 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
(0G2963 Transposase and inactivated derivatives l C0G0217 Uncharacterized conserved protein (G339 Uncharacterized conserved protein
(0C4851 Protein invalved in sex pheromone biosynthesis (0C0044 Dihydroorotase and related cyclic amidohydrolases l (0C3631 Ketosterid isomerase-related protein

l (0G3739 Uncharacterized integral membrane protein l C0C0491 In-dependent hydrolases, including glyoxylases COC0B31 Urea amidohydrolzse {urease) gamma subunit

pvw.operans. bt unam.m

x/gct3

Figura 7.8 Contexto genémico de las fosfatasas Rap en Bacilli y Clostridia, tres genes corriente abajo y corriente
arriba, se representa con color el COG al que pertenece cada gen.

La cantidad de genes variables en cada resumen son diferentes para cada proteina, por
ejemplo, la proteina SpoOE (Figura 7.7) tiene un contexto genémico menos variable que el
vecindario de SpoOA (figura 7.4).

En el contexto de las H-cinasas de B. subtilis se observa que ninguna de las cinco tiene en
su vecindario un COG de regulador de respuesta, por lo tanto, todas son de tipo huérfanas
(Figura 7.1). El contexto de SpoOF en Bacilli si es conservado mientras que en Clostridia la
variabilidad del contexto aumenta. Esta proteina esta relacionada con el COG0784 y el
COG2204 que tienen la misma funcién de dominio receptor del regulador de respuesta
(Figura 7.2). Spo0B no tiene un COG que lo represente, con excepcion de un caso que
cuentan con el COG3290 de HK reguladora del metabolismo del citrato/ malato, esto es
indicativo de una posible relacién evolutiva. SpoOB cuenta con un contexto mas
conservado, es decir, los genes aledafios son poco variables (Figura 7.3). SpoOA tiene un
contexto gendémico muy diverso y definido corriente arriba, contrario al de corriente abajo,
y también aumenta su variabilidad hacia las Clostridias. Curiosamente esta proteina cuenta

con los COGO0784 receptor del regulador de respuesta y COG2197 dominio HTH de unién
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a DNA (Figura 7.4), esto nos dice que las proteinas SpoOA con el COG0784 podrian estar
relacionadas evolutivamente con SpoOF.

El contexto corriente arriba de Sda esté totalmente conservado mientras que corriente abajo
es parcialmente conservado y no cuenta con un COG funcional (Figura 7.5). Kipl cuenta el
COG2049 de alofanato hidrolasa subunidad 1, tiene un contexto muy variable, y los genes
aledafios pueden estar localizados tanto corriente arriba como corriente abajo. El Unico gen
que se conserva en todos los casos y en el mismo lugar es su proteina reguladora KipA
(Figura 7.6). SpoOE tampoco tiene un COG que lo represente, suele estar junto a la H-
cinasa KinD pese a una excepcién que no cumple con el contexto (Fifura 7.7). Las proteinas
Rap asi como las H-cinasas huérfanas no cuentan con un contexto gendémico definido, los
genes aledafios son tan variables que solo se puede considerar que las proteinas cuenten
con el mismo COG0457 de dominio TPR repetido, solo algunas de ellas tienen contiguo un

pequefio gen correspondiente a sus respectivos pentapéptidos reguladores (Figura 7.8).

Estos modelos se utilizaron como filtros para conservar solo los hits que cumplieran con
pertenecer al mismo COG como un indicativo de que los genes estén relacionados con la
misma funcién, ademas de contar con al menos un gen aledafio similar al de los modelos

anteriores.

3.- Distribucion en Bacteria de dominios homélogos a los modelos de
sistemas de transduccién de sefiales en Firmicutes

En la siguiente figura se muestra la presencia o ausencia a través de los diferentes phylum
bacterianos de dominios homélogos que cumplen con las caracteristicas de los modelos
propuestos. En el tamafio circular esta representado el nimero de bacterias que si cuentan
con la proteina homédloga en relacion al total de bacterias secuenciadas en el
correspondiente phylum, en color esta representada la moda estadistica de las copias
paralogas de dicha proteina por bacteria y las barras representan, en proporcion, el total de

bacterias secuenciadas en cada phylum.
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Distribucion de dominios homdlogos a la cascada de fosforrelevo de la esporulacion
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Figura 8. Distribucion en procariotas de dominios homdlogos a los sistemas de transduccion de sefiales descritos en Bacilli
y Clostridia. Las barras representan la cantidad de organismos secuenciados por Phylum, el tamafio representa la
cantidad de bacterias que cuentan con la proteina en relacion al total de secuenciados en dicho phylum. Lado izg. Adjunto
arbol 16s de los phyla bacterianos. En color se representa la moda estadistica de las copias paralogas por bacteria en
cada phylum.

Se considero un total de 3220 organismos secuenciados y a pesar de que los phylum son
heterogéneos en su total de organismos secuenciados, en general, la abundancia de cada
proteina prevalece por debajo del 75% en la mayoria de los grupos. El hecho de que no
hay conservacién absoluta dentro de un solo phylum bacteriano demuestra la gran

diversidad de fenotipos que existe dentro de ellos mismos.

Se encontraron 12 arquitecturas de HKs de Bacillus y Clostridia distintas que han sido

caracterizadas experimentalmente como parte de una cascada de esporulacion. En la figura
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anterior se observa que existen homélogos de las HKs distribuidos a lo largo de casi todos
los phylum bacterianos con ~5 copias paralogas, pocas son las familias que no conservan
una HK homodloga y es posible que la transferencia de varias HK empezara a partir de
Firmicutes, con excepcién de la arquitectura 2 que resulta ser mucho mas ancestral. En el
andlisis de dominios encontramos muy conservados los dominios HiskKA, HTPase_cy PAS
en Bacteria, y otros dominios sensores no distribuidos DUF4118, DUF3149, HisK_N, 5TM-
5TMR_LYT y Peripla_BP_3 presentes Unicamente en Firmicutes. Las funciones de algunos
de los dominios variables estan relacionadas con el sensado de diferentes sustratos y con
estructuras de anclaje a la membrana. En general, las arquitecturas son sencillas y la que
existe en mayor abundancia es la numero 8 que contiene un dominio PAS. La arquitectura
2 parece ser la mas ancestral quiza porque no cuenta con dominios sensores, o puede que
los tenga entre los dominios TM para captar luz.

Las H-cinasas 8, 10, 11y 12 se encuentran ampliamente distribuidas, y en su arquitectura
conservan dominios PAS en tandem, los cuales son muy ancestrales y ampliamente
distribuidos en el reino bacteriano. Las arquitecturas 1, 4, 5, 6, 7 y 9 se encuentran

exclusivamente en Firmicutes.

Las fosfotransferasas SpoOB y Spo0OA estan distribuidas Unicamente dentro de Firmicutes;
curiosamente, encontramos que ambas proteinas pueden estar presentes en una forma
reducida que se ignora si es funcional o no, pero son de gran importancia puesto que nos
dan informacién valiosa de su evolucion. El dominio Response_reg o REC tiene una amplia
distribucion en numerosos phyla, ademas de existir en hasta 20 copias paralogas, lo que

nos habla de lo recurrido y versatil que puede ser este dominio.

Las fosfatasas Kipl y Rap estan ampliamente distribuidas en casi todos los phylum, inclusive
en donde no hay H-cinasas homoélogas, lo que nos dice que pueden tener otra funcién
aparte de ser fosfatasas, o bien, Kipl tiene la plasticidad de ser fosfatasa de varios tipos de
H-cinasas. En contraste, Sda que inhibe a la misma H-cinasa que Kipl si es exclusiva de

Firmicutes, al igual que SpoOE que regula a SpoOA.

En general, no existe otro phylum fuera de Firmicutes en donde se encuentren las cuatro

fosfatasas, asi como el resto de los componentes.

35



4.- H-cinasas huérfanas en procariotas

Las HK huéranas es una caracteristica que no todos los phyla comparten, inclusive no todas
las bacterias dentro un solo phylum las conservan. El total de HK tipo huérfanas por bacteria
en cada phylum se representa en la siguiente figura, cada punto indica la cantidad de HK
gue tiene una bacteria. Encontramos que algunos phyla no cuentan con HK huérfanas como
Fibrobacteres y Dictioglomi, y no todos los organismos de un phylum tienen HK huérfanas,
la mayoria de estos cuentan con alrededor de 20 HK huérfanas pero hay phyla que pueden
contener hasta 80 HK huérfanas como las Cyanobacterias. La cantidad de HK huérfanas
esté relacionada con la presencia de fosforrelevos o TCS mas sofisticados en donde varias
HKs pueden fosforilar a un solo RR o bien una HK puede fosforilar a varios RRs.

H-cinasas huérfanas en Bacteria
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Figura 9. Total de H-cinasas huérfanas por bacteria en cada phylum ordenados por distancia
evolutiva 16S, cada punto representa una bacteria, la mayoria de ellas conservan de 1-20 HK
huérfanas, la minoria conservan de 20-80 HK huérfanas, hay pocos phylum con bacterias que no
cuentan con HK huérfanas.

Las clases del phylum Firmicutes como Bacilli, Clostridia si conservan hasta 20 HK
huérfanas, en menor grado Negativicutes y Erysipelotrichia, y en las clases Tenericutes y
Thermolithobacteria no fue posible detectar HK huérfanas, reflejando con ello la gran
variabilidad de fenotipos dentro del mismo phylum. En la siguiente grafica se representa el
total de HK huérfanas en cada bacteria. Se observa que las bacterias no esporulantes (azul)

tienden a conservar pocas H-cinasas huérfanas, asi como las bacterias que no tienen genes
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de fosforrelevo y, que por lo tanto no esporulan, tienden a conservar menos de cinco HK
huérfanas, mientras las bacterias esporulantes tienden a adquirir mayor numero de HK
huérfanas. La clasificacion de “esporulantes” se refiere a organismos en los que
experimentalmente se documenté la formacion de esporas, los “no esporulantes” se refiere
a los organismos que han sido caracterizados experimentalmente como no formadores de
esporas, y el caso de los organismos que no cuentan con documentacion experimental se

clasificaron como “desconocido”.

H-cinasas huérfanas en Firmicutes
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Figura 10. H-cinasas huérfanas por Clase en Firmicutes. Total de H-cinasas huérfanas por bacteria en cada
Clase, cada punto representa una bacteria. Se clasifican como esporulantes o no esporulantes, no se sabe y
bacterias que tienen H-cinasas huérfanas pero no tienen ningun otro elemento de la cascada de fosforrelevo.
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H-cinasas homélogas a las caracterizadas en Firmicutes
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Figura 11. Distribucion en Bacilli y Clostridia de las H-cinasas homologas a las modelos, clasificadas
de acuerdo a su capacidad de esporular. En color se representan las copias paralogas de la H-cinasa
por bacteria.

Encontramos también que el grupo de bacterias esporulantes se encuentra enriquecido con
las arquitecturas de HK caracterizadas esporulantes, algunas de ellas en varias copias
paralogas por lo que varias de ellas se pueden considerar como candidatas necesarias para
iniciar la esporulacién. Aunque el grupo de bacterias no esporulantes también cuenta con
las arquitecturas 2, 8, 10 y 11 en menor cantidad, estas arquitecturas son muy distribuidas
y por lo que es mas probable que estén relacionadas con otro tipo de vias distintas a la

esporulacion.

5.- Conservacion de los elementos del fosforrelevo en Firmicutes

Los resultados de la busqueda por dominios en diferentes Clases de Firmicutes se
encuentran clasificados en la siguiente grafica como grupos de organismos que conservan
desde el subdominio SpoOA_C hasta los que conservan los tres componentes de la

cascada completa, asi como sus combinaciones.
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Arquitecturas de la cascada de esporulacion en Firmicutes
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Figura 12. Conservacion de los elementos del fosforrelevo en Firmicutes. Diversidad de arquitecturas de la via completa
en las clases Bacilli, Clostridia, Erisipelotrichia y Negativicutes. Clasificacion de esporulantes en color. La densidad del
punto representa la proporcién de organismos por clase que cuentan con elementos de la via.

Esto nos permite observar los grupos bacterianos que van adquiriendo el resto de los
componentes hasta llegar a formar la via completa de esporulacién presente en B. subtilis.
Adicionalmente podemos observar en color cuales de ellos adquieren la capacidad de
esporular, asi como el minimo de componentes necesarios para ello. Es interesante como
una Clostridia puede esporular con la proteina reducida SpoOA_C pues el resto no puede
hacerlo, la mayoria de las Clostridias cuentan solo con SpoOA. No hay Bacillus que solo
tengan Spo0A_C o Spo0A, varios de ellos tienen al menos a SpoOF, Spo0OB 0 SPOB_a. No
hay Clostridias que cuenten con la cascada completa pero si hay Clostridias y Bacillus con
la cascada semicompleta (con SPOB_a) que si son capaces de esporular, se desconoce si

en fosforrelevo o en TCS.
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Figura 13. Filogenia 16S ribosomal de la conservacién de los elementos de la cascada de la esporulamon en las
Clases Bacilli (rojo), Clostridia (azul), Erisipelotrichia (rosa) y Negativicutes (verde), el O rosa representa H-cinasas

huérfanas, en 1 spoOF (azul rey), 71 SpoOB (verde) y [ SpoOA (azul marino), en A las diferentes fosfatasas.

Clasificacion de esporulantes en v roja solo organismos esporulantes.
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Se grafica arbol filogenético 16S ribosomal por maxima verosimilitud donde podemos
observar a Clostridia en azul, Negativicutes en verde, Erisipelotrichia en Rosa y Bacillus en
Rojo. Del lado derecho se grafica la presencia o ausencia de cada componente de la
cascada de esporulacion y con paloma se representan todos los organismos que si
esporulan. Estos resultados coinciden con los arboles 21S ribosomales de Kunisawa y cols.
Las bacterias termohaldfilas anaerdbicas o Halanaerobiales se ramifican del resto de las
especies de Clostridia. Un clado formado por las clases Negativicutes, Bacilli y
Erysipelotrichia se coloca como una posicion hermana a las especies de Clostridia
(Kunisawa 2015).

Las cinasas se conservan en menor cantidad en Clostridia que en Bacillus. No todos los
organismos esporulantes conservan H-cinasas de acuerdo a los modelos, esto nos dice
gue deben usar otras arquitecturas aln desconocidas.

En la gréfica se observa que las Clostridias son las mas ancestrales y en su mayoria
conservan un sistema de dos componentes. Sin embargo, eso no se cumple en todos los
casos, ya que algunas de ellas conservan a SpoOF y aunque no cuentan con SpoOB en su
forma completa, si cuentan con la proteina en su forma reducida SpoOB_a. Las Clostridias
también cuentan con la proteina reducida SpoOA_C como una copia paraloga a la proteina
completa. En contraste, los Bacillus en su mayoria cuentan con Spo0OB y SpoOA completas
y pocas excepciones cuentan con estas proteinas reducidas. SpoOF se conserva poco en
Clostridia pero también hay Bacillus que no conservan SpoOF. Es importante resaltar que
la presencia de Spo0OA en su forma mas completa es condicién necesaria pero no suficiente
para esporular.

Kipl y las proteinas Rap son muy conservadas a lo largo de todo el arbol aunque disminuyen
hacia las Clostridias. Sda solo est4 presente en algunos Bacillus y SpoOE esta
escasamente presente en Clostridia pero abundante en la mayoria de géneros Bacillus.
Los clados no esporulantes como Negativicutes, Erisipelotrichia, Staphylococcus,
Lactobacilus y Leuconostoc conservan escasos elementos de la cascada, puntualmente no
cuentan con SpoOA. Es claro que no todos los Bacillus conservan todos los elementos,
especialmente los no esporulantes y los mas cercanos a Clostridia, y los géneros que
conservan todos los elementos Unicamente son B. pumilus, B. atrophaus, B. velezensis, B.
amylolicuefaciens, B. subtilis, B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. welhenstphanensis,

B. thuringensis, B. anthrasis, B. cereus y B. citotoxicus.
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DISCUSION

El sesgo de informacion hacia los organismos mas estudiados como B. subtilis y C.
acetobutylicum aunado al escaso trabajo experimental para caracterizar proteinas
esporulantes ha resultado en pocos modelos de estudio; y a pesar de la tasa explosiva en
gue las bases de datos estan creciendo (Land et al. 2015), predecir con seguridad las
funciones precisas de las regiones codificantes en un genoma con solo analizar su
secuencia no es tarea facil (Stephens 1998). Algunas limitaciones del modelo de B. subitilis,
como la poca conservacion de secuencias (~20%) entre los organismos mas cercanos,
hace que la busqueda de homdlogos a las H-cinasas KinA-KinE no sea suficiente para
cubrir todo el espectro de posibles H-cinasas involucradas en las cascadas de esporulacion,
lo cual hace necesaria la prediccion de H-cinasas como candidatas a proteinas
relacionadas con la esporulaciéon. Como alternativa, Vogel y cols. (2004) proponen que si
se observa la misma combinacién de dominios en dos proteinas diferentes es probable que
mantengan la misma funcién y que hayan evolucionado a partir de un mismo ancestro por
duplicacion y no por ensamblado independiente o diferentes rutas de recombinacion (Vogel
et al. 2004). Pero la clasificacion basada en la arquitectura de dominio puede ser totalmente
engafiosa cuando se usa sin el apoyo filogenético, mientras que si se complementa con el
analisis del contexto gendmico se pueden visualizar algunos procesos evolutivos que
afectan la diversidad de TCS, como la duplicacién, nacimiento de dominios, divergencia y
eventos de fision o fusién de genes (Capra and Laub 2012; Stragier 2002). Narikawa y cols.
(2004) realizaron un analisis de los dominios PAS no conservados entre Cianobacterias que
les permiti6 identificar algunos rasgos evolutivos como la duplicacién o el “shuffling”; aunque
los dominios especie-especificos, los adquiridos por transferencia lateral de genes o los que
se perdieron en otros linajes, no se pueden descartar mediante este analisis (Narikawa et
al. 2004). Es importante mencionar que una de las caracteristicas mas importantes de esta
cascada de esporulaciéon es que sus componentes tanto en Bacillus como en Clostridia se
encuentran como genes huérfanos, es decir, HK y RR no estan contiguos en el genoma,;
esto abre la puerta a estudios de coevolucion en sistemas de tipo huérfanos que determinar
bioinformaticamente siguen siendo un reto (Cheng et al. 2014). Por todo lo anterior, la
metodologia empleada en este trabajo arroja resultados mas amplios que permiten obtener
un mejor panorama de la conservacion en el resto de bacterias a partir de la busqueda de

dominios homologos, en lugar de proteinas homdlogas.
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Se sabe que las HK estan presentes en todo el reino bacteriano, pero la capacidad de
formar endosporas data desde antes del aumento de O, en la atmésfera. Algunas teorias
han considerado que la esporulacién se establecid a principios de la generacién de
divergencia en la evolucion, inclusive se propone que el Ultimo ancestro comun era una
bacteria esporulante didérmica que mas tarde fue perdiendo dichas caracteristicas en
muchos linajes dentro de los Firmicutes. Debido a que el phylum Firmicutes estd mas cerca
de la raiz del &rbol de la vida, la mayoria de las teorias proponen que la diversidad
observada en este phylum podria ser explicada por pérdidas y no por ganancias génicas
(Tocheva, Ortega, and Jensen 2009). Actualmente este proceso de esporular parece estar
restringido a los Firmicutes, Gram-positivos que pertenecen a las clases Bacillus y Clostridia
(Stragier 2002). Estas clases se separaron hace aproximadamente 2,7 mil millones de afios
y 2,3 mil millones de afios respectivamente, y aunque forman endosporas en un proceso
muy similar de esporulaciéon sus diferencias son de suma importancia biolégica; por
ejemplo, la limitacién de nutrientes no es la principal sefial para el inicio de la esporulacién
en Clostridias, sino las condiciones acidas en el medio ambiente (Durre 2011). Estudios
comparativos han confirmado que la cascada de fosforrelevo arriba de SpoOA no se
conserva, particularmente entre Bacilos y Clostridias. Sin embargo, ~60 genes se han
determinado como indispensables para la esporulacion, siendo SpoOA y los factores sigma
(oH, oF, oE, oG, y oK) universalmente conservados en los formadores de esporas
(Galperin et al. 2012). De igual forma se han distinguido bacterias que parecen
recientemente haber perdido la capacidad de esporular, y otras especies que no se ha
observado que esporulen parecen tener la capacidad de esporular en base a la presencia

de las firmas de esporulacion mencionadas (Hutchison, Miller, and Angert 2014).

Se sabe que del 1- 2% de un proteoma procariota se compone de proteinas TCS pero solo
algunos phylum tienen un pequefio porcentaje de especies en donde todas sus HKs y RRs
estan separados en el genoma: 20 de 2066 especies de Firmicutes, 2 de 635 en
Actinobacteria, 6 de 235 en Bacteroidetes, 11 de los 2.246 en Gammaproteobacteria, 48 de
451 en Alphaproteobacteria, 7 de cada 366 en Betaproteobacteria, 4 de cada 108 en
Chlamydias y 3 de 118 en Cyanobacterias (Salvado et al. 2015). Como se esperaba, los
phylum antes mencionados son los mas representativos de nuestros datos (Figura 9) donde
representamos las bacterias que tienen al menos una HK huérfana, siendo las
Cyanobacterias las que contienen hasta 80 HKs huérfanas por bacteria. Esto es de suma

importancia pues los grupos con HKs huérfanas tienen la capacidad de disefiar la mayor
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cantidad de fosforrelevos. En B. subtilis la disposicion de los genes huérfanos KinA 'y SpoOF
en lados opuestos del cromosoma juega un papel funcional importante para generar pulsos
de SpoOA-P necesarios para asegurar la regulacibn adecuada del programa de
esporulacion en coordinacion con la replicacion del ADN (Narula et al. 2015).

En este trabajo decidimos evaluar Unicamente la presencia o ausencia en cada phylum de
los homélogos a H-cinasas esporulantes que cumplan con ser huérfanas, para identificar
aquellas H-cinasas candidatas que adn no estan caracterizadas como esporulantes y
observar como ha sido la transmision de sus arquitecturas a través de los phylum. Los
resultados (Figura 8) muestran que Firmicutes es un phylum muy ancestral a partir del cual
se transmitieron estas H-cinasas hacia los demas phylum con excepcion de la arquitectura
2 que esta presente desde los ancestros de estos. La distribucién de las arquitecturas indica
que los dominios PAS (en verde) son los mas ancestrales y distribuidos, esto quiere decir
que varios de los estimulos para iniciar la esporulacién estan relacionados con la cantidad
de luz y la concentracién de O, que es de gran importancia para medir la densidad de
poblacion en el medio, una de las principales sefiales para iniciar la esporulacién. Las
arquitecturas estudiadas resultan ser poco complejas en comparacién con las
Cianobacterias que pueden llegar a contar con mas de 13 dominios PAS en tAndem (Figura
6). En el clado de las Clostridias las H-cinasas con dominios TM y PAS no suelen estar
fuertemente conservadas (Dirre 2011), lo que concuerda con la menor distribuciéon de las
H-cinasas modelo en este clado (Figura 13).

Por otro lado, las arquitecturas 1, 4, 5, 6 y 7 contienen dominios especificos de Firmicutes,
ya que no son conservados en ningun otro phylum, seria interesante observar que tan
relacionadas estan estas arquitecturas especificas con el medio ambiente. También
observamos que el grupo de bacterias esporulantes esta enriquecido con todas estas
proteinas modelo (Figura 11). Aunque es razonable esperar que muchos genes implicados
en el proceso de esporulacion sean altamente especificos para formadores de endosporas,
este no es siempre el caso; algunos de estos genes estan presentes en muchos no
formadores de esporas y parecen haber evolucionado a funciones especiales en bacterias
esporulantes como algunas H-cinasas, SpoOF y las fosfatasas Kipl y Rap (Figura 13)
(Stragier 2002). Analisis comparativos de los dominios no conservados con el resto de H-

cinasas huérfanas hacen falta para trazar a detalle la historia evolutiva de estas proteinas.
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Es de importancia destacar que dentro de cada phylum las especies muestran una amplia
variedad de organizaciones y fenotipos; si bien la presencia y ausencia de los elementos
del fosforrelevo es importante, también lo es la conectividad de los circuitos entre proteinas,
asi como la organizacion de dominios en las proteinas que generan una amplia variedad
de arquitecturas en TCS y fosforrelevos (Capra and Laub 2012; Salvado et al. 2015). De
acuerdo a un censo realizado por Salvado y cols. (2015), proteinas con dominios HK y RR
estan presentes en el proteoma del 100% de las especies en los siguientes filos: Aquificae,
Chlorobi, Verrucomicrobia, Chloroflexi, Cianobacterias, Deferribacteres, Deinococcus-
Thermus, Dictyoglomi, Acidobacteria, Nitrospirae, Planctomycetes, Epsilonproteobacteria,
Espiroquetas, Thermodesulfobacteria, y Thermotogae. Y en el resto de los phylum solo un
pequefio porcentaje de las especies no cuenta con proteinas HK y/o RR. Por otro lado, las
Deltaproteobacterias son el grupo con el porcentaje promedio mas alto de proteinas TCS,
en contraste con Tenericutes y Chlamydias que cuentan con el porcentaje mas bajo
(Salvado et al. 2015). Estos datos coinciden con nuestros resultados ya que los phylum
mencionados son los mas representativos y en particular las Deltaproteobacterias cuentan
con el mayor nimero de copias paralogas de SpoOF (~20), lo que implica un alto nimero

de fosforrelevos en su genoma.

El nimero de copias paralogas se considerdé importante, porque si las duplicaciones
génicas son altas los organismos evolucionan rapidamente y logran adaptarse con mayor
éxito a diversos ambientes o diferentes presiones evolutivas. La proteina con mas copias
parélogas es SpoOF y su amplia distribucion implica la existencia de fosforrelevos del tipo
HK-RR-HPt-RR. Este tipo de fosforrelevos donde los elementos son independientes se cree
gue se generan porgue varias H-cinasas pueden fosforilar al mismo RR, o bien, una H-

cinasa puede fosforilar a mas de un RR (Salazar and Laub 2015).

Como ha sido descrito en trabajos anteriores, SpoOB resulta exclusivo de la clase Bacilli
(Figura 13), lo que indica un evento importante de especiacion porque en Clostridia el
anélogo en funcion que recibe y transfiere el grupo fosforilo corresponde al dominio HPt. En
su mayoria este dominio se encuentra en combinacion con otros dominios TCS y en menor
cantidad como dominio independiente Unicamente en Firmicutes, Tenericutes,
Actinobacteria, Bacteroidetes y Espiroquetas (Kato et al. 1997; Salvado et al. 2015).
Curiosamente, Spo0OB no comparte una similitud significativa de secuencia con los dominios

HPt aun cuando ambos surgen de un dominio catalitico de una HK (Capra and Laub 2012;
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Stragier 2002); inclusive la similitud entre los propios homdélogos de ambas proteinas es de
20-35%, lo que hace todavia mas dificil su reconocimiento. Mattoo y cols. (2008) encontrd
que Spo0B de Bacillus anthracis evolucioné a partir de una citrato / malato HK. Observaron
también que el locus que abarca SpoOB tiene genes implicados en biosintesis ribosomal,
sintesis de proteinas, desarrollo, esporulacion y division celular (obg, rpmA, prp y rplU),
estos genes concuerdan con nuestros resultados y son de gran importancia para reconocer
ortdlogos de esta proteina.
Mattoo sugiere que SpoOB ha estado bajo mucha presién evolutiva, pues ha adquirido
muchas caracteristicas nuevas en B. anthracis, por lo cual la busqueda de ort6logos no se
adapta a la definicion convencional de estos. Incluso propone que la patogenicidad puede
ser una de las principales razones para estos cambios (Mattoo et al. 2008).

Poco se sabe acerca de la presencia de SpoOB y SpoOF en Clostridium y se ha vuelto poco
trivial concluir si los elementos fueron ganados o perdidos. Nuestros resultados indican que
a pesar de que en el resto de bacterias se fue perdiendo la capacidad de esporular, el
fosforrelevo implicé una ganancia de elementos que solo sucedié en un clado dentro de
Bacilli. Tres razones apoyan esta teoria i) se sabe que evolutivamente el fosforrelevo resulta
ser mas sofisticado que un TCS, ii) la regulacién en las ancestrales Clostridias es por las
mismas HKs mientras que en Bacilli no solo se ganaron transferasas, sino también
fosfatasas vy iii) se ha demostrado que los formadores de esporas tienden a tener genomas
mas grandes (mayor a 2300 Kb) que los no formadores de esporas como los lactobacilos,
los estafilococos y los estreptococos (Galperin et al. 2012). Nosotros proponemos que
Spo0B tuvo que ser creado en el brinco hacia un fosforrelevo, y que su formacion empezo
desde las Clostridias pues varias de ellas conservan el dominio SPOB_a (Figura 13), en
contraste los bacilos casi no cuentan con la proteina reducida. Curiosamente la mayoria de
los organismos que cuentan con SPOB_a también cuentan con SpoOF, lo que deja abierta
la pregunta de si estas proteinas actian como un fosforrelevo en Clostridia. Igualmente,
hay Bacillus que no conservan SpoOF y podrian funcionar como un sistema de dos
componentes. Sin embargo, hacen falta estudios experimentales para comprobar estas
posibilidades, pero es de particular interés porque hasta la fecha no se ha descrito la
presencia de SpoOB completa en Clostridia, con excepcion de un gen similar encontrado

en C. tetani (Dirre 2011), y su posible origen ha sido poco estudiado.

Tal y como lo describe Brown y cols (1994) nuestros resultados reiteran que el regulador

SpoO0A no se encuentra fuera de Firmicutes, ni siquiera en parientes cercanos a Bacillus
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como Listeria y Staphylococcus (Figura 13), lo que sugiere que la regulacion de la actividad
genética durante la transicion a la fase estacionaria mediada por SpoOA es exclusiva de
bacterias Gram-positivas formadoras de endosporas (Brown et al. 1994). Se sabe que en
las clases Bacillus y Clostridia esta proteina participa tanto en TCS (Clostridium) como en
fosforrelevo (Bacillus) y ambas clases han desarrollado varios tipos de diferenciacion celular
regulados por SpoOA, por lo que es probable que su presencia en Firmicutes que no
esporulan esté relacionada con otros procesos de diferenciacién celular como la produccion
de biopeliculas o produccion de toxinas fratricidas (Lopez, Vlamakis, and Kolter 2009) y en
Clostridia con procesos de virulencia o sintesis de disolventes (Paredes, Alsaker, and
Papoutsakis 2005; Pettit et al. 2014). En el arbol filogenético (Figura 13) se muestra que
los géneros que no conservan SpoOA coincidentemente no tienen la capacidad de
esporular, no obstante, algunos de ellos si cuentan con la misma proteina en su forma
reducida Spo0OA_C, pero su presencia no les restablece la capacidad de esporular, lo que
sugiere que probablemente no sea funcional. Algunas otras bacterias esporulantes
conservan esta forma reducida como un paralogo que pudo surgir por la necesidad de crear

mas disefios de las vias de diferenciacion celular.

En los conjuntos de presencia o ausencia de proteinas (Figura 12) encontramos grupos que
cuentan con Spo0A, pero no SpoOF, asi como grupos que cuentan con SpoOA y SpoOF,
pero no Spo0B. Esto nos lleva a la conclusién de que SpoOA y SpoOF pertenecieron a TCS
separados que sdlo en Bacilli fue necesario unir en fosforrelevo a través de Spo0B, tal vez,
para lograr mayor regulacion sobre SpoOA al decidir entre varios destinos celulares.

De acuerdo con Salazar y cols. (2015) el fosforrelevo de B. subtilis evolucioné a partir de
una antigua via canonica de dos componentes. Una de las posibilidades que proponen es
que una via de esporulacién ancestral involucraba H-cinasas que activaban directamente a
una ancestral Spo0OA con la posterior integracion de los dos componentes involucrados en
el medio. Tal escenario habria requerido el cambio en la especificidad de la H-cinasa a
preferir el nuevo regulador SpoOF (57,000 veces mas eficiente cinéticamente) en vez de H-
cinasa=Spo0A, SpoOF a preferir Spo0OB y SpoOB a preferir SpoOA (1.1 millones de veces
mas eficiente cinéticamente) (Grimshaw et al. 1998). Varios experimentos se han realizado
con las proteinas de C. botulinum y C. acetobutylicum donde varias HK pueden fosforilar
directamente a Spo0A de B. subtilis pero no a SpoOF; mientras que KinA de B. subtilis no
puede fosforilar a SpoOA de Clostridium. Estas observaciones pueden implicar que las

especies Bacilli ganaron los componentes intermedios SpoOF y SpoOB. Sin embargo,
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también podria ser que el fosforrelevo estuvo presente en un ancestro comuan de los bacilos
y clostridios con la pérdida subsecuente de los elementos intermedios de la via en
clostridios. Ademas, las H-cinasas de Clostridia no son homdélogos obvios de las H-cinasas
KinA-E de Bacilos, lo que sugiere que las especies de Clostridium pudieron haber perdido
todos los componentes excepto SpoOA y luego adaptar otras H-cinasas para fosforilar
directamente a SpoOA debido a que las sefiales para la iniciacién de la esporulacién son
diferentes en ambos organismos. Varios investigadores proponen que este tipo de
variaciones en HKs estan vinculados a los distintos habitats y capacidades metabdlicas
especificas de cada formador de esporas (Al-Hinai, Jones, and Papoutsakis 2015; Salazar
and Laub 2015; Stragier 2002).

Nuestros resultados nos permiten sugerir que ancestralmente SpoOF pertenecié a otro
fosforrelevo o TCS debido a su amplia presencia en bacterias no esporulantes. El hecho de
que Spo0A y SpoOA_C estén presentes en Clostridias no esporulantes significa que esta
proteina perteneci6 a un TCS HK —-Spo0OA que estuvo relacionado con otra ruta de
diferenciacion celular, o bien, se perdi6 la capacidad de esporular tras la pérdida de otras
firmas esporulantes abajo en la cascada. La filogenia hace evidente que los Bacillus
adquieren Spo0A y Spo0OA_C de las Clostridias. Por otro lado, algunos Bacillus y Clostridias
generan SPOB_a, aunque no se sabe si es funcional. Y solo un grupo de Bacillus afiade
SPOB_ab concluyendo la formacion de SpoOB completa para construir la via completa
(Figura 14).

Spo0A_C Spo0F Spo0A Spo0OF SPOB_a Spo0A SpoOF Spo0B Spo0A
D-ID‘IIEI‘I O 0 P> B OO0 B0

D Spo0A_C . Response regulator D Spo0B_a D Spo0B_ab

Figura 14.- Formacion de la cascada del fosforrelevo en Firmicutes. Los pasos en la evolucion de la cascada de
fosforrelevo empieza a partir del dominio SpoOA_C, los dominios Response_reg se van afadiendo
consecutivamente; de igual forma SPOB_a se afiade a la cascada y culmina en la proteina completa Spo0OB que

Unicamente se logra en Bacilli.

En el caso de los elementos de regulacién, Mitrophanov y cols. (2008) realizaron una
busqueda de homodlogos en algunas bases de datos y notaron que Sda y Kipl, ambas
represoras de KinA, muestran diferentes distribuciones filogenéticas. Sda esta bien

conservado sélo entre especies de Bacillus (Burkholder, Kurtser, and Grossman 2016),
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mientras que los homdélogos de Kipl se encuentran en una amplia gama de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. Esto sugiere que algunas fosfatasas pudieron haber sido
adquiridas lateralmente y haber conservado sus propiedades funcionales a pesar de la
divergencia a nivel de secuencia (Mitrophanov and Groisman 2008). Stephens y cols.
argumentan que los posibles inicios de Kipl y su regulador KipA estan relacionados con una
enzima de la via del nitrégeno (Stephens 1998). En concordancia con nuestros resultados
(Figura 9) Kipl esta ampliamente distribuido en casi todos los phylum, curiosamente también
en donde no hay homdlogos de H-cinasas, esto nos hace pensar que en cada transferencia
de esta proteina su funcion se adapté a diferentes H-cinasas o bien, adopt6 otra. Las
proteinas Rap muestran resultados similares aunque en la literatura han sido encontradas
solo en Bacillus (Stragier 2002). Estas proteinas estan mas relacionadas con el sensado de
metabolitos propios del vecindario por lo que su transferencia ha sido necesariamente
amplia. No asi, Sda que inhibe a la misma H-cinasa que Kipl y se distribuye sé6lo en algunos
Bacillus. También encontramos a SpoOE solo en Firmicutes, por lo que si es especifico de
la esporulacion, ademas es interesante que puede existir en varias copias paralogas lo que
implica que SpoOA tenga bastante regulacién y la regulacion que aportan estas copias

paralogas contribuyan a la heterogeneidad de las poblaciones en Bacillus.

En general, encontramos que no existe phylum en donde se encuentren las cuatro
fosfatasas, con la excepcion de Firmicutes, lo que implica que las fosfatasas de B. subtilis
Sda y SpoOE no fueron adquiridas ni han sido transferidas al resto de los phylum, y que su
presencia este probablemente relacionada con los numerosos destinos celulares, inclusive
hay varios phylum que no cuentan con ningun tipo de fosfatasa. Esto resalta el grado de
sofisticacion que implica su presencia, pues cada fosfatasa que se afiade a la via actla
como un punto de control que funciona como la expresién booleana “AND”, debido a que
los RR son fosforilados sélo si las HK afines realizan su actividad cinasa “Y” si la accion de
las fosfatasas se inhibe. Este hecho es de suma importancia biologica en la mayoria de los
Bacillus pero no en Clostridia donde la regulacién es proporcionada por las mismas HKs.
Ademas, se ha comprobado que ni SpoOA ni SpoOF o oH son limitantes de la velocidad en
la que la esporulaciéon se lleva a cabo en B. subtilis, sino que estas proteinas generan
fluctuaciones estocasticas sobre los niveles de SpoOA~P mediado por el flujo de fosfatos
en el fosforrelevo y que la base para la heterogeneidad de poblaciones se genera por el

ruido o drenado del flujo de fosfatos mediado por las fosfatasas en puntos clave de control
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(Chastanet et al. 2010; De Jong, Veening, and Kuipers 2010; Narula et al. 2012; Stragier
2002; Vishnoi et al. 2013).

El hecho de que el total de proteinas exista sélo en Firmicutes significa que solo en este
phylum existe una presion evolutiva tal que conduce a mdltiples destinos celulares los
cuales, ademas, requieren varios puntos de control. Dicha distribucion de las proteinas
probablemente refleja adaptaciones distintivas de estos organismos a sus nichos
ecoldgicos especificos. (Galperin et al. 2012) Sin embargo, andlisis experimental de la
funcion génica sigue siendo una necesidad critica que es indispensable se realice en
conjunto con métodos gendmicos comparativos para poder describir la diversidad de los
componentes de TCS y trazar su evoluciéon (Capra and Laub 2012; Stephens 1998).

CONCLUSIONES

Aunque es evidente que la capacidad de esporular se extingue por pérdidas génicas en
Firmicutes y en otros phylum, la perfeccién del fosforrelevo indica ganancias solo en el clado
de los organismos que conservaron la capacidad de esporular. La conservacion de los
dominios homdélogos a cada componente de la cascada de fosforrelevo de la esporulaciéon
de B. subtilis y Clostridia revelé una variedad de arquitecturas distintas de esta via de
sefalizacién. Varias de las H-cinasas han sido transmitidas al resto de los phyla, mientras
otras son arquitecturas que todavia no han sido compartidas mas alla de Firmicutes. La
evolucion del resto de la via de sefializacion se observa a partir de las Clostridias como un
sistema de dos componentes de la forma Kin-SpoOA, después algunas Clostridias y Bacillus
conservan SpoOF y las proteinas reducidas SPOB_a y SpoOA_C, y culmina en redes como
el fosforrelevo con complejos niveles de control en forma de fosfatasas especialmente en

las especies del clado Bacillus.

PERSPECTIVAS

¢ Afadir la clasificacion de cada bacteria de acuerdo a los destinos celulares que son
capaces de tomar puede revelar la evolucion de SpoOA en relacién con las
necesidades de la poblacion.

e Ampliar este tipo de andlisis para observar la conservacion de los factores sigma,
pues son firmas importantes para el compromiso de la esporulacion (Narula et al.
2012) que se encuentran abajo en la cascada y se sabe son variables entre

Clostridia y Bacilli.
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