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1. Resumen

La escasez de fosforo es un problema por ser un recurso vital. Su incorporacion a

la biésfera inicia gracias al intemperismo de escasas rocas fosfdricas, proceso en el cual
intervienen unos pocos microorganismos capaces de degradar este nutriente y sus formas
alternativas.
De estos microorganismos se han descrito proteinas involucradas en el metabolismo del
fésforo, especialmente de formas fosfonatadas que son energéticamente costosas de
catabolizar, y que se clasifican de acuerdo a su mecanismo enziméatico: | corte radical del
enlace C-P por medio de la PhnJ C-P liasa, Il corte hidrolitico del enlace C-P y Il corte
oxidativo por PhnZ/PnhY*.

Son pocas las especies que se ha reportado que realizan el catabolismo de

fosfonato (CPn). Algunos estudios muestran que no hay una relacion filogenética entre los
organismos con las proteinas encargadas del metabolismo de fosfonatos, y que estas
probablemente se hayan distribuido por transferencia horizontal.
Para dilucidar la distribucién de estas proteinas en los diferentes phyla de Bacteria se
realizé la busqueda de 22 proteinas involucradas en el catabolismo de fosfonato (CPn) en
10,906 proteomas completos de bacterias. Después de su busqueda e identificacion, se
analiz6 la distribucion filogenética, asi como se determind in silico el tipo de mecanismo
enzimatico para estas enzimas de metabolismo del fosfonato.

Se observo gran predominancia del mecanismo de CPn tipo | que involucra las

proteinas del operdn phn (corte radical C-P) a lo largo de muchos miembros de los phyla
Proteobacteria y Cyanobacteria no relacionados de forma evolutiva, y que ademas en el
proteoma de estas especies comparten espacio con las proteinas de otro tipo de
catabolismos de Pn que involucran la participacion de las proteinas PhnW (2-
aminoetilfosfonato - piruvato transaminasa) y PhnX (fosfonatasa) del mecanismo
enzimatico |I.
Las especies que destinan mayor porcentaje de su proteoma a este tipo de metabolismo |
son los rizobiales Phyllobacterium sophorae (0.76%), Rhizobium miluonense (0.56%) y
Mesorhizobium tianshanense (0.49%) y otras 18 proteobacterias junto a las
cianobacterias Rubidibacter lacunae (0.46%) y Nodularia spumigena (0.43%).

Los patrones de distribucién de los metabolismos de CPn nos cuentan historias
evolutivas para los taxa Burkholderiales, Enterobacterales, Oceanospirillales,
Pseudomonadales, Vibrionaceae, Neisseriales y Nostocales donde los ancestros
comunes de cada uno contaban con la capacidad de usar este metabolismo.

Se amplio el conocimiento sobre la distribucion de las proteinas de CPn en phyla
poco descritas ademas de la cantidad de especies ya mencionadas.



1.1 Lista de abreviaturas

P fésforo

Pad fésforo adsorbido

Pn Fosfonato

Po fésforo orgéanico

Poc fésforo inorganico ocluido

CPn Catabolismo de Fosfonato

CDS Secuencia codificadora

IPG Grupo de Proteinas ldénticas

WGS Secuenciacion completa del genoma
COG Clusters de genes ortélogos
Transportador ABC (ATP-binding cassette o dominio de unién a ATP)



2. Introduccion

2.1. La importancia del fosforo para los organismos

El fésforo (P) es un nutriente limitante en el crecimiento de los organismos,
ya gque participa en numerosos procesos Yy funciones dentro de las células, tales
como la estructura del material genético, las membranas celulares, procesos como
la fotosintesis, el transporte y almacenamiento de energia, etc. (Buchanan et al.,
2015).

Sin embargo, la disponibilidad de este macroelemento esta dada por la
propia geoquimica del elemento. El ciclo del fésforo en el suelo indica que este
elemento quimico proviene principalmente del intemperismo de roca fosférica
(compuesto principalmente de apatita) que suministra iones fosfato (H,PO4 vy
HPO,*) a la solucién del suelo y posteriormente, las bacterias, hongos y plantas
incorporan estos iones fosfato en su biomasa, iniciando con esto la ruta biologica
del P. Ademas, con el paso del tiempo un suelo joven poco intemperizado tendra
una mayor cantidad de fésforo que uno viejo mas intemperizado, en el cual

dominara la forma de fosforo organico (Po) (Tapia-Torres & Garcia-Oliva, 2013).

Ademas del P asimilado por los microorganismos que queda en forma
organica (Po), los iones también pueden reaccionar rapidamente quedando
adsorbidos en la superficie de particulas érgano-minerales como P adsorbido
(Pad) o mineralizado por elementos metalicos como Al, Fe, Ca como P inorganico
ocluido (Poc) quedando no biodisponible. Existen formas de fosforo organico (Po)
como los ésteres de fosfato, que al igual que los ortofosfatos son altamente

reactivos, y son demandados por los microorganismos (Stosiek et al., 2019).

Muchos compuestos en la naturaleza tienen enlaces C-P en sus
componentes. Las moléculas mas pequefias de fosfonato son metilfosfonato y 2-

aminoetil-fosfonato (fosfonato). Ambos son de naturaleza ubicua pero los
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fosfonatos también se encuentran como constituyentes de lipidos, polisacaridos y
polipéptidos. En el metabolismo secundario de bacterias funcionan como
antibioticos. Por la parte antropogénica, las industrias de detergentes,
anticongelantes, pesticidas y herbicidas, como fosfinotricina y glifosato, liberan una
gran cantidad de compuestos xenobioticos organofosforados (Hayes et al., 2000).

Se ha cuantificado la presencia de fosfonatos en ecosistemas acuaticos y
se sabe que el P contenido en los fosfonatos representa mas del 25% del P
organico disuelto de alto peso molecular en las columnas de agua de los océanos
y 23% del P total (Clark et al., 1998). Estos compuestos se encuentran en
diversidad de organismos, incluyendo invertebrados y vertebrados. Sin embargo, a
pesar de ser producto de la biosintesis del metabolismo propio de estos

organismos, su catélisis es complicada debido a su naturaleza quimica.

2.1.1 Fésforo y contaminacion

Por medio de la industria agricola es comun introducir fertilizantes
inorganicos para sustituir la deficiencia de macro y micronutrientes en el suelo. El
fésforo puede ser agregado como apatita que puede contener cantidades de
cadmio y otros metales pesados que, con el uso prolongado, puede significar un
problema de acumulacién de este metal toxico para plantas y animales (Gilliam et
al., 2015).

Investigaciones como la de Hove-Jensen et al., (2014) han considerado la
posibilidad de usar contaminantes del suelo como glifosato como fuente de fosforo
a través de una ruta metabdlica conocida como C-P liasa, una forma particular de

llevar a cabo el catabolismo de una gran variedad de moléculas de fosfonato.

Carles et al., (2019) muestran que comunidades de biopeliculas bacterianas
en rios pueden disminuir los niveles de glifosato en el agua y aumentar los de
fosforo total, y que muy probablemente se trate de microorganismos con algun

mecanismo de catabolismo de fosfonato (CPn). Estudios de este tipo de



metabolismos podrian ayudar con el problema de contaminacion ambiental y la

limitacion de fésforo en el futuro (Nowack, 2003).

Se han encontrado varios operones de genes en bacterias, codificantes
para las enzimas que convierten ciertas formas de fésforo en otras mas
disponibles, como lo es el operon phnCDEFGHIJKLMNOP (C-P liasa), palRECBA
(Hidrolasa de fosfonopiruvato), phnWX (Fosfonacetaldehido Hidrolasa) y, phnWAY
(Fosfonoacetato Hidrolasa). El operon phn C-P liasa esta constituido por proteinas
de transporte, fosfatasas y la C-P liasa capaz de romper enlaces C-P, los cuales
estan en un alto porcentaje de P organico que no esta normalmente accesible
para la mayoria de los organismos, por ejemplo, en ambientes marinos pueden
representar la Unica fuente de Po: los fosfatos organicos disueltos estan
compuestos aproximadamente por un 75% de ésteres de fosfato y un 25% de Pn

(Bjarne Hove-Jensen et al., 2011b).

2.2. Catabolismo del fosfonato en bacterias

Hay diferentes rutas metabdlicas con el propésito de catabolizar fosfonato
(Pn) que comparten la forma bioquimica del enlace C-P. Dentro de la bioquimica
de los Pn, se han descrito 3 mecanismos enzimaticos para el catabolismo del

enlace C-P segun Horsman & Zechel (2017):

Mecanismo |. Corte de enlace radical de C-P por carbono-fosforo
liasa

También referido simplemente como las proteinas del operon phn, este es
un mecanismo enzimatico generalista, ya que puede hacer uso de una gran
variedad de sustratos (como fosfonopiruvato, fosfonacetaldehido, acido 2-
aminoetilfosfonico, acido 2-hidroxietil fosfonico, acido 1-hidroxi-2-
aminoetilfosfonico, fosfonoalanina, fosfonoacetato y acido metilfosfonico) pero la

transformacion que lleva a cabo es compleja (emplea el uso de 5 reacciones
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enzimaticas); este mecanismo enzimatico fue descrito en Escherichia coli K12 y
también estudiada en otros organismos como P. stutzeri A1501 (Stosiek et al.,
2019).

A grandes rasgos, este mecanismo enzimatico conlleva la incorporacién de
sustratos como el acido 2-aminometilfosfénico que es N-acetilado por
aminoalquilfosfonato N-acetiltransferasa (PhnO) usando acetil-CoA como donador
del grupo acilo (Bjarne Hove-Jensen et al., 2012, Figura 1). El siguiente paso es
llevado por la subunidad Phnl de a-D-ribosa 1-alquilfosfonato 5-trifosfato sintasa
(Phnl) que cataliza la ribosilacion del Pn a partir de la hidrélisis de ATP, dejando
paso a a-D-ribosa 1l-alquilfosfonato 5-trifosfato a ser hidrolizado en su enlace
fosforil por la a-D-ribosa 1-alquilfosfonato 5-trifosfato difosfatasa (PhnM) que libera
un pirofosfato y a-D-ribosa 1-alquilfosfonato 5-fosfato. En esta parte, se lleva a
cabo la escision del Pn gracias a la accion de la a-ribosa 1-alquilfosfonato 5-
fosfato C-P liasa (PhnJ) que corta el enlace C-P haciendo uso de S-adenosil-L-
metionina y un donador H* y dejando a-D-ribosa 1,2-fosfato ciclico 5-fosfato, el
grupo alquilo y el donador H* es oxidado.

El producto a-D-ribosa-1,2-fosfato ciclico 5-fosfato es un metabolito sin
salida dentro de la célula, por lo que con la accién de la metalo-B-lactamasa
fosforribosil 1,2-fosfato ciclico fosfodiesterasa (PhnP) realiza la hidrolisis region-
especifica del fosfato ciclico para producir a-D-ribosa-1,5-difosfato 5-fosfato, un
metabolito que puede ser utilizado por la célula (Hove-Jensen et al, 2011). La
enzima ribosa 1,5-bisfosfato fosfoquinasa (PhnN) cataliza la fosforilacién (con el
uso de ATP) region especifica de a-D-ribosa-1,5-difosfato 5-fosfato para formar 5-
fosfo-a-D-ribosa-1-difosfato 5-fosfato, la cual puede entrar al metabolismo de
guanosina, uridina, NAD" histidina o triptéfano (Figura 1, Horsman y Zechel,
2017).
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Figura 1. Ruta de catabolismo de fosfonato, con el acido 2-aminoetil fosfénico
como sustrato, modificado de Horsman y Zechel (2017). El sustrato de la reaccién de la
PhnJ es fosfato de a-D-ribosil-1,2-ciclico que es finalmente convertido en 5-fosfo-a-D-
ribosil pirofosfato (PRPP), un donante universal de ribosilo que se utiliza para sintetizar
nucleétidos, histidina y triptéfano.

Mecanismo Il. Cortes hidroliticos del enlace C-P

Esta ruta catabodlica realmente son 3 rutas metabdlicas que siguen el mismo
mecanismo enzimatico: toma de sustrato una molécula aminada de bajo peso

molecular que pueda ser usada como primer paso para hidrolizar el enlace C-P,
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por lo que el sustrato comun para poder entrar a esas pequefas rutas metabdlicas
son amino-alquil-fosfonatos como el acido 2-aminometilfosfénico. En los tres
casos, las enzimas se basan en el carbonilo beta para estabilizar el grupo saliente
del carbanion que se forma tras el ataque nucleofilico en el centro del fésforo.
(Quinn et al., 2007, Figura 2).

Uno de los mecanismos de corte hidrolitico es el que se basa en la enzima
fosfonopiruvato hidrolasa (PPH), codificada por el gen palA en Variovorax sp. Pal2
y Burkholderia cepacia sp. Pal6, el cual forma parte del operon PalEDCBA
(PalEDC que es un transportador ABC, PalB que es una transaminasa y PalA
fosfonopiruvato hidrolasa), PalB desamina una fosfonoalanina a fosfonopiruvato, el
cual es hidrolizado por PalA a piruvato y fosfato. Dicho operén se ha encontrado
en registros metagendmicos de hasta 45 sitios de muestreo en agua marina con
deficiencia de fosforo inorganico (Kulakova et al., 2003).

Fosfonopiruvato hidrolasa

NH> O transaminasa jJ\/Q fL T
P-OH =— P-OH — HO-P-OH
i ! HO,C™ "CH
HO.C OH HO,C OH H,0O 2 3 éH

piruvato L-Ala

Figura 2. Mecanismo general de catabolismo del &cido 2-aminometilfosfénico el
cual es convertido en piruvato por PalA (fosfonopiruvato hidrolasa o PPH) modificado de

Horsman 'y Zechel, 2017.

Otro mecanismo de corte hidrolitico esta basado en la accién de la
fosfonoacetaldehido hidrolasa (PhnX, también identificada como fosfonatasa)
codificada por el gen phnX en las bacterias Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium LT2129 y Enterobacter aerogenes, junto con la transaminasa 2-
aminometilfosfonato (codificada en phnW) logran la conversion del acido 2-
aminometilfosfonico a fosfonoacetaldehido y su hidrdlisis para liberar fosfato y
acetaldehido (Figura 3, Horsman y Zechel, 2017).
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2-aminoetilfosfonato - piruvato transaminasa Fosfonoacetaldehido hidrolasa

PhnW

- (transaminasa) 0 9 (fosfonatasa) fL . 9
~_POH =——]———= P-OH H” “CH HO-P-OH
HZN 6H m H OH H20 3 (I)H

piruvato L-Ala

Figura 3. Conversion de &cido 2-aminoetilfosfonico hasta ser hidrolizado por PhnX

fosfonatasa, modificado de Horsman y Zechel, 2017.

El tercer mecanismo que involucra el corte hidrolitico del enlace C-P es
efectuado por la fosfonoacetato hidrolasa (PhnA), codificada en el gen phnA de
Pseudomonas fluorescens sp. 23F a partir de &cido 2-aminometilfosfonico (si
previamente fue transformada por la 2-aminoetilfosfonato piruvato transaminasa,
PhnW). La fosfonoacetaldehido deshidrogenasa (PhnY) reduce el
fosfonoacetaldehido a fosfonoacetato, y finalmente la PhnA lo hidroliza a &cido

acético y fosfato (Figura 4).

2-aminoetilfosfonato- fosfonoacetaldehido Fosfonoacetato
piruvato transaminasa deshidrogenasa hidrolasa
- o]
B_om - Ji/g OH o N3 oy ot Ho—t-on + I
ST E—a - — \ HO™ “CH
H2N OH s N\ H OH »—~ HO OH H.0 OH 3
piruvato L-Ala NAD+ NADH

Figura 4. Conversion de acido 2-aminoetilfosfénico hasta ser hidrolizada por la

PhnA fosfonacetato hidrolasa, modificado de Horsman y Zechel, 2017.

Mecanismo lll. Corte de enlace oxidativo C-P por PhnYox / PhnZ

Este mecanismo enzimético utiliza oxigeno molecular y iones de hierro para
romper el enlace oxidativamente mediante los productos de los genes phnZ y
phnY*/phnYox (encontrados originalmente en bacterias marinas como
Planctomyces maris DSM8797, Plesiocystis pacifica SIR-1, y Prochlorococcus sp.
MIT9303 y MIT9301), pero también presente en hongos como Aspergillus niger.
Se ha argumentado que esta distribucion entre diferentes organismos, puede
hacer que varie la especificidad de sustrato, entre diferentes organismos
(Wdrsdorfer et al., 2013).
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Al igual que en el mecanismo de corte hidrolitico, el mecanismo Il inicia con
acido 2-aminometilfosfonico, pero aqui es sometido a una oxidacion en el carbono
1 (Cl1l), pasando a ser (R)-acido 1-hidroxi-2-aminoetilfosfénico por la 2-
aminoetilfosfonato dioxigenasa (PhnY*, ahora escrita como PhnYox que no debe
ser confundida con la enzima PhnY, fosfonoacetaldehido deshidrogenasa), para
volver a ser oxidado en el C1, y obtener glicina y fosfato, rompiendo el enlace de
una forma sencilla por medio de la enzima PhnZ (2-amino-1-hidroxietilfosfonato

dioxigenasa, McSorley et al., 2012, Figura 5).

2-aminoetilfosfonato dioxigenasa PhnYox 2-amino-1-hidroxietilfosfonato dioxigenasa
.CF.” PhnY* i PhnZ o g
~1""0OH ™ H.N i OH — N HO~| —~0OH
HzN OH Fe(l), 2 /E/HOH Fe(,O, 2 ) G
(IKG, 02 O
Gly Pi

Figura 5. Conversién del acido 2-aminietilfosfénico hasta ser oxidado por medio
de las PhnY 2-aminoetilfosfonato dioxigenasa y PhnZ 2-amino-1-hidroxietilfosfonato
dioxigenasa, modificado de Horsman y Zechel (2017).

2.2.1. Estructura del operdon phn y otras proteinas involucradas

en el metabolismo de fosfonatos

El operén phn fue descrito por Metcalf & Wanner, (1991), consta de 14
genes denotados como phnCDEFGHIJKLMNOP (Figura 6). Es muy importante
considerar que la actividad del operdn phn solamente se ha visto expresada en
condiciones de inanicion de fésforo. En el Anexo SO se describen los genes que
codifican en este operdn asi como la proteina PhnPP, relacionada y las proteinas

que componen los mecanismos enzimaticos Il y Ill anteriormente descritos.

PhnC, PhnD y PhnE: Constituyen un transportador dependiente de
proteinas de union a fosfonato con la capacidad de introducir moléculas de
fosfonato, fosfito y fosfato. Responsable del acoplamiento de energia al sistema
de transporte. También se observo que PhnC, PhnK, PhnL y PhnN (PhnCKLN)
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son cada uno similares a los componentes de la proteina de unién a nucleétidos
(Metcalf y Wanner, 1991).

Em Uransporte de proteinas C D FE FGH 1 J k L M NOP
g Prot. reguladoras putativas EmEEE N s
| Polipéptidos auxiliares prot. de union periplasmica

involucrados en el catabolismo

de fosfonato Periplasm

prot. que abarca la membrana

r o e
B (ENES paR: pmICIos on prot. de union con nucledtidos

actividad enziméatica conocida
en el catabolismo de fosfonato 0

o

Figura 6. Funciones de los productos del operdn phn. El operdon phn consta de 14

Cytoplasmic membrane

Cytoplasm

F

genes caodificantes, las esferas rojas indican el sistema de transporte ABC, las esferas
azules indican polipéptidos con funcién enzimética asignada, la esfera verde indica el
presunto represor de la expresion del operén phn y las esferas negras indican
polipéptidos auxiliares sin una funcién bioquimica asignada. Modificado de Hove-Jensen,
et al. (2014).

White & Metcalf (2007) han mostrado que la estructura del operdon phn es
variable entre diferentes organismos, algo que se puede observar con
herramientas como Operon-Mapper (Taboada et al., 2018) y ello podria mostrar
una versatilidad de uso del metabolismo CPn o su relacién con otras enzimas del
metabolismo de fosfonatos (Figura 7). La informacion resumida de las proteinas

utilizadas para este estudio se muestra en el Anexo SO.

14



X. flavus WM2814 e e < s sl el

htx-ptx locus htxY htxX htxD htxC htxB ptxE ptxD

A. faecalis WM2072 =l e=li- sl il il sl

htx-ptx operon htxA htxB htxC htxD ptxD ptxE

(5.48 kb)

P. stutzeri WM88 e e e — w—

pitx operon A B C D E

(4.4 kb)

P. stutzeri WM88 —»—»—»—»-}b’—b—b—»-}—» ==
htx operon B C¢C D EFG H | J K L MN O P
(11.8 kb)

E. coli B e D papep ey ey elpe—] 3>

phn operon cC D E F GH | J K L M NOP

(10.9 kb)

P. stutzeri WM88 = o v mip il e el el

phn locus ¢c b E FGH I J K L MNP

(10.6 kb)

=== Genes involucrados en catdlisis

== Genes codificantes de proteinas de transporte

=== Genes con funciones regulatorias putativas
Genes codificantes de proteinas accesorias putativas

=== Genes con funcién desconocida

Figura 7. Estructura general del operdn phn en diferentes especies, se observan
diferentes estructuras en la conformacién del operén. Modificada de White y Metcalf
(2007).

2.4. Evolucion del catabolismo de fosfonatos

Huang et al. (2005) intentaron descifrar el origen de los genes del
mecanismo de corte de enlace radical de C-P por Carbono-Foésforo liasa (el
mecanismo | mencionado anteriormente), y encontré6 que el operén phn esta
distribuido de forma no correlacionada con la filogenia de las bacterias, pues al
realizar un arbol filogenético con las proteinas mas importantes para el mecanismo
de corte del enlace C-P, encontraron que se ha transmitido entre clados por

transferencia horizontal (Figura 8).
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Ademas hay diferentes versiones del operén phn en distintos organismos,
conservando solo algunas proteinas de forma universal como son PhnGHIJKL y
variando la presencia de las demas proteinas. La razon del por qué existe esta
diversidad de estructura del operon phn en diferentes organismos es desconocida,
ya que esas proteinas que no estan tan conservadas son pasos importantes en la
via metabdlica de corte radical C-P liasa (l), y que podria haber enzimas de
sustrato mas inespecifico que lleven a cabo la misma funcién (Hove-Jensen et al.,
2014).

ﬂ‘ Yersinia pestis CO92
560

, Yersinia pestis KIM
Taxonomia 981100 L Erwinia carotovosa
h | | (Pectobacterium carotovorum)
L Eschenchia coli
Phylum (Clase) 0o | ,
‘: Firiiciitas 9%1{: Pseudomonas stutzeri
‘:J Cyanobacteria 99100 Pseudomonas aeruginosa
[ ] Chloroflexi Pseudomonas syringae
Il Proteobacteria saiieo Sinorhizobium meliloti plasmid
I (Deltaproteobacteria —[: : :
. 97100 Agrobacternium tumefaciens
C 1 Alphaproteobacteria ey
[ ] Betaproteobacteria 961100 | esetiZzaDm ol
[ ] Gammaproteobacteria)  gzsa 68100 —_— Bradyrtizobium japonicum
Rhodopseudomonas palustns
Silicibacter sp. (Ruegueria sp.)
S0/100 i Mesorhizobium loti plasmid phn2
60 L = Mesorhizobium loti plasmid phn 1
80188
esulfovibrio desulfuricans
- Burkholderia fungorum
86/59 Burkholderia pseudomallei B
911100
Chromobactenum violaceum
Nosloc sp.
081100 — Ralstonia eutropha .
L Ralstonia metallidurans
m{j Pseudomonas stutzeri htx * 4
esr Thiobacillus denitrificans
97/100 Rubrivivax gelatinosus k
77178 Trichodesmium erythraeum
Oceanobacillus iheyensis

Chloroflexus aurantiacus

Figura 8. Arbol filogenético generado a partir de las proteinas mas importantes del
metabolismo | corte de enlace radical de C-P por carbono-fésforo liasa oper6n phn
(proteinas PhnGHIJKL), se muestra el grupo taxondémico al que pertenecen en la
clasificacion de la base de datos del NCBI. Las barras verticales evidencian la

transferencia horizontal de genes. Modificada de Huang et al. (2005).
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Villarreal-Chiu et al. (2012) analizaron la distribucion filogenética de las
enzimas de metabolismo de fosfonatos en genomas bacterianos y metagenomas
de ambientes marinos. Al no estar bien descritas las diferencias entre los
mecanismos y no existir una descripcion detallada del mecanismo CPn Il (Corte de
enlace oxidativo C-P por PhnYox/PhnZ) este trabajo intenta aportar informacién al

respecto.

2.5. Busqueda de proteinas homologas en el proteoma

bacteriano y proteomas representativos

En los genomas bacterianos, los genes relacionados funcionalmente que
corresponden a rutas metabdlicas o complejos proteicos comiunmente estan
codificados por loci vecinos co-regulados y co-transcritos (unidades cistrénicas),
denominados operones. En la naturaleza, la constitucion de los operones puede
ser muy variada, debido a la forma en la que evolucionan estos en el genoma
bacteriano, ya que ademas de mutaciones puede haber duplicaciones, inserciones
o deleciones de cistrones dentro de los operones, asi como rearreglos dentro del
genoma Yy transferencia horizontal que pueden mover genes y tener una

constituciéon muy diferente a la original (Sobecky, y Hazen, 2009).

Estos mecanismos de modificacion del material genético pueden resultar en
una diversificacion funcional, aumentando la evolucién potencial de nuevas rutas
metabdlicas y permite que las rutas preexistentes se adapten a los requisitos de
entornos gendmicos particulares. Las proteinas homadlogas son distintas versiones
de una proteina pero en diferentes especies (ortélogos), o bien pueden tener

diferentes funciones (paralogos) (Bundalovic-Torma et al., 2019).

Para la siguiente tesis se usaron proteomas anotados como

‘representativos” de la base de datos de Refseq (O’leary et al.,, 2015). Los
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genomas anotados son producto de un proceso de ensamblaje de novo a partir de
la secuencia de DNA de un organismo, iniciando con la identificacion de genes de
RNA vy codificantes para identificar ORF (Open Reading Frames en inglés, o MAL

Marcos Abiertos de Lectura) en la secuencia del genoma.

Con esos ORFs se buscan homodlogos con el programa BLAST contra
bases de datos como GenBank y UniProt para identificar funciones putativas y
evidencia de proteinas. Los ORF se asignan a las vias metabdlicas utilizando una
base de datos KEGG. Los dominios de proteinas se identifican mediante
busquedas de InterProScan. Los ORF se buscan en la base de datos del dominio
conservado que incluye los COG para identificar los ortdlogos correspondientes
(Christoffels & Van Heusden, 2019).

Los genomas representativos se  calculan y  seleccionan
computacionalmente para representar diversas especies, por lo que en el presente
trabajo se utilizan proteomas completos (total de proteinas codificadas por un
genoma) de bacterias (Wilkins, 2009).
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3. Antecedentes y Justificacion

Los microorganismos llevan a cabo funciones muy diversas en el balance y
funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos llevados a cabo por grupos
funcionales de microorganismos con metabolismos especializados en la
solubilizacion de nutrientes como el nitrégeno y el fésforo en el suelo con

organismos de la familia Nitrososphaeraceae (Wu et al., 2021).

Especificamente el foésforo se encuentra en gran diversidad de
composiciones quimicas y organismos especializados pueden usar las formas
menos accesibles de fésforo como compuestos organofosforados en condiciones

de estrés (McMullan & Quinn, 1994) para introducir este recurso a la red tréfica.

Ciertos productos de degradacion de vias metabdlicas relacionadas con el
fosfonato han causado un gran misterio en la comunidad cientifica por muchos
afios con la llamada “Paradoja de la sobresaturacién de metano”, la cual consiste
en la exagerada produccion de metano en ambientes acuaticos que no cumplen
con las condiciones comunes de produccion de este gas sencillo, tales como la

estricta anaerobiosis.

Gracias al grupo de Repeta et al. (2016) y Wang et al. (2017) queda claro
gue este problema esta relacionado con el metabolismo del metilfosfonato y otros
compuestos aminoetil-fosfonatados, pues su biodegradacibn puede verse
exacerbada por la actividad de los microorganismos fijadores de nitr6geno y en
condiciones de deficiencia de nutrientes en el medio marino que probablemente
sean el resultado del calentamiento de los océanos causado por los gases de
efecto invernadero. Los microorganismos capaces de realizar este metabolismo

tienen proteinas componentes de la C-P liasa.

Los avances en la secuenciacion a partir de 2012 han permitido conocer
que el 10% de los genomas bacterianos secuenciados contenian genes para la

biosintesis de Pn mientras que el 40% de los genomas bacterianos contenian
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genes que codifican a proteinas del CPn por uno o mas de tres mecanismos
catabolicos. Inclusive la ampliamente utilizada E. coli, que evolucioné en el
ambiente rico en Pi del intestino de los mamiferos, ha retenido los genes que

codifican la C-P liasa (Horsman y Zechel, 2017).

En el caso del mecanismo catabodlico | por medio de la C-P liasa, se
encontré que es capaz de degradar un amplio espectro de organofosfonatos,
incluyendo el glifosato (Hove-Jensen et al, 2014), por lo que detectar bacterias que
posean este metabolismo, potencialmente podrian utilizarse para disminuir el

contenido de organofosfatos contaminantes en el suelo y en el agua.

Morales, et al. (2020) crean los primers de las proteinas de las enzimas
mas importantes de la metabdlica de corte de enlace radical por medio de la C-P
liasa con el objetivo de en un futuro utilizar la biorremediacién con bacterias

modificadas genéticamente, mostrando el gran interés en este tipo de tecnologia.
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4. Objetivos
4.1. General

Identificar y describir la distribucion filogenética de los genes codificantes y
proteinas predichas del catabolismo de fosfonato en proteomas representativos

del dominio Bacteria.

4.2. Particulares

1. Identificar las proteinas relevantes en el catabolismo de fosfonatos.

2. Construir modelos ocultos de Markov (HMMs) de cada una de las enzimas
identificadas en el catabolismo de fosfonatos.

3. Utilizar los HMMs, para buscar e identificar secuencias homologas a proteinas
ya descritas de los 3 mecanismos enzimaticos de catabolismo de fosfonato en

los proteomas bacterianos disponibles en www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/

4. Describir la abundancia y distribucion filogenética en Bacteria de las secuencias
homologas de aminoacidos de las proteinas del catabolismo de fosfonatos

(CPn) y su distribucion filogenética.
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5. Metodologia

Procedimientos bioinformaticos

Construccion de Base
de Datos (BD) de
/_ proteomas

Obtencion de
neracion NCi ..
Gene acs%mﬁ;cue clas Generaciéon Modelos

genomas bacterianos
3 Mecanismos del Ocultos de Markov

- (HMMs) para 22
Catabolismo Pn proteinas CPn

h Evaluacion de HMMs y
Obtencion Blusqueda de
Taxonomia Generacion de Matriz de Homélogos en BD

datos de homologos
/ Evaluacion de

diversidad de HMMs
intraespecifica

Presentacion de
Resultados

Diagrama de flujo. Resumen de los procedimientos realizados para este trabajo de tesis.

5.1. Obtencioén de proteomas bacterianos

Para la creacion de la base de datos local de proteomas bacterianos se

utilizé el siguiente comando en la terminal de bash:
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rsync descarga los archivos desde una base de datos dada una direccion
web (por ejemplo Refseq). En este caso los proteomas de bacterias en formato
.faa que muestra proteinas anotadas en formato fasta (aminoacidos) del grupo de
proteomas representativos (el conjunto de los proteomas representativos contiene
a las especies que tienen al menos 10 presentaciones de genomas, es decir que
fueron unidos de diferentes trabajos de secuenciacién y anotacion, O’leary et al.,
2015). A la fecha (marzo 2020), se descargaron 10,906 proteomas representativos

de Bacteria (Anexo S1).

Luego se concatenaron los archivos que pertenecieran a la misma especie

para evitar problemas al manejar los archivos y se borraron los demas, se uso el

comando:

5.1.1 Taxonomia de los proteomas bacterianos

Se uso el método de Ciccarelli et al. (2006) que usa Clusters de Genes
ortélogos (COGs) que estan inocuamente distribuidos en los organismos.
El método consistio en buscar los COGs de referencia que se usaron en dicho
articulo (COGO0016, COGO0052, COGO0081, COG0092, COGO0172, Tabla

suplementaria S1 del articulo de Ciccarelli):

Copiar los identificadores de los ortélogos en un archivo, se buscaron las
secuencias COGs en la pagina ftp:/fip.ncbi.nih.qov/pub/COG/COG/, (Anexo
github.com/LChora/LChora/blob/main/COGs_bacteria.bz2) usando el archivo

whog, el cual tiene una lista de nombres de ortélogos de proteinas en diferentes

organismos. Se hizo una copia local para cada COG y se modifico para que
quedara dentro del archivo lista COGnum con el formato de
myva:nombre_ortdlogo. Para que se realice una busqueda del archivo myva las

secuencias que tengan los nombres de las proteinas que estan en la
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lista_ COGnum se usG por medio del programa EMBOSS:6.6.0.0

(https://www.bioinformatics.nl/cqgi-bin/emboss/help/xmltext) con el comando:

seqret realiza una busqueda de la secuencia a partir de los nombres de

identificadores que estén en la lista.

A partir de éstas secuencias, se utilizé el programa MUSCLE v3.8.31
(Edgar, 2004) para realizar una alineaciéon multiple con el programa de clustalWw,

con la funcion:

donde a muscle se le da la instruccion de qué usar como archivo de entrada

-in y como archivo de salida -out.

A partir del alineamiento multiple COGOnum.aln, con la intencién de
encontrar proteinas homélogas en los genomas de la base de datos local para
este trabajo, se realizé un Modelo Oculto de Markov (HMM) con HMMER 3.1b2
(Eddy, 1998):

Para buscar una secuencia a partir de un perfil HMM y dar un resultado en

forma de tabla en el archivo genoma_protein.faa.out (para ver el archivo de salida

ira Codigo 1):

Una vez obtenido el perfil HMM, se usoé el pardmetro bit-Score, que es una
medida para observar el grado de confiabilidad del alineamiento y que es
independiente del tamafio de la base de datos de la referencia (diferente a la
medida de e-value). Para hacer esta busqueda se usé el comando awk, el cual

busca un cierto valor (en la columna $6 del archivo de texto), que con la
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condicional de mayor o igual un cierto valor de bit-Score especificado imprime el

nombre de la proteina buscada y ese valor y lo guarda en

identificador_obtenido_de_hmmsearch.fin:

En el caso de obtener mas de un identificador, se unifico, seleccionando la
proteina que tuviese la puntuacibn mas alta de bit-Score para posteriormente
buscar en cada proteoma la secuencia de aminoacidos de la proteina encontrada

con el comando:

El cual extrae la secuencia en el proteoma ruta/del/genoma_protein.faa

para posteriormente ser usado en Kaiju (Menzel et al., 2016a).

Como antecedente, se utilizo un script local del laboratorio
(https://github.com/genomica-fciencias-

unam/SOP/blob/master/scripts/header.fasta.numbers.pl) para renombrar el

contenido de una secuencia al nombre del archivo y eliminar los saltos de linea (es

decir \n) que pueden complicar el analisis de Kaiju. Para ello se uso:

Posteriormente se concatenaron todos los proteomas en un solo archivo

usando:

Este ultimo archivo es el que se usé en el programa Kaiju, como lo

establece su misma pagina de uso (Menzel et al., 2016).
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El resultado del andlisis se vacié en una hoja de calculo (Anexo S1), y se

curd usando la informacion del taxonomy browser del NCBI (Federhen, 2012).

5.2. Obtencién de secuencias semilla de proteinas de

catabolismo de fosfonato (CPn)

Se llevé a cabo una revisiobn bibliografica en el servidor PubMed

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) y con ayuda de herramientas como STRING

(Szklarczyk et al., 2021) se enlistaron inicialmente 22 proteinas que participan en
el catabolismo de fosfonato en bacterias, que participan directamente en la
actividad de corte de la C-P liasa, corte hidrolitico y oxidativo del enlace carbono-

fésforo (C-P) de bacterias. Estas se resumen en la Tabla S1.

Con el objetivo de buscar proteinas homologas necesarias para realizar un
alineamiento y poder construir un HMM se usaron las proteinas que se encuentran
en tres mecanismos enzimaticos de catabolismo de fosfonato como base para
hacer un PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Los parametros para esta busqueda con BLAST

fueron los siguientes: matriz de sustitucion BLOSUM45 con un limite de 0.005 con

4 iteraciones y un rango de 70-100% de identidad.

Se dividieron las proteinas en la siguiente clasificacion de acuerdo al
mecanismo enzimatico al que pertenecen (en total 22 proteinas: 15 del

mecanismo |, 5 del mecanismo Il y 2 del mecanismo llI):

Corte de enlace radical de C-P por carbono-fésforo liasa:
phnCDEFGHIJKLNOP de Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655.

Corte hidrolitico del enlace C-P: phnA de Pseudomonas fluorescens 23F /

Sinorhizobium meliloti 1021, PalA de Burkholderia / Variovorax sp., PhnX de
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Bacillus cereus / Salmonella typhimurium, phnW de Salmonella typhimurium, PhnY

de Sinorhizobium meliloti sp. 1021.

Corte de enlace oxidativo C-P por PhnYox / PhnZ: PhnYox y PhnZ de
Planctomyces maris DSM8797.

El resultado de esto se guardd en un archivo multifasta y en
https://github.com/LChora/LChora/blob/main/[HMMs.zip se anotan todas las

proteinas utilizadas para generar los alineamientos a partir de los cuales se
hicieron los perfiles de modelos ocultos de Markov (HMMs por sus siglas en inglés
Hidden Méarkov Model).

Las secuencias semilla que se utlizaron pertenecen a las especies
Acidithiobacillus ferrooxidans, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus,
Bacillus megaterium, Bacillus terrae, Bradyrhizobium japonicum, Burkholderia
pseudomallei, Chloroflexus aurantiacus, Cupriavidus necator, Desulfotignum
phosphitoxidans, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella  pneumoniae, Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens,
Mesorhizobium loti, Mycolicibacterium smegmatis, Nostoc sp. PCC 7120,
Ochrobactrum anthropi, Prochlorococcus marinus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas stutzeri, Rhodobacter capsulatus,
Ruegeria pomeroyi, Salmonella enterica, Sinorhizobium meliloti, Trichodesmium

erythraeum (Horsman y Zechel, 2017; Stosiek et al., 2019), Anexo S2.

5.3. Generaciéon de perfiles de Modelos Ocultos de Markov

(MOM) para las proteinas CPn

A partir de los archivos multifasta de cada proteina, se realiz6 un
alineamiento mdultiple que utiliza probabilidades p; y p; derivadas de la matriz 240
PAM VTML (Edgar, 2004), usando estos archivos:
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con la secuencias alineadas, se gener6 un perfil HMM:

La busqueda de perfiles fue realizada con ayuda del programa HMMER. El
comando utilizado para buscar secuencias homologas en los proteomas fue usado

de la siguiente manera:

donde hmmsearch: es la instruccion para buscar un perfii HMM en una
base de datos (en este caso la base de datos local)

--tblout es una opcién del comando hmmsearch que permite obtener
resultados en formato tabular

phnJ.out define el nombre del archivo de texto con los principales
resultados de la busqueda en phn J.faa

phnJ.nmm es el perfil HMM que sera buscado, en este caso el de la
proteina C-P liasa.

en phnJ.out aparecen los valores de la busqueda de homdélogos al perfil
HMM.

Codigo 1. Salida de archivo .out cual muestra la alpha-D-ribose 1-

methylphosphonate 5-phosphate C-P-lyase PhnJ (alfa-D-ribosa 1-metilfosfonato 5-fosfato
C-P-liasa) con sus valores correspondientes de 7.2e-162 e-value y 535.1 bit-score.



5.3.1 Evaluacion de modelos ocultos de Markov (HMM)

Antes de realizar las busquedas de los perfles HMM en los proteomas
bacterianos de la base de datos local, se realizaron diversas pruebas.
Para evaluar la capacidad de los perfiles HMM en los proteomas de bacterias, la
primera prueba consistid en evaluar la capacidad de los perfiles para encontrar
proteinas homélogas en algunos proteomas control, que previamente hayan sido
reportados en la literatura, o aparezcan como homologos en el programa de Gene
Context Tool (Martinez-Guerrero et al.,, 2008). Estos organismos control se
muestran en el Anexo S2. La busqueda se realiz6 usando hmmsearch.

Se defini6 un rango de seleccion de bit-Score para discriminar entre
secuencias homadlogas y no homologas. Este pardmetro fue elegido debido a que
su calculo es independiente de la base de datos de referencia sobre la que se esta
trabajando para construir el perfil de HMM (Eddy, 2010), lo que permite comparar

similitud de secuencias de los diferentes proteomas (Gonzalez, 2016).

El rango de seleccion fue definido con el bit score maximo y minimo
posible, que pudieran tener las proteinas homélogas conocidas para dicha familia
de proteinas. El bit score maximo y minimo se obtuvo al comparar el perfil HMM
de cada proteina contra cada una de los proteomas usados en el paso anterior.

Para analizar detenidamente los datos que definieron al rango de seleccion,
se decidio graficar la distribucion de los bit score, en un diagrama de caja, el cual
fue generado en el programa R (versibn 3.0.2) (R Core Team, 2013a). Los
diagramas de caja se muestran en

https://github.com/LChora/LChora/blob/main/boxplot-distr-bitscore-proteina.png asi

como el rango de seleccién, la cantidad de secuencias con las que fue calibrado

cada perfil y la longitud de cada perfil.

Cada perfil HMM se representé graficamente como un HMM logo usando el
programa Skylign en linea (Wheeler et al., 2014). Un HMM logo permite visualizar

la informacion contenida y la distribucion de proteinas de un alineamiento multiple
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de secuencias (Demarchi et al, 2006), estos se incluyen en
https://github.com/LChora/L Chora/blob/main/HMMsL0gos.zip.

5.3.2 Busqueda de homologos con perfiles HMM

Al igual que en el caso de la evaluacién de los perfiles, se uso6 el programa
HMMER:

Se uso el valor del bit-score para calcular la media y la desviacion estandar
para definir un valor de corte para incluir a las proteinas que si entran en la
basqueda de homodlogos, para el cual, en cada caso especifico se usd su propio

valor de corte para buscar en la base de datos local de proteomas bacterianos:

En la columna $6 de la salida .out aparece el valor de bit-score, con la
condicional if se seleccionan sélo los valores mayores al valor de corte
previamente establecidos para cada proteina, el valor $1 pertenece al identificador
de la proteina, $3 al nombre de la proteina buscada, y de $19-28 es la descripcion

con el que esta anotada esa proteina.

Este método se corri6 para cada una de las proteinas en los 10,906
proteomas de nuestra base de datos. Los resultados de presencia de secuencias

homologas de proteinas CPn se encuentran en el Anexo S3.

Las secuencias utilizadas de Refseq se encuentran anotadas como 'WP' lo
cual significa que una secuencia de proteina procariota no redundante, que
corresponde a traducciones idénticas de al menos una, pero a veces miles de

regiones de secuencia codificadora (CDS por sus siglas en inglés) anotadas en
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proteomas de RefSeq. Cada proteina no redundante de RefSeq representa un
grupo de proteinas idénticas (IPG), asi como traducciones de ensamblajes Ref-
Seq de secuenciacion completa del genoma (WGS), de modo que es esperable
que haya secuencias de proteinas que no se encuentren en el genoma utilizado
(Haft et al., 2018).

5.3.3 Evaluacion de la diversidad de la presencia de
proteinas entre bases de datos

Debido al caréacter histérico de la investigacion del operdn phn y la variante
htx en la especie Pseudomonas stutzeri (White y Metcalf, 2004; Kononova y
Nesmeyanova, 2002), y dado que los HMMs de este trabajo no fueron capaces de
encontrar las respectivas proteinas homologas para esta especie, se decidid
analizar la diversidad de perfiles de presencia de proteinas CPn en la misma

especie pero en diferentes genomas de las bases de datos de Refseq y Genbank.

Dado que se usaron proteomas representativos de la base de datos de RefSeq,

(O’leary et al, 2015, hitps:/ftp.ncbi.nih.gov/genomes/refseg/bacteria/), se

compararon los que se encuentran en GenBank

(ftp://itp.ncbi.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/). La base de datos de GenBank

tiene una cantidad mayor de secuencias al ser una base redundante, es decir que
hay muchas secuencias que pertenecen a la misma especie pero diferentes

cepas.

Se utilizaron varias cepas de P. stutzeri, se conoce que hay diversidad de
cepas como P. stutzeri WM88 que tienen ambos operones phn y htx, sin embargo,
al realizar la busqueda en el proteoma de la base de datos de proteomas
representativos de Refseq, no se encontraron los genes buscados, por lo que se
buscaron en GenBank. Para la mejor visualizacion de esta informacion, se realizo

un mapa de calor (heatmap) como en la Figura 16.
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5.4. Generacion de matriz de datos con los homdlogos del

catabolismo de fosfonatos (CPn)

Para analizar la abundancia y la distribucion de las proteinas homologas
encontradas con los perfiles HMM, se generé una matriz de datos (Tabla S3). En
las columnas se ordenaron las proteinas analizadas y en las filas se colocaron los
nombres de los proteomas organizados por phylum y por clase. En las celdas
intermedias se agregd el nimero de las copias de proteinas homdlogas halladas

para cada proteoma.

Al observar que existian proteomas con mas de una copia para una misma
proteina, se tomaron solo los que tuvieran mayor puntuaciéon de bit-score, en
posteriores andlisis se contaron Unicamente como presencia 0 ausencia de los
genes estudiados. Estos casos de proteinas con “exceso de copias” son el caso
de algunas proteinas que se encuentran dentro de familias génicas grandes como
los transportadores acoplados a ATP (proteinas PhnC, PhnD y PhnE), por lo que
los HMMs pueden estar haciendo falso positivo al encontrar proteinas homélogas
que no estén relacionadas con el catabolismo del Pn.

5.4.1 Abundancia a nivel de proteoma y total de proteinas

Para contar el total de proteinas por proteoma se uso el comando:

Luego se sumaron el total de proteinas homologas de cada proteina dentro

del archivo que se gener6 usando el archivo de la seccién anterior:

La abundancia total de proteinas se obtuvo al contar todos los homodlogos
encontrados con los HMMs. Adicionalmente, se reporté la cantidad de homadlogos

encontrados por cada una de las proteinas de CPn analizadas. Los resultados se
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vaciaron en una hoja de célculo, en la cual se sumé lo encontrado para el
mecanismo de corte de enlace por C-P liasa, y en conjunto los de corte de enlace
oxidativo y corte hidrolitico. La abundancia total fue graficada en un histograma
(Figura 10). A partir de esta abundancia se obtuvo el porcentaje de cada proteina,
tomando como el 100% el total de proteinas encontradas en todo el taxon.

5.4.2 Abundancia a nivel de clase y phylum

En la abundancia a nivel de phylum se obtuvieron tres datos. El primer dato
hace referencia a la abundancia de proteinas por phylum (Tabla 1). El segundo
dato deriva de la abundancia de cada phylum, normalizada entre el nimero de
organismos analizados en el respectivo phylum. El tercer dato, muestra la
proporcion en la que fueron encontradas las proteinas CPn en cada phylum. Por
ejemplo, en el caso del phylum Proteobacteria, el cual tiene una abundancia muy
predominante (Figura 9), se analizé la abundancia relativa de la proteina PhnJ
respecto al total de proteinas encontradas en cianobacterias. ElI resumen por

phylum y clase se muestra en el Anexo S3.

A partir de estos datos en conjunto con los datos obtenidos de la seccién de
taxonomia, se graficaron las categorias taxondmicas de clase y phylum y la
imagen fue editada para mejor comprension con el programa paint.NET 4.2.13

(https://www.qgetpaint.net/) (Figura 9).

5.5. Diagramas de Venn, comparacion de conjuntos de

proteinas CPn

También se realizaron diagramas de Venn para visualizar mas facilmente la
presencia de las proteinas en los proteomas bacterianos, para esto se usaron 2
paquetes diferentes de R, el primero fue con la funcién venn 1.9 (2020) y upset

1.4.0 (2019). EIl primero (venn) con la idea de observar conjuntos particulares y el
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segundo (upset) de observar la diversidad de conjuntos que pueden encontrarse
en los proteomas bacterianos seleccionando a los que estén reportados en la
literatura y que sean significativos bioldgicamente (que exista la posibilidad de
interaccibn metabodlica entre las proteinas), en qué organismos, qué tipo de
interacciones son preguntas que se abordaran en la parte de discusion. Se usaron
los siguientes scripts:

N EENNERREE “ii N
QD
=

QD
o
(72}
Q
QD
«Q
=
QD
3
QD
[72)
o
(0]
<
(0]
>
>
—~
I
(@]
c
=
QD
[EEY
N
~
(%2}
(¢]
c
(%2}
O

w
g



Om= =
O
2
«Q
o
N
%)
(o]
=.
©
—
o
QD
=
QD
%)
(@]
=
D
QD
o,
O
>
Q.
(]
=3
QD
«Q
—
QD
3
Q
7]
o
(¢]
<
D
>
>

Y para los upset y observar mayor nimero de conjuntos (Figura 13):

Q)

6digo 3. Script para la creacion de Upset.
35



Los datos utilizados para la creacion de este upset y las correspondientes

se encuentran en el Anexo S4.

5.6. Determinacion de la distribucion filogenética de los

homologos de las proteinas del Catabolismo de fosfonatos (CPn)

Para analizar los patrones de distribucion de las proteinas del CPn, se
grafic6 un heatmap asociado a una filogenia con la taxonomia a nivel de phylum y

clase donde se observaron los emparentamientos filogenéticos (Figura 16).

5.6.1 Construccion del arbol filogenético

El arbol filogenético que se realizé se baso en el de Ciccarelli et al., (2006),
haciendo coincidir el orden de la tabla con el de la filogenia, en la filogenia base se
eliminaron los taxa que pertenecieran a mas de una especie (como diferentes
cepas) y se agregaron al menos una especie de cada phylum, respetando en todo
momento la topologia de la filogenia base. La filogenia propuesta por Ciccarelli fue
modificada y obtenida del servidor iTOL (http://itol.embl.de/itol.cgi), en la seccion
de "TREE OF LIFE", y se modific6 con el programa de edicion de imagenes

Paint.net en donde también se incluy6 el heatmap de presencia de proteinas CPn.

5.6.2 Construccion del mapa de calor (heatmap)

El heatmap fue construido a partir de la matriz de la presencia y ausencia
de proteinas del CPn generada previamente, en el programa R con la funcidn
heatmaply de la paqueteria heatmap 3.6.3 (Galili et al., 2018) con el siguiente

script:
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Cdédigo 4. Script usado en la construccion del heatmap.
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6. Resultados

6.1. Descripcion taxondmica de Bacteria en la base

de datos local

La clasificacion completa para cada especie se encuentra en el Anexo S1.
En la base de datos de proteomas descargada de Refseq (conocida como base de
datos local) se analizaron 10,906 especies bacterianas, distribuidas en 36 phyla y
80 clases. De los cuales se encontraron 4,413 proteomas (40.46% del total) con al
menos una secuencia homologa de proteina de catabolismo de fosfonatos (CPn)
calculada por medio de los modelos ocultos de Markov (HMM), distribuidas en 24
phyla y 50 clases.

La distribucién de estos proteomas se encuentra en el Anexo S5 y la

Figura 9 (el restante 59.54% se excluye en las siguientes descripciones debido a
que las especies no se les detectd ninguna proteina del catabolismo de Pn).
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Tenericutes
Proteobacteria

Nitrospirae

Nitrospinae
Actinobacteria
512

11.6%

Chrysiogenetes

Firmicutes

Cyanobacteria

0000 OCDOO

Deferribacteres
Deinococcus-Thermus
Spirochaetes
Fusobacteria

@ Chloroflexi
Actinobacteria
Chlorobi
Synergistetes

Thermotogae

Bacilli

895 (20.3%) Rhodothermaeota

Bacteroidetes
Balneolaeota

Acidobacteria
Verrucomicrobia
Lentisphaerae
Planctomycetes

Armatimonadetes

® NA

Figura 9. Distribucion por phylum y clase de proteinas CPn. En el circulo externo
se encuentran los phyla bacterianos y en el circulo interno las clases, con la cantidad de
proteomas totales para cada uno y el porcentaje que representan del total de bacterias
gue poseen al menos una proteina CPn. NA = Sin clasificacion taxondmica disponible.

Para algunas de las siguientes especies no se ha probado o reportado
algun tipo de actividad de este tipo de metabolismo de Pn. Se puede apreciar que
los phyla dominante de las especies que tienen al menos una proteina del
metabolismo de CPn son el phylum Proteobacteria (53.5%), con las clases:

Alphaproteobacteria 21.7% con especies tales como: Phyllobacterium

sophorae, Mesorhizobium tianshanense, Rhizobium miluonense, bacterium
MO0O0.F.Ca.ET.156.01.1.1, Mesorhizobium delmotii;
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Gammaproteobacteria 20.5%: Pectobacterium carotovorum,

Pectobacterium polaris, Pseudomonas abietaniphila, Pseudomonas silesiensis,
Enterobacter soli); y

Betaproteobacteria 9.1%: Paraburkholderia aspalathi, Paraburkholderia

dipogonis, Burkholderia agricolaris, Paraburkholderia diazotrophica,
Paraburkholderia hospita).

Seguidos en abundancia por el phylum Firmicutes (25.2%) con las clases:

Bacilli 20.3%, siendo las especies mas abundantes del phymun:
Oceanobacillus damuensis, Paenibacillus ferrarius, Paenibacillus terrigena,
Paenibacillus guangzhouensis, Paenibacillus harenae; y

Clostridia 3.8%: Clostridium acidisoli, Clostridiisalibacter paucivorans,
Alkaliphilus metalliredigens, Caldanaerovirga acetigignens, Oxobacter pfennigii.

Finalmente los phyla Actinobacteria 11.6%: Gordonibacter urolithinfaciens,

Curtobacterium plantarum, Microbacterium sediminis, Arthrobacter alpinus,
Arthrobacter glacialis; y

Bacteroidetes 2.7%: Rikenella microfusus, Flavihumibacter solisilvae,

llyomonas limi, Segetibacter koreensis y Chitinophaga rhizosphaerae.

6.2. Abundancia relativa de proteinas CPn

Una vez que se buscaron los perfiles de modelos ocultos de Markov (HMM)
en la base de datos local de los proteomas bacterianos, se encontraron en total
24,023 secuencias de proteinas homologas de todas las proteinas del catabolismo
de fosfonato (CPn). Se calcul6 la cantidad de proteinas homdlogas totales y el
porcentaje con respecto al total de copias de genes de proteinas del proteoma
para cada phylum, en la Figura 10 y Tabla 1 se muestran las 3 especies con
mayor porcentaje en su proteoma, con respecto a los demas miembros de su

mismo phylum.
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Tabla 1. Se muestran las 3 especies de cada phylum con mayor abundancia

relativa en numero de copias de secuencias de proteinas homélogas de catabolismo de

fosfonato.

Especie

Phyllobacterium
sophorae

Rhizobium
miluonense

Mesorhizobium
tianshanense
Rubidibacter
lacunae

Nodularia
spumigena
Microbacterium
sediminis

Phormidium tenue

Oceanobacillus
damuensis

Entomoplasma
somnilux

Curtobacterium
plantarum

Spiroplasma litorale

Alkalispirochaeta
americana

Hydrogenibacillus
schlegelii

Mycoplasma
salivarium

Chloroflexus
aurantiacus

Paenibacillus
guangzhouensis
Paenibacillus
ferrarius

Chloroflexus
aggregans

Rikenella
microfusus

Rubritalea
squalenifaciens

Fusobacterium
russii

Cetobacterium
somerae

Nitrospina gracilis

Alkalispirochaeta

sphaeroplastigenen

S

Chloroflexus
islandicus

Phylum

Proteobacte
ria

Proteobacte
ria

Proteobacte
ria

Cyanobacte
ria

Cyanobacte
ria
Actinobacte
ria
Cyanobacte
ria

Firmicutes

Tenericutes

Actinobacte
ria

Tenericutes

Spirochaete
s

Nitrospirae

Tenericutes
Chloroflexi

Firmicutes

Firmicutes
Chloroflexi

Bacteroidet
es

Verrucomicr
obia
Fusobacteri
a

Fusobacteri
a

Nitrospinae

Spirochaete
s

Chloroflexi

Clase

Alphaproteobac
teria

Alphaproteobac
teria

Alphaproteobac
teria

Oscillatoriophyc
ideae
-Cyanobacteria
Actinobacteria
Oscillatoriophyc
ideae

Bacilli

Mollicutes

Actinobacteria

Mollicutes

Spirochaetia

Nitrospira

Mollicutes

Chloroflexia

Bacilli

Bacilli

Chloroflexia

Bacteroidia

Verrucomicrobi
ae

Fusobacteriia

Fusobacteriia

Nitrospinia

Spirochaetia

Chloroflexia

Orden

Rhizobiales

Rhizobiales

Rhizobiales

Chroococc
ales

Nostocales

Micrococcal
es

Oscillatorial
es

Bacillales

Entomoplas
matales

Micrococcal
es

Entomoplas
matales

Spirochaet
ales

Nitrospirale
s

Mycoplasm
atales

Chloroflexal
es

Bacillales

Bacillales

Chloroflexal
es

Bacteroidal
es

Verrucomic
robiales
Fusobacteri
ales

Fusobacteri
ales

Nitrospinale
s

Spirochaet
ales

Chloroflexal
es

Familia

Phyllobacteriac
eae

Rhizobiaceae

Phyllobacteriac
eae

Aphanothecac
eae

Aphanizomeno
naceae

Microbacteriac
eae

Oscillatoriacea
e

Bacillaceae

Entomoplasma
taceae

Microbacteriac
eae

Spiroplasmatac
eae

Spirochaetace
ae

Nitrospiraceae

Mycoplasmata
ceae

Chloroflexacea
e

Paenibacillace
ae

Paenibacillace
ae

Chloroflexacea
e

Rikenellaceae

Rubritaleaceae

Fusobacteriace
ae

Fusobacteriace
ae

Nitrospinaceae

Spirochaetace
ae

Chloroflexacea
e
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Género

Phyllobacteriu
m
Rhizobium

Mesorhizobium

Rubidibacter

Nodularia

Microbacterium

Phormidium

Oceanobacillus

Entomoplasma

Curtobacterium

Spiroplasma

Alkalispirochae
ta

Thermodesulfo
vibrio
Mycoplasma

Chloroflexus

Paenibacillus

Paenibacillus

Chloroflexus

Rikenella

Rubritalea

Fusobacterium

Cetobacterium

Nitrospina

Alkalispirochae
ta

Chloroflexus

No.
Proteinas

5804

6129

7124

3287

4443

2712

4992

3790

713

4487

1105

2815

2328

1409

3939

6014

7834

3648

2212

3715

1690

2826

2782

2759

3861

Abundancia Abundancia

total

44

35

35

15

19

11

16

12

12

11

12

relativa en
el proteoma

0.76%

0.57%

0.49%

0.46%

0.43%

0.41%

0.32%

0.32%

0.28%

0.27%

0.27%

0.21%

0.21%

0.21%

0.20%

0.18%

0.15%

0.14%

0.14%

0.13%

0.12%

0.11%

0.11%

0.11%

0.10%



Deinococcus
koreensis

Haloplasma
contractile
Alkalispirochaeta
odontotermitis
Chrysiogenes
arsenatis

Desulfurispirillum
indicum
Akkermansia
glycaniphila

Gordonibacter
urolithinfaciens

Geovibrio thiophilus

Isachenkonia
alkalipeptolytica

Chitinophaga
barathri

Fusobacterium
ulcerans

Isosphaera pallida

Cloacibacillus
porcorum

Lacunisphaera
limnophila

Edaphobacter
dinghuensis
Chitinophaga
niabensis

Deinococcus
alpinitundrae

Deinococcus
peraridilitoris

Rubrivirga marina

Prosthecochloris
vibrioformis

Thermodesulfovibri

o thiophilus

Petrotoga sibirica

Pseudothermotoga

thermarum
Aquisphaera
giovannonii
Rhodohalobacter
halophilus

Oceanotoga
teriensis

Gimesia maris

Gracilimonas
tropica

Victivallis vadensis

Natronospirillum
operossus

Deinococcu
s-Thermus

NA

Spirochaete
s

Chrysiogen
etes

Chrysiogen
etes

Verrucomicr
obia
Actinobacte
ria
Deferribacte
res

NA

Bacteroidet
es

Fusobacteri
a

Planctomyc
etes

Synergistet
es

Verrucomicr
obia
Acidobacteri
a
Bacteroidet
es
Deinococcu
s-Thermus

Deinococcu
s-Thermus

Rhodotherm
aeota
Chlorobi

Nitrospirae

Thermotoga
e

Thermotoga
e
Planctomyc
etes
Balneolaeot
a
Thermotoga
e

Planctomyc
etes

Balneolaeot
a

Lentisphaer
ae

NA

Deinococci

NA

Spirochaetia

Chrysiogenetes
Chrysiogenetes
Verrucomicrobi

ae

Coriobacteriia

Deferribacteres

NA

Chitinophagia

Fusobacteriia

Planctomycetia

Synergistia

Opitutae

Acidobacteriia

Chitinophagia

Deinococci

Deinococci

Rhodothermia

Chlorobia

Nitrospira

Thermotogae

Thermotogae

Planctomycetia

Balneolia

Thermotogae

Planctomycetia

Balneolia

Lentisphaeria

NA

Deinococca
les

Haloplasma
tales
Spirochaet
ales
Chrysiogen
ales

Chrysiogen
ales

Verrucomic
robiales

Eggerthellal
es

Deferribact
erales
NA

Chitinopha
gales

Fusobacteri
ales

Planctomyc
etales

Synergistal
es

Opitutales

Acidobacter
iales

Chitinopha
gales

Deinococca
les

Deinococca
les

Rhodother
males

Chlorobiale
s

Nitrospirale
s

Petrotogale
s

Thermotog
ales

Planctomyc
etales

Balneolales

Thermotog
ales

Planctomyc
etales
Balneolales

Victivallales

NA

Deinococcacea
e

Haloplasmatac
eae

Spirochaetace
ae

Chrysiogenace
ae

Chrysiogenace
ae

Akkermansiace
ae

Eggerthellacea
e

Deferribacterac
eae

NA

Chitinophagac
eae

Fusobacteriace
ae

Isosphaeracea
e

Synergistaceae
Opitutaceae

Acidobacteriac
eae

Chitinophagac
eae

Deinococcacea
e

Deinococcacea
e

Rubricoccacea
e

Chlorobiaceae

Nitrospiraceae

Petrotogaceae

Thermotogace
ae

Isosphaeracea
e

Balneolaceae

Thermotogace
ae

Planctomyceta
ceae
Balneolaceae

Victivallaceae

NA
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Deinococcus

Haloplasma

Alkalispirochae
ta

Chrysiogenes
Desulfurispirillu
m

Akkermansia

Gordonibacter

Geovibrio

Isachenkonia

Chitinophaga

Fusobacterium

Isosphaera

Cloacibacillus

Lacunisphaera

Edaphobacter

Chitinophaga

Deinococcus

Deinococcus

Rubrivirga

Prosthecochlori
s

Thermodesulfo
vibrio

Petrotoga

Pseudothermot
oga

Aquisphaera

Rhodohalobact
er

Oceanotoga

Gimesia

Gracilimonas

Victivallis
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De forma congruente con lo mostrado en la Figura 9 anterior, el grupo que
contiene méas proteinas CPn son las Proteobacteria y ademas son las que poseen
mayor numero de copias (abundancia total) y mayor abundancia relativa en su
de

Cyanobacteria. El resto de las especies pertenecientes a los demas phyla no se

proteoma, aunque el segundo grupo en abundancia relativa es el

encuentran agrupadas y poseen menos copias de proteinas CPn.
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Figura 10. Abundancia relativa de proteinas CPn por phylum, calculada como la

Rhizobum miluonense |
Rubidibacter lacunae I

Piylobacterium sophor e
Mesorhizobium tianshanense |
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[ Thermotogae
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abundancia de proteinas por phylum entre proteinas totales por phylum.
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6.3. Distribucion las proteinas CPn por mecanismo

enzimatico

Podemos dividir las proteinas encontradas en la base de datos local en los
tres mecanismos metabolicos descritos anteriormente. En la Figura 11 se aprecia
que las proteinas pertenecientes al mecanismo de corte de enlace radical de C-P
por C-P liasa (I) son las predominantes con 86.65%, seguidas por 12.55% del
mecanismo de corte hidrolitico del enlace C-P (llI) y por ultimo las de corte de
enlace oxidativo C-P por PhnYox / PhnZ (lll) con 0.79% de las secuencias.

Bl | Corte por CP liasa

PhnK, 1391 mm || Corte Hidrolitico

PhnJ, 1615 - PhnL, 1410 [EH||| Corte Oxidativo

Phnl, 1363 PhnM, 1146 PhnPP. 19

— PalA, 11
PhnH, 1204 Phnts 66 [JRERRAEES
PhnP, 278
PhnG, PhnW, 1337
3225

PhnF,
PhnX, 909

PhnY, 347
PhnZ, 133

PhnE, 3693 PhnYox, 57
PhnC, 3832

PhnD, 1644

Figura 11. Distribucién de las proteinas CPn en Bacteria por proporcion. Se
grafica el nimero de copias de proteinas homologas CPn totales encontradas por medio
de los HMMs en la Base de datos local . En el circulo exterior se muestra el total de
proteinas homologas encontradas para cada proteina de la literatura, en el circulo interior
se muestra la proporcion de los que pertenecen a ciertos mecanismos enzimaticos, es
decir los mecanismos | (corte radical por medio de la C-P liasa), Il (corte hidrolitico) y IlI
(corte oxidativo).

44



6.4. Mecanismos enzimaticos CPn y su

predominancia en Bacteria

6.4.1. Conteo de conjuntos de proteinas en Bacteria

Las 24,023 secuencias de proteinas CPn homodlogas estan distribuidas en
4,413 proteomas completos. Se calcula que las 4,413 especies con al menos una
proteina CPn se encuentran con la siguiente composicion: 3,810 especies
(86.34%) tienen al menos una proteina perteneciente al mecanismo | (Corte de
enlace radical de C-P por carbono-fosforo liasa), 1,507 (34.15%) al mecanismo |l
(Cortes hidroliticos del enlace C-P) y 188 (4.26%) al mecanismo Ill (Corte de
enlace oxidativo C-P por PhnYox / PhnZ).

La suma de porcentajes no deben ser interpretados como el 100% de las
especies de bacterias, pues como se verd mas adelante, hay especies que
poseen proteinas pertenecientes a mas de un mecanismo enzimatico CPn (a
diferencia de la Figura 11 donde se muestra la presencia del total de proteinas en

toda la base de datos local).

Algunos proteomas Unicamente poseen una copia de un gen de una
proteina y otros proteomas poseen hasta 44 copias de la misma proteina (Anexo
S0). Por ello se realizaron diagramas de Venn contabilizando Unicamente la
presencia de las proteinas, y se calcularon las intersecciones por grupos de
proteinas segun lo reportado en la literatura (en conjuntos biolégicamente
significativos segun la literatura, conjuntos como el de las proteinas

PhnCDEFGHIJKLMOP que son componentes del operén phn del mecanismo 1).
En la Figura 12 se muestra el nimero de proteomas que contienen las

proteinas mas relevantes para el mecanismo enzimatico | del corte de enlace

radical de C-P liasa.
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Figura 12. Conjunto de especies que contienen proteinas del mecanismo | de
corte radical por medio de C-P liasa. Se muestra la cantidad de proteomas que contienen
a las proteinas del transportador ABC de fosfonatos PhnCDE (a) y las proteinas

componentes de la enzima C-P liasa PhnGHIJKL(b).

En este mecanismo enzimatico | hay al menos 1,094 especies de bacteria
con las proteinas componentes del transportador ABC de fosfatos/fosfonatos (25%
del total de bacterias con al menos una proteina CPn y 10.1% de todas las 10,906
bacterias analizadas de la base de datos local).

Observando los datos del Anexo S3 podemos determinar lo siguiente:

Hay al menos 1,106 especies (25%) con las 6 proteinas que conforman el
complejo PhnG;,H.l,J:K de la C-P liasa que parecen ser capaces de llevar a cabo
las reacciones mas importantes de la ruta metabodlica del mecanismo I, dadas las
condiciones ambientales de inanicion de fosforo. Es decir, al menos estas
bacterias tienen la mayoria de las proteinas del operén phn funcional y en las
condiciones de inanicion de fésforo llevarian a cabo las funciones mas importantes

para catabolizar el fosfonato por este mecanismo enzimatico.
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Otro conjunto de proteinas, conformado por PhnNOP, también participan en
esa ruta metabdlica (Figura 1), estas proteinas se encuentran menos distribuidas,
Gnicamente 33 especies tienen estas 3 secuencias de proteinas en el mismo

proteoma.

Los otros dos mecanismos enzimaticos Il y Il estdn menos distribuidos, ya
que solo 1,506 proteomas (el 34%) cuentan con alguna proteina con el
mecanismo de corte hidrolitico del enlace C-P y uUnicamente 227 (5.1%) que
cuentan con las 3 proteinas de la ruta PhnWAY que realiza la ruta de

fosfonoacetato hidrolasa (mecanismo Il de corte hidrolitico).

La mayor cantidad de proteomas con un conjunto biolégicamente
significativo de proteinas corresponden al conjunto PhnCDE (1,094 proteomas con
las proteinas del sistema de transporte ABC) y PhnGHIJKLM (862 proteomas),
gue son proteinas que componen a la C-P liasa y otras enzimas de esa misma

ruta metabdlica.

En segundo lugar se encuentra el conjunto de proteinas PhnCX (854
proteomas 19.3%, con un solo componente del sistema ABC y las enzima
fosfonacetaldehido hidrolasa respectivamente) y PhnXW (652 proteomas 14.7%,
con la fosfonacetaldehido hidrolasa y la 2-aminometil fosfonato transaminasa),

componentes del metabolismo Il de corte hidrolitico.

6.4.2. La distribucion filogenética de las proteinas del
metabolismo de fosfonatos es dispersa

Debido a las limitaciones de visualizacién por medio de diagramas de Venn,
para visualizar los posibles conjuntos de intersecciones de proteinas se muestran

en forma de diagrama de UpSetR en la Figura 13.
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Figura 13. Diagrama UpSetR de proteinas que muestra los conjuntos interseccion

de los diferentes genes de proteinas CPn que se encuentran en los proteomas

bacterianos. Se muestran en la parte inferior izquierda los tamafios de las intersecciones
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de conjuntos de proteinas CPn en los 3 mecanismos enzimaticos, en la parte superior se

muestra el nUmero de proteomas donde se encuentran los conjuntos.

A partir de la Figura 13, el primer aspecto notable es que no hay

organismos que tengan todas las proteinas analizadas en el presente estudio.

Los conjuntos mas abundantes son los pertenecientes al transportador ABC
de fosfatos/fosfonatos (PhnCDE) del mecanismo |, aunque de forma incompleta ya

gue se requieren de la presencia de las 3 proteinas para construir el transportador.

A continuacion estan las proteinas del mecanismo Il, PhnXW
(fosfonacetaldehido hidrolasa y 2-aminometilfosfonato transaminasa) descritas en
las especies Bacillus cereus, Salmonella typhimurium LT2129 y Enterobacter
aerogenes, 235 proteomas, de las cuales:

112 son Gammaproteobacteria: 31 Alteromonadales, 12 Pseudomonadales,

8 Aeromonadales, 33 Vibrionales, 8 Enterobacterales, 14 Oceanospirillales;

37 Firmicutes: 30 Bacillales familias Planococcaceae, Bacillaceae,
Paenibacillaceae y 6 Clostridiales géneros Clostridium, Anaerofustis,
Lawsonibacter y Negativibacillus;

27 Bacteroidetes: Bacteroidales familias Bacteroidaceae, Rikenellaceae,

Tannerellaceae y Prevotellacea;

18 Actinobacteria: Bifidobacteriales género Bifidobacterium;

15 Betaproteobacteria: Burkholderiales, Rhodocyclales y Neisseriales;

10 Alphaproteobacteria: 10 Rhodospirillaceae géneros Azospirillum,

Komagataeibacter, Pararhodospirillum, Sinirhodobacter y Tropicimonas;

6 Deltaproteobacteria: 5 Desulfobacterales familia Desulfobacteraceae y 1

Syntrophobacterales género Syntrophobacter;
3 Fusobacteria: Fusobacteriales géneros Fusobacterium y Sebaldella;
3 Planctomycetes: Planctomycetales géneros Gimesia, Isosphaera y

Pirellula;

1 Synergistetes familia Synergistaceae género Cloacibacillus;

1 Verrucomicrobia Akkermansiaceae genero Akkermansia;
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1 Chloroflexi: Caldilineae género Caldilinea; 1 Spirochaetes familia

Spirochaetaceae género Sediminispirochaeta.

Otro conjunto muy abundante es el de PhnW, con 170 especies, de las
cuales:

84 son Firmicutes: 43 Clostridia 16 Clostridiaceae, 13 Lachnospiraceae, 5
Eubacteriaceae, 3 Ruminococcaceae, 1 Christensenellaceae, 1
Peptostreptococcaceae, 6 Negativicutes, 3 Erysipelotrichia, 32 Bacilli, 23 Bacillales
9 Lactobacillales;

30 Bacteroidetes: 21 Bacteroidia, 7 Cytophagia, 1 Flavobacteriia;

17 Actinobacteria: 11 Bifidobacteriaceae 3 Streptomycetaceae, 2

Actinomycetaceae, 1 Actinopolysporaceae;
13 Gammaproteobacteria: 5 Xanthomonadales, 2 Alteromonadales, 1

Chromatiales, 1 Nevskiales, 1 Chromatiales, 1 Oceanospirillales, 1 Thiotrichales, 1
Legionellales, 1 Aeromonadales;

12 Spirochaetes: 10 Spirochaetaceae géneros Treponema, Sphaerochaeta
y Sediminispirochaeta y 2 Brachyspiraceae Brachyspira;

4 Epsilonproteobacteria: 3 Helicobacteraceae, 1 Campylobacteraceae;

3 Betaproteobacteria: Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae y

Neisseriaceae;
2 Alphaproteobacteria: Rhizobiales y Rhodospirillales;

1 Deltaproteobacteria: Syntrophaceae género Desulfobacca;

1 Verrucomicrobia: incertae sedis;

1 Balneolaeota Balneolaceae género Gracilimonas;

1 Acidobacteria: Acidobacteriaceae género Granulicella.

Con wun total de 147 especies se encuentra el conjunto
PhnCDEFGHIJKLMN, de las cuales:
146 son Alphaproteobacteria: 131 Rhizobiales familias 62 Rhizobiaceae, 25

Phyllobacteriaceae, 18 Bradyrhizobiaceae, 10 Brucellaceae, 9 Rhodobacteraceae,
7 Hyphomicrobiaceae, 2 Cohaesibacteraceae, 1 Aurantimonadaceae, 1

Rhodobiaceae, 1 Xanthobacteraceae;

50



1 Deltaproteobacteria: Desulfomicrobiaceae (Desulfomicrobium).

Muy parecido a esto se encuentra el conjunto PhnCDEFGHIJKLM, el cual
es muy parecido en su composicion taxondémica al conjunto de proteinas
PhnCDEFGHIJKLMN, pero incluye cianobacterias. Esta distribuido en 115
proteomas de los cuales:

82 son Alphaproteobacteria: 47 Rhizobiales, 23 Rhodobacterales, 11

Rhodospirillales, 1 Minwuiales;

21 Betaproteobacteria: 19 Burkholderiales, 2 Neisseriales;

6 Cyanobacteria: 3 Oscillatoriales, 2 Nostocales, 1 Synechococcales;

4  Deltaproteobacteria: Desulfomicrobiaceae géneros Desulfovibrio,

Halodesulfovibrio, Pseudodesulfovibrio;

2 Gammaproteobacteria: géneros Marinobacter y Erwinia.

Existen 25 especies con el operon phn completo (mecanismo |). Estas
bacterias son Gammaproteobacteria de la familia Enterobactericeae (14

Enterobacter, 6 Citrobacter , 3 Lelliottia, 1 Leclercia, 1 Escherichia).

También se encuentran combinados los componentes de los mecanismos |
y Il, como el caso de PhnWAYZ en 28 especies (de las cuales 27 son
Betaproteobacteria, 25 Burkholderia, 2 Caballeronia, 1 Trinickia; 1

Gammaproteobacteria: género Pseudomonas).

En el presente trabajo so6lo se encontraron homélogos de PalA en

Bordetella bronchiseptica.
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6.5. Presencia de secuencias homélogas de proteinas

CPn en un contexto filogenético

En la Figura 14 se observa un mapa de calor (heatmap) donde se
presentan las especies de Bacteria acopladas con el arbol filogenético de
Ciccarelli et al., (2006). En este arbol se incluyé al menos un representante de
cada phylum segun la clasificacion del Taxonomy Browser de NCBI, y que tuvieran
al menos una proteina homoéloga CPn predicha por los modelos HMM con el
objetivo de observar organismos con este metabolismo. Es importante mencionar
que hay phyla enteros que no tienen una sola proteina CPn, el arbol ayuda a

visualizar estos casos.

Los grupos en los que mayor se aprecia la presencia de metabolismo del
Pn, especialmente el metabolismo | de corte radical por medio de C-P liasa (al
menos una proteina perteneciente a este mecanismo) es en el grupo de
Proteobacteria (2,362 especies 53.5%), congruente con la informacion mostrada
en las Anexo S3, Figuras 9, 10 y 11. Mientras que la baja presencia de las
proteinas de los metabolismos de corte hidrolitico (mecanismo Il, 1,507 especies
34.1%) y corte oxidativo (mecanismo lll, solo 188 especies 4.2%) no ayudan a

visualizar un patron importante en otros grupos de bacterias.

En este trabajo fue poco comdn encontrar especies con proteinas CPn
aisladas (1,133 25.6%), usualmente se encuentran con otras proteinas del mismo
mecanismo enzimatico. Es interesante observar (Figura 14) que muchas especies
gue tienen las proteinas del mecanismo | también cuentan con proteinas del
mecanismo |l, especificamente PhnW (2-aminoetilfosfonato - piruvato
transaminasa) y PhnX (fosfonoacetaldehido hidrolasa), y en menor medida PhnA
(fosfonoacetato hidrolasa) y PhnY (fosfonoacetaldehido deshidrogenasa).
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Figura 14. Mapa de calor acoplado a una filogenia basada en la de Ciccarelli et al.

(2006) (se basa en la concatenacion de 31 ortélogos que ocurren en 191 especies con

genomas secuenciados). Este mapa muestra la presencia de las proteinas CPn en

especies control, en el eje x se muestran las proteinas usadas en nuestra blsqueda, la
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escala de color azul en el heatmap indica presencia de las proteinas CPn (como ausencia
y presencia), se agregaron los phyla a los que pertenece cada especie para ilustrar
relaciones taxondémicas entre esas comparaciones de especies de bacterias, al ser la mas
predominante el phylum Proteobacteria se incluyé la clase (para observar mejor

resolucion visitar https://github.com/LChora/LChora).

Si realizamos un enfoque mas detallado en el grupo méas predominante que
es Proteobacteria (53.5%, Figura 15), observamos que aun hay bastantes
diferencias entre la constitucion de estos metabolismos de catabolismo de

fosfonato.
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Figura 15. Mapa de calor acoplado a una filogenia que muestra el patron de

presencia de proteinas CPn en el grupo de Proteobacteria.

En el grupo de Proteobacteria (Figura 15), especialmente en
Alphaproteobacteria hay 18/46 (39%) representantes que tienen la mayoria (8/11)
de las proteinas del mecanismo I (sin contar el transportador ABC de las proteinas
PhnCDE) y algunas proteinas del mecanismo Il como PhnA (5/46) y PhnW (13/46)
asi como PhnY (14/46).
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7. Discusion

Hay especies de bacterias que estan reportadas en la literatura que poseen
la presencia de proteinas del catabolismo de fosfonatos (CPn) tales como
Acidithiobacillus ferrooxidans, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus,
Bacillus megaterium, Bacillus terrae, Bradyrhizobium japonicum, Burkholderia
pseudomallei, Chloroflexus aurantiacus, Cupriavidus necator, Desulfotignum
phosphitoxidans, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella  pneumoniae, Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens,
Mesorhizobium loti, Mycolicibacterium smegmatis, Nostoc sp. PCC 7120,
Ochrobactrum anthropi, Prochlorococcus marinus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas stutzeri, Rhodobacter capsulatus,
Ruegeria pomeroyi, Salmonella enterica, Sinorhizobium meliloti y Trichodesmium
erythraeum, en este trabajo se trataron como “especies control” para la evaluacién

de modelos ocultos de Markov (HMMSs).

7.1. Evaluacion de los Modelos Ocultos de Markov

usando especies control

Es importante recordar que las secuencias de proteinas utilizadas para
estos modelos fueron descargados de las bases de datos de Uniprot y NCBI
(Anexo S0), y los genomas anotados (proteomas completos) se descargaron de
Refseq (con formato .faa, notacion WP, Anexo S2).

En este trabajo se corrieron los HMMs en los genomas anotados de nuestra
base de datos local con los genomas de las especies control (como el caso de E.
coli donde la literatura reporta que estd el operébn completo
phnCDEFGHIJKLMOP, Makino et al., 1991). Esto se hizo con la finalidad de
observar si los modelos eran capaces de encontrarse “a si mismos” en los

proteomas de las especies control, como se observa en la Figura 14, Anexo S4y
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https://github.com/LChora/LChora/blob/main/Presencia%20de
%20prote%C3%ADNas%20CPn%20en%20controles.png.

Como se muestra en este trabajo (Figura 14) los modelos HMM fueron
capaces de encontrarse a “si mismos” en las especies control, pero no todas las
especies control mostraron los mismos perfiles de presencia de proteinas CPn
(con algunas proteinas ausentes) como se esperaba en la literatura (White y
Metcalf, 2004; Kononova y Nesmeyanova, 2002), algunas de estas especies que
no cumplieron con lo esperado fueron: Pseudomonas stutzeri, Salmonella
enterica, Salmonella bongori, Acidovorax citrulli, Legionella anisa, Bacillus
megaterium, , Rubneribacter badeniensis, Eggerthella sinensis, Grodonibacter

pamelaeae, Eggerthella lenta y Trinickia soli.

Dada la incongruencia de la no-presencia de los genes del operon phn en
éstas especies control se realizd el mismo ejercicio del mapa de calor para 25
ensambles de secuencia de genoma de Pseudomonas stutzeri WMB88

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/Pseudomonas_stutzeri/) con el

objetivo de conocer la robustez de trabajar con los genomas representativos de
Refseq. No se encontré el mismo perfil de presencia de proteinas CPn en el
genoma representativo de Refseq de P. stutzeri, por lo que en la Figura 16 se
muestra un mapa de calor con todos los genomas de P. stutzeri en GenBank,
donde se logré observar diferencias entre los ensambles de secuencias de los
genomas de esta bacteria.
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Figura 16. Mapa de calor que muestra la presencia de los genes CPn en los
proteomas de varios ensambles de secuencia de genoma de Pseudomonas stutzeri, se
observa diversidad entre los patrones de presencia del operén phn dentro de esta

especie.

7.2. Consistencia de la proporcionalidad de Ila
abundancia y distribucion filogenética de las proteinas
CPn

Hay inconsistencias en la proporcionalidad de las proteinas CPn (Figura
11). Por ejemplo, las proteinas PhnCDE: componentes del transportador de
fosfonatos ABC (ATP-binding cassette o dominio de unién a ATP) no tienen el
mismo numero de copias totales. La proteina PhnC es la mas abundante de todas
las proteinas CPn (3,832) y supera por 100 copias a la PhnE (3,693) y por mas del

doble a la PhnD (1,644). Cabe aclarar que el numero de copias totales
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visualizadas en la Figura 11 considera varias copias de genes de una misma

proteina en un mismo genoma.

Esto ultimo podria resultar en la conclusibn de que la inconsistencia de
proporcionalidad de las proteinas CPn es un artefacto del método que se utilizo

con los modelos ocultos de Markov.

Hay grupos filogenéticos congruentes con la presencia de las proteinas
CPn (Figura 14) especialmente las proteinas pertenecientes al mecanismo | (de
corte radical por C-P liasa) como algunos miembros de Cyanobacteria y
Alphaproteobacteria, aunque dentro de Proteobacteria parecieran formarse grupos
no naturales al haber convergencias dentro de algunas especies de
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Desde el trabajo de Huang et al.
(2005) se le atribuia la transferencia horizontal de genes a la distribucion dispersa
entre distintos organismos, especialmente en Proteobacteria, jugando asi, un

papel importante en la evolucion de la degradacion del fosfonato en bacterias.

Las relaciones filogenéticas de los grupos de Bacteria pueden ser descritas
de diferentes formas y por lo tanto la topologia de los grupos no es la misma que
con el trabajo de Huang et al. (2005). Observando el arbol filogenético de la
Figura 15 se puede resaltar que los grupos de Proteobacteria estan relacionados
cercanamente y es plausible pensar en un modelo parsimonioso, en el que el
ancestro comun de Alpha-, Beta- y Gamma-proteobacteria tenia el operon phn 'y

se fueron perdiendo genes o incluso el operén completo.

Los datos muestran que los mecanismos CPn | y Il usualmente se
encuentran conjugados con componentes del transportador ABC de fosfonatos
(PhnCDE), el cual fue descrito inicialmente en el operon phn del mecanismo I.
Esto podria indicar que este tipo de metabolismo cuenta con un componente

especifico para internalizar las moléculas de fosfonatos.
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El operdon phn se encuentra distribuido en diversas variantes del operén en
varios grupos de Bacteria (Figura 14), es decir, grupos de genes componentes del
operén phn de constitucion variable (como ocurre en la Figura 7, de White y
Metcalf, 2007). Segun Gebhard et al. (2006), una posible interpretacion es que los
fragmentos del operén phn han sido cooptados por bacterias (que resulta en
estructuras que no habian existido en los antepasados antes mediante el uso de
sistemas genéticos existentes, como grupos de genes y sus rasgos subyacentes y
programas de desarrollo, en otros lugares o en diferentes momentos) para

funciones alternativas o desconocidas.

Por ejemplo, un locus que contiene los genes phnCDEF se encuentra en
Mycobacterium smegmatis, aunque esta bacteria no puede usar Pn como fuente
de Pi (ya que en este organismo es especifico para transporte de Pi, Gebhard et
al., 2006). En este caso, los genes phnCDEF parecen haber sido adoptados para
codificar el transporte de Pi, en lugar de Pn, al interior de la célula cuando Pi es
limitante (Horsman y Zechel, 2017). También phnO se encuentra en Salmonella
enterica adyacente a los genes que codifican las vias de PhnX y PhnA para el

catabolismo de acido 2-aminoetil fosfénico y fosfonoacetato, respectivamente.

Segun Horsman y Zechel (2017) phnO codifica una N-acetil transferasa,
una quimica que no otorga un propdsito obvio a PhnX y vias PhnA, es decir son
reacciones enzimaticas que no estdn relacionadas. También se plantea la
implementacion de nuevas rutas metabdlicas o hasta redundantes, por ejemplo,
Enterobacter aerogenes IFO 12010 tiene operones que codifican vias de C-P liasa
y PhnX para la conversion de acido 2-aminoetil fosfénico a Pi. En este trabajo se

encuentran situaciones similares cuando se observan los datos (Figura 14).

Hay poca representatividad en el arbol filogenético (Figura 14) de los
mecanismos CPn Il (35/147, 23.8%) y Il (2/147, 1.4%) y en la base de datos
(12.6%, Anexo S3). El otro gran conjunto de proteinas representadas es el del
mecanismo de corte hidrolitico, representado por las proteinas PhnWX que esta

ampliamente distribuido a lo largo de todo el arbol (18/147).
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En el trabajo de Quinn et al. (2007) encontraron homologos putativos de
PhnA presentes en representantes de los subgrupos Alpha-, Beta- (cepas de
Burkholderia), Gamma- y Delta-proteobacterias, y en un representante de las
Acidobacterias. De manera similar, en el presente trabajo se encontraron 348
especies con homologos de PhnA, 294 en Proteobacteria, distribuidos en las
clases 135 Apha-, 144 Beta-, 2 Delta-, 13 Gamma-, 2 Acidithiobacillia, ); 24 en
Actinobacterias (clases Actinobacteria); ademas de 27 en Bacteroidetes (clases 10
Chitinophagia, 10 Flavobacteriia y 7 Sphingobacteriia), y 3 en Verrucomicrobia.

Ademas el grupo de Quinn et al. (2007) encontraron un homadlogo putativo
de la proteina estructural de fosfonopiruvato hidrolasa PalA presentes en 10
proteomas, todos de miembros de Alpha-, Beta- 0 Gamma-proteobacteria; en siete
casos (Bordetella bronchiseptica RB50, Pseudomonas fluorescens Pf-5,
Acidovorax avenae subsp. citrulli AAC00-1, Pseudomonas entomophila str. L48,
Mesorhizobium loti MAFF303099. En el presente trabajo se encontrd presente en
11 especies, s6lo de Betaproteobacteria, siendo incapaces de encontrar en los

mismos grupos que Quinn et al. (2007), siendo éste un resultado menos alentador.

La distribucion de estas proteinas CPn tiende a ser menor en ciertos grupos
(como en Tenericutes (35/170), Spirochaetes (25/141), Deinococcus-Thermus
(27/72), Chloroflexi (22/40), Planctomycetes (20/40), Fusobacteria (20/38),
Thermotogae (4/38), Verrucomicrobia (8/32), Acidobacteria (3/27), Aquificae
(0/20), Synergistetes (2/18), Chlorobi (1/14), Thermodesulfobacteria (0/11),
Nitrospirae (2/10), Rhodothermaeota (2/3), Elusimicrobia (0/3),
Gemmatimonadetes (0/3), Kiritimatiellaeota (0/3), Armatimonadetes (1/2),
Chrysiogenetes (2/2), Coprothermobacterota (0/2), Ignavibacteriae (0/2),
Nitrospinae (1/1), Abditibacteriota (0/1), Caldiserica (0/1), Calditrichaeota (0/1),
Dictyoglomi (0/1), ver Anexo S3), por lo que su adaptabilidad en diferentes
especies y ambientes podria facilitar su transferencia horizontal de una bacteria a

otra.
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7.3. Taxa notables en la distribucion filogenética de
los CPn

En la Figura 13 se observa la predominancia de ciertos conjuntos de
proteinas (detallados mas adelante), que podrian contar una historia diferente a la
escrita en la literatura. Se puede especular que la composicion especifica de
dichos conjuntos de proteinas CPn nos indicara la funcionalidad metabolica de
éstas proteinas en las especies que pertenecen. Gracias a esto podemos llegar a

discutir los siguientes puntos observados:

PhnCDEFGHIJKLM y PhnCDEFGHIJKLMN: Es interesante recalcar que
hay conjuntos proteicos donde la diferencia de una sola proteina marca grupos
taxonomicos enteros. Este es el caso del conjunto PhnCDEFGHIJKLM vy
PhnCDEFGHIJKLMN incluye Rhizobiales (Alphaproteobacteria) de 10 familias
diferentes y algunas Deltaproteobacteria, pero el que carece de la PhnN incluye a
Cianobacterias y Gammaproteobacterias. Ademas de que el operén phn completo

solo esta en miembros de la familia Enterobacteriaceae.

PhnJ-PhnPP: En la literatura se encuentra reportado que la proteina PhnPP
(fosforribosil 1,2-fosfato ciclico 1,2-difosfodiesterasa) se puede usar como sustituto
de la PhnP (fosforribosil 1,2-fosfato ciclico fosfodiesterasa). En el trabajo de
Ghodge et al. (2013) mencionan que es interesante encontrar esta proteina en
Clostridium difficile, un patégeno multiresistente altamente virulento, que tiene
ribosa-5-fosfato y Pi como productos terminales de la via C-P liasa en lugar de la
enzima 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) sintasa PhnP. En este trabajo, la
presencia de la PhnPP (en solo 13 especies) se encontrd estrictamente en
presencia de la PhnJ (Alfa-D-ribosa 1-metilfosfonato 5-fosfato C-P liasa),
condiciones que se cumplieron en especies pertenecientes al phylum
Actinobacteria familia Eggerthellaceae (que incluye a la especie Eggerthella lenta
gue es donde se describio esta proteina, y a C. difficile, pero en este trabajo no se

trabajo con esta).
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En la Tabla 1 se muestran tres especies de cada phylum que destinan

mayor porcentaje de su genoma a proteinas del catabolismo de fosfonato.

En el Anexo S3 las 22 especies con mayor abundancia relativa son
Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria entre Rhizobiales, Rhodospirillales y
Rhodobacterales con porcentajes que van desde 0.76% al 0.46% del proteoma,
con constituciones del operon phn de las proteinas PhnCDEFGHIJKLM vy
PhnCDEFGHIJKLMN con algunos miembros con proteinas como la PhnA, PhnW 'y
PhnX (estas especies son Phyllobacterium sophorae, Rhizobium miluonense,
Mesorhizobium tianshanense, Elioraea thermophila, Desulfovibrio marinus,
Microvirga  tunisiensis, Haematobacter massiliensis, Pseudochrobactrum
saccharolyticum, Pannonibacter carbonis, Maritalea mobilis, Rhodovulum
bhavnagarense, Devosia limi, Aliiroseovarius halocynthiae, Actibacterium
mucosum, Halomonas jeotgali, Rhodovulum robiginosum, Roseibaca calidilacus,
Bosea thiooxidans, Marivita cryptomonadis, Fodinicurvata fenggangensis y

Pseudorhodobacter ferrugineus).

El segundo grupo en mayor porcentaje del proteoma ocupado por proteinas
CPn esta constituido por las cianobacterias Rubidibacter lacunae y Nodularia
spumigena con 0.46% y 0.43% respectivamente, ambas con la presencia de las
proteinas PhnCDEFGHIJKLM, en ambos casos con varias copias de cada
proteina, por lo que estas especies podrian ser estudiadas mas a fondo y
determinar por qué tienen tantas copias de este metabolismo. Si realmente se
encuentran en situaciones de inanicion de fosforo (P) para poder producir la
cantidad necesaria de proteina, realizar el catabolismo de fosfonatos y obtener el

P del ambiente.

A partir de generar mapas de calor de taxa especificos se puede observar
la predominancia de muchas especies con proteinas CPn del mecanismo I,
especialmente los grupos de Proteobacteria: Burkholderiales, Enterobacterales,

Oceanospirillales, Pseudomonadales, Vibrionaceae, Neisseriales y de
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Cyanobacteria destaca Nostocales. Y algunos grupos como Rhizobiales,

Lactobacillales destacan con PhnW.

7.4, Repercusiones ambientales de los
microorganismos con capacidad de metabolismo CPn y

biotecnologia

Los mecanismos hidroliticos (estrategia metabdlica Il), que se encuentran
en las vias de la fosfonatasa (PhnX), la fosfonoacetato hidrolasa (PhnY) y la
fosfonopiruvato hidrolasa (PalA), requieren sustratos con un carbonilo beta en el
nacleo de fésforo, para estabilizar un grupo saliente de carbanion tras la ruptura
del enlace C-P (Horsman y Zechel, 2017). Por esta razén, estas vias son
incapaces de catabolizar acido metil fosfénico. Por el contrario, la via de las
enzimas C-P liasa (estrategia metabdlica I) es notable por su capacidad para
convertir una amplia variedad de Pn inactivados, incluido acido metil fosfénico, en
los correspondientes hidrocarburos y Pi (Villarreal-Chiu et al., 2012), por lo que la
presencia de estos mecanismos puede estar mas localizada en las especies de
Bacteria dependiendo del ambiente donde estos organismos se desarrollan.

Hay algunos organismos cuya relevancia ecoldgica podria estar marcada
por la presencia de los metabolismos del CPn, como el caso de las especies
pertenecientes al género Pseudomonas. En trabajos como el de Wang, Dore, y
McDermott (2017) mencionan las caracteristicas de posibles cepas de
Pseudomonas sp. con proteinas del metabolismo | con la PhnJ esta implicada la
produccion de metano como desecho de la via metabdlica de la C-P liasa (Figura
1) en un contexto ambiental donde ocurre la “Paradoja de la sobresaturacion de
metano”, que implica que la sobresaturacion de metano (Edwards y Owens, 1991),
un gas de efecto invernadero que puede modificar drasticamente el ambiente a
partir de la necesidad de los microorganismos por obtener recursos escasos como

el P.
63



Se habia planteado la posibilidad de usar contaminantes como el glifosato
(N-fosfonometilglicina) como fuente de P con Hove-Jensen et. al. (2014) que
consideran todas las posibles interacciones que puedan tener las proteinas
componentes de los distintos mecanismos de catabolismo de fosfonatos, cuando
los esfuerzos se han enfocado mas en el estudio del mecanismo (1) de la C-P liasa

por la versatilidad que tiene de usar diferentes sustratos.

Por ejemplo en el trabajo de Drzyzga y Lipok (2018), usaron especies de
Cyanobacteria para crecer en la presencia de este compuesto fosfonatado y
fésforo inorganico, creciendo en condiciones de inanicion y en medio rico de
fésforo. En ese trabajo mencionan que la participacion de las proteinas de la ruta
del corte de enlace radical por medio de la C-P liasa es una posibilidad, y que se
requiere tener los genomas completos de estas especies para hacer un analisis
mas detallado. Las especies con las que trabajaron fueron Nostoc cf. muscorum,
Anabaena variabilis, Chroococcus minutus y Fischerella cf. maior, de las cuales
este trabajo solo se puede comparar del simil Nostoc sp. PCC 7120 FACHB-418
que tiene las proteinas principales del mecanismo | PhnCDEFGHJKLM vy
potencialmente puede realizar el catabolismo de este tipo de fosfonatos
contaminantes, la carencia de informacion acerca de los genomas de las otras tres

especies de Cyanobacteria sigue siendo un limitante en el analisis.

7.5. Transferencia horizontal de los genes de las

proteinas CPn

La presencia de mas de una copia de un gen se puede explicar por medio
de la duplicacion génica y la transferencia horizontal, siendo esta ultima la
causante del 88% de la expansion del genoma de las bacterias (Treangen y
Rocha, 2011).
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Lo que podria ocurrir en el caso de los genes que codifican a las proteinas
del mecanismo Il (PhnX, PhnW y PhnA) que no pertenecen a un operon es que se
distribuyan por medio de la transferencia horizontal de genes, lo que explicaria su

mayor distribucion.

La hipétesis de la transferencia horizontal se ha sustentado por el trabajo
de Raoult et al. (2004), en el que se encontr6 un homélogo del gen para la
proteina PhnZ (del mecanismo Ill) en el genoma de un mimivirus lo que sugiere
que los virus podrian ser un vehiculo para la HGT, como se ha visto en otros
genes del huésped (Sobecky y Hazen, 2009). Lamentablemente para este trabajo
los HMMs para las proteinas PhnZ y PhnYox del mecanismo Ill encontraron muy

pocos homologos, por lo que no se pueden comparar los resultados a esta escala.

El fendmeno de transferencia horizontal parece poco factible con el
mecanismo mas representado (mecanismo | corte por C-P liasa), este podria
darse debido a lo dificil que es pasar un operon de 14 genes que codifican a 14
proteinas.

Con la evidencia planteada en este trabajo acerca de la gran distribucién
del operén phn en Proteobacteria (53.5% de todo el phylum, Figura 13 y Figura
15), se puede hipotetizar que este grupo comparte un ancestro en comun que
contaba con la capacidad de catabolizar moléculas de fosfonatos por medio del
operén phn, pero al ser un metabolismo solamente activo en condiciones de
inanicion del fosforo, se fueron perdiendo algunos de los genes que lo componen
o todo el operén. Con muchos casos donde se conservan los genes de transporte
de fosfonatos PhnCDE que también se utilizan para transporte de fosfatos, en
éstas condiciones de poseer fragmentos del operdn phn, es posible que se hayan
distribuido por transferencia horizontal a miembros del mismo grupo de
Proteobacteria (segun el analisis de Huang et al. 2005) y en otros phyla como
Cyanobacteria, Firmicutes, etc.
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8. Conclusiones

Se logré identificar y describir la distribucion filogenética de las proteinas
predichas del catabolismo de fosfonato en los phyla del dominio Bacteria donde:

e Se calcula que de las 4,413 especies con al menos una proteina CPn
predominan las que poseen el mecanismo de corte de enlace radical de C-
P por carbono-fésforo liasa con 3,810 especies (86.34%), seguidas de 1507
(34.15%) que poseen el mecanismo de Cortes hidroliticos del enlace C-P) y
188 (4.26%) con el mecanismo de Corte de enlace oxidativo C-P por
PhnYox / PhnZ tal y como se sabe de la literatura.

e La predominancia de especies con metabolismo CPn en taxa como
Burkholderiales, Enterobacterales, Oceanospirillales, Pseudomonadales,
Vibrionaceae, Neisseriales y Nostocales parece indicar que en la base de
sus respectivos arboles evolutivos habia ancestros comunes con la
capacidad de usar el metabolismo CPn.

e Las especies de Alphaproteobacteria Phyllobacterium sophorae (0.76%),
Rhizobium miluonense (0.57%) y Mesorhizobium tianshanense (0.49%) y
otras 18 proteobacterias, son las que destinan mayor porcentaje de su
proteoma al metabolismo de catabolismo de fosfonatos utilizando las
proteinas PhnCDEFGHIJKLMN.

e Se llega a la hipétesis evolutiva de que el phylum Proteobacteria tenia un
ancestro comun con las proteinas de catabolismo de fosfonato de corte de
enlace radical por medio de C-P liasa y algunos organismos han perdido y

vuelto a adquirir el metabolismo por medio de transferencia horizontal.
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9. Perspectivas

La tesis aqui presentada cuenta con las bases suficientes para iniciar un
trabajo de caracter cientifico publicable en una revista indexada. Para lograr tal
cometido es necesario considerar los siguientes puntos:

1. Algunas de las especies encontradas como (Phyllobacterium sophorae,
Rhizobium miluonense y Mesorhizobium tianshanense) tienen el potencial
metabdlico de acceder a alternativas poco convencionales de fésforo, por lo
que podrian aplicarse en proyectos biotecnolégicos para la obtencién de
fosfonatos.

2. Los proteomas siempre se estdn actualizando, previo a publicar se
necesitaria reconstruir los modelos ocultos de Markov en una base de datos
de proteomas mas amplia para tener muestras representativas en distintos
phyla y taxa.

Realizar un &rbol filogenético en rigor con un nimero mayor de taxa.

4. Buscar el contexto gendémico y evolucion de cada proteina para entender

mejor la historia evolutiva de estos metabolismos.
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