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RESUMEN

Se cree que el inicio de la vida estaria basado en el desarrollo de un metabolismo
a partir del origen del cédigo genético, o de la formacién de moléculas informativas
replicantes, que terminaron en el ultimo ancestro comun universal (LUCA del
inglés Last Universal Common Ancestor). Los estudios filogenéticos basados en
especies primitivas de Euryarchaeota, incluyendo a Methanopyrus kandleri, han
permitido la construccién del posible genoma de LUCA, ya que probablemente
comparte caracteristicas metabdlicas con la primera forma de vida, como la
hipertermdfilia y la metandgenesis. Por esto es relevante analizar bioquimica y
estructuralmente el proteoma de la cepa de M. kandleri AV19, en base a la funcion

de las proteinas que se han conservado en cuanto a metabolismo, estructura,



replicacion, control de ciclo celular, entre otros. Se realizaron analisis estadisticos
para establecer abundancias relativas de los aminoacidos y caracteristicas
bioquimicas de las proteinas de M. kandleri AV19 por grupo funcional. Ademas se
establecio las cantidades relativas de estructuras secundarias y terciarias de este
proteoma. Entre los resultados se resalta que hay diferencias para los
aminoacidos arginina, tirosina y leucina. Ademas se encontré diferencias
asociadas a aminoacidos que pertenecen a hélices transmembrana. Los
resultados de este proyecto se relacionan principalmente con aquellas
investigaciones enfocadas en el origen de la vida. Este proyecto fue favorecido en
la convocatoria de Colciencias-SENA: “Jévenes Investigadores e Innovadores

2016-2017".
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GLOSARIO DE TERMINOS

GENOTIPO: Se refiere al conjunto de genes del organismo (1) .

FENOTIPO: La expresion del genotipo, en funcion a un determinado ambiente se
denomina fenotipo (1).

HOMOLOGIA: se refiere a la similitud estadisticamente significativa entre
secuencias de aminoacidos, ya que han evolucionado a partir de un gen ancestral
comun. Esta conservacion estructural se usa para predecir actividades
bioquimicas comunes y funciones bioldgicas de proteinas y secuencias no
codificantes (1).

FILOGENIA: Es el estudio de la historia de la evoluciéon de una especie o grupo,
las lineas de descendencia y las relaciones e interacciones entre diferentes grupos
de organismos (2).

GENES PARALOGOS: Son aquellos que se encuentran en un mismo genoma vy
tienen un alto grado de homologia. Por lo tanto uno de ellos ha aparecido por
duplicacion del otro. Esto permite generar proteinas nuevas con una funcion
similar, creando la posibilidad de la especializacion (2).

GEN ORTOLOGO: Se define asi a un gen que se encuentra en diferentes
especies y que es altamente similar debido a que se ha originado de los mismos
loci del gen antecesor en un antepasado comun después de los eventos de
especiacion. Las proteinas ortélogas generalmente tienen secuencias similares y

realizan las mismas funciones bioldgicas (3) .



COG: La base de datos de grupos de proteinas ortdlogas (COG) tiene como
finalidad ayudar en la clasificacién filogenética de las proteinas codificadas en
genomas completos de Bacterias, Arqueas y Eucariotas. Cada COG consiste en
un grupo de proteinas que se encuentran ortélogas en al menos tres linajes y que

probablemente corresponde a un antiguo dominio conservado (3).



INTRODUCCION

Los microorganismos de ambientes extremos (ME) son diversos y distribuidos
ampliamente, estos pueden adaptarse a ecosistemas con condiciones severas
para otro tipo de organismos como aguas hidrotermales, lagos alcalinos, salinas,
desiertos, nevados y glaciares, e incluso a plantas de energia nuclear y espacios

contaminados con metales pesados (4).

Se cree que el inicio de la vida se dio con el desarrollo de un metabolismo a partir
del origen del cédigo genético, o de la formacién de moléculas informativas
replicantes, que terminaron en LUCA. Se han desarrollado estudios centrados en
establecer la temperatura en la que esta se origind incluyendo los ambientes
extremos como psicrofilos, mesdfilos, termdfilos y hiperterméfilos y teniendo en
cuenta las condiciones de la tierra primigenia, concluyendo que esta surgid en
fuentes hidrotermales de profundidades marinas, estructuras geoldgicas porosas

bajo reacciones quimicas asociadas a roca sélida y agua (5).

El contenido de genes varia entre los organismos debido a la adaptacion a sus
nichos ecolégicos. Sin embargo, la utilizacién del mismo cédigo genético por todos
los organismos existentes indica que todos descienden de un ancestro comun que
lo poseia (4). Se cree que M kandleri, es un microorganismo posiblemente
cercano a LUCA ya que comparte caracteristicas genéticas y metabdlicas

asociadas a la primera forma de vida, la hipertermdfilia (crecimiento éptimo a



100°C) y metandgenesis (produccion de metano a partir de H, y CO;) (6). Por
esto, en M. kandleri y otras especies primitivas de Euryarchaeotas, se han basado
estudios filogenéticos para determinar su relacion con LUCA, caracteristicas

metabdlicas y funcionales y el posible genoma de esta.

Se ha enfatizado en entender la bioquimica que llevo al origen de la primera forma
de vida y el ambiente en el que se pudo gestar, ya que una vez establecido,
permitiria entender las relaciones evolutivas de los tres dominios Bacteria,
Archaea y Eukarya. Esto abre paso a investigaciones que permitan sentar bases
respecto a la relaciéon de LUCA con otros organismos. Por lo expuesto, es
relevante analizar estructural y bioquimicamente el proteoma de la cepa M.
kandleri AV19 en cuanto a la funcion de las proteinas que se han conservado en
cuanto a metabolismo, estructura, control de ciclo celular, adaptacion, entre otros
(7). Se ha establecido que el 73% de los productos de los genes de M. kandleri
son proteinas conservadas, por lo que su caracterizacion, podria reflejar su

relacidén con un ancestro comun.



OBJETIVOS

e Obijetivo General

Estudiar la estructura del proteoma de Methanopyrus kandleri AV19 in silico en

relacion al ancestro comun universal.

Objetivos especificos:

- Clasificar las proteinas codificadas por el genoma de Methanopyrus
kandleri AV19.

- Establecer caracteristicas funcionales de residuos en las proteinas de
Methanopyrus kandleri AV19 importantes para el ancestro comun universal.
- Comparar la estructura secundaria del proteoma de Methanopyrus kandleri

AV19 con proteinas de referencia.



1. ANTECEDENTES

Slesarev et al.,, (2002) realizaron la secuenciacion del genoma de M.
kandleri AV19 (cromosoma circular de 1694969 pb), con 1692 genes codificantes
de proteinas, y 39 genes codificantes de ARNs estructurales. Los autores
encontraron que las proteinas de este microorganismo poseen un numero
elevado de aminoacidos cargados negativamente, y proteinas con punto
isoeléctrico (pl) de 5. El analisis filogenético segun la region 16S ARNr sugiere que
M. kandleri estaria ubicado cerca de la base del arbol de Euryarchaeota, y estaria
relacionado con metandgenos arqueales (Methanococcus jannaschii 'y
Methanothermobacter thermoautotrophicum). M. kandleri tiene un numero bajo de
proteinas relacionadas a la sefalizacion y regulacion de expresion
geénica. M. kandleri parece tener pocos genes adquiridos a través de transferencia
lateral desde otras arqueas. El 73% de las proteinas de M. kandleri son ort6logos
conservados. Cuando se comparé el genoma de M. kandleri con otros genomas
de arqueas se logré determinar que sus proteinas se relacionan a sistemas

funcionales conservados (6).

En su estudio, Brochier et al (2004), utilizaron 20 genomas en los que
seleccionaron 14 proteinas implicadas en la transcripcion y 53 proteinas
ribosomales. Con estas, construyeron 15 conjuntos de datos correspondientes a
12 subunidades de ARN polimerasa y tres factores de transcripcion para

determinar la filogenia de las arqueas y las posibles transferencias laterales de



genes (LGT del inglés lateral gene transference), detectando un solo caso de LGT,
la subunidad H de una ARN polimerasa de los Termoplasmatales (Thermoplasma
sp, y Acidiplasma sp.) y M. kandleri, que comparten cinco o seis aminoacidos en
las subunidades de ARN polimerasa. La cercania de M. kandleri con

Halobacteriales (Halapricum sp. y Salarchaeum japonicum) sugiere que este

adquirié su subunidad H del gen de Termoplasmatales. Los arboles resultantes de
los datos de transcripcién ubican a M. kandleri como el primer descendiente justo
antes de Termococcales, mientras que en el arbol de traduccion los
Termococcales se encuentran en la rama mas basal, y M. kandleri agrupado
parafiléticamente (agrupacion que contiene algunos, pero no todos los

descendientes del ancestro comun) con Metanococcales y Metanobacteriales (7).

Greco et al. (2005) buscaban nuevas secuencias potencialmente compatibles con
la estructura de un pseudodimero de las histonas H3-H4, para determinar si este
es un gen primitivo, su papel biolégico y si se ha conservado en otras especies.
Para esto, realizaron un analisis in silico de dominios de histona a partir de virus 1
de Heliothis zea (HZV-1), la histona humana Sos, y la histona procariota de M.
kandleri. Se determin6 que la proteina viral de HZV-1 contenia el pliegue doble en
la histona H3-H4, y la histona homdloga humana Sos, y la histona procariota de M.
kandleri dos motivos plegables diferentes localizados a lo largo de la misma
cadena polipeptidica. Se concluyd, que aunque tienen cierta homologia, las

histonas de M. kandleriy de proteinas Sos tienen papeles biolégicos muy



diferentes: la histona pseudodimerica procariota esta implicada en el ensamblaje
de cromatina, mientras que Sos ejerce una accién inhibidora en la actividad de

genes de transduccion de sefales (familia de genes Ras) (8).

El contenido de genes varia ampliamente entre los organismos, debido a sus
adaptaciones. La utilizacién del mismo cddigo genético por todos los organismos
existentes indica que todos descienden de un ancestro comun que lo poseia. En el
estudio de Mat et al. (2008) se realiz6 un acercamiento al posible genoma de
LUCA, basado en los genes comunes de ocho especies primitivas de Euryarchaea
y Crenarchaea (M. kandleri, M. thermautotrophicum, M. jannaschii, Pyrococcus.
abyssi, P. furiosus, P. horikoshii, Aeropyrum pernix y P. aerophilum. La evidencia
basada en secuencias de ARN de transferencia y complementada por otras
pruebas ha localizado cerca de LUCA al metanogeno hipertermofilico M. kandleri,
lo que plantea que los primeros seres vivos heterétrofos que habitaban las zonas
de temperaturas mas frias desarrollaron la metanogénesis y un genoma de ADN
para adaptarse a las fuentes hidrotermales profundas donde habian altas
concentraciones de CO; e Hy, lo que les permitié producir grandes cantidades de
metano por medio de este nuevo metabolismo. Los resultados de esta
construccion gendmica hacen pensar que LUCA contendria como minimo ~463

genes y 39 genes de ARN estructural (5).

Wang et al. (2009) identificaron asociaciones gendmicas para proteinas

ribosomales (R-proteinas) conservadas, y discutieron las implicaciones de estas



asociaciones en la maquinaria de traduccion. Entre los tres dominios de la vida,
hay aproximadamente 102 familias de R-proteinas reconocidas, 36 son
universales por lo que es probable que hayan aparecido antes de LUCA. El gran
numero de familias R-proteina compartidas por los dominios Archaea y Eucaryota
sugieren que el sistema de traduccion eucariota se originé a partir de una version
arqueal y que 12 de los grupos se encuentran en mas de la mitad de los genomas
analizados con representantes tanto en Crenarqueota como en Euryarqueota. Seis
de los grupos se produjeron en mas del 80% de las especies. El andlisis de estas
agrupaciones revelo asociaciones con genes implicados en la iniciacion de la
sintesis de proteinas, la transcripcion y de otros procesos celulares. Entre los
genes asociados con las R-proteinas no universales hay algunas que codifican las
proteinas involucradas en el inicio de la traduccion como son infB, elF2, elF2-
GTPase, elF2c y elF6. La secuencia de elF2 mostré6 homologia con una proteina
perteneciente a la familia del factor de elongacion universal, EF-Tu en las
bacterias y eEF1A en las arqueas. Debido a que los dos factores de iniciacion
arcaica son un complejo, es probable que aparecieran al mismo tiempo del

ribosoma (9).

Dodd et al., (2017) hallaron fésiles biologicos, microfosiles de filamentos y tubulos
de hemetita, forma mineral de 6xido férrico u éxido, en Nuvvuagittug Supracrustal
Belt (NSB) (Quebec, Canadd). Estos restos son similares a los de bacterias
oxidantes que viven formando parte de fuentes hidrotermales de alta mar ricos en

minerales como hierro. La formacién de estos filamentos pudo deberse a factores



no biolégicos, como cambios de temperatura, presion de las rocas vy
sedimentacién. Sin embargo, la presencia de carbonato, minerales como apatita y
material carbonoso presentes en materia bioldgica, son evidencia de procesos de
oxidacion y actividad bioldgica. Las evidencias quimicas y morfologicas de la
formacion de estos tubulos y filamentos de restos de bacterias que metabolizan
hierro apoyan la hipotesis de que hace 3770 a 4300 millones de anos la Tierra
tuvo ambientes que proporcionaron las condiciones para el desarrollo las formas
de vida. Este descubrimiento apoya la idea de que la vida surgi¢ poco después de

la formacion del planeta en fuentes de altas temperaturas en el fondo marino (10) .

Friar et al. (2012) basados en la distribucion Benford, ley que predice que en un
conjunto determinado de numeros aquellos cuyo primer digito es 1 apareceran de
forma mas frecuente que los que empiezan por otros digitos (11), plantean que los
datos sobre el numero de Marcos de Lectura Abierta (ORF del inglés Open
Reading Frames) codificadas por los genomas de los tres dominios de la vida
permiten describir algunas de las caracteristicas generales y diferencias
esenciales entre procariotas y eucariotas, donde el numero de ORFs crecen
linealmente con el tamafo total del genoma para las primeras, y solo de manera
logaritmica para las segundas. Esto permite estimar algunos tamanos del genoma
minimo, dependiendo de las funciones bioldgicas requeridas. La ecuacion utilizada
predice que el tamafio minimo del genoma de los procariotas esta limitado a 167 +
400 ORF y es de maximo 8-12 Mpb y en eucariotas el genoma debe ser de un

tamafio minimo de 90-130 kpb y aproximadamente mayor a 4-5 Mbp (12).



2. MARCO REFERENCIAL

2.1. Extremofilos

Los organismos extremofilos son aquellos que sobreviven a condiciones
ambientales extremas, y que suelen ser letales para otros. Estos ambientes
extremos se agruparon en dos, geofisicos y geoquimicos extremos. En el primer
grupo se incluyen condiciones como temperatura, presion, radiacién
electromagnética (radiacidn ionizante y no ionizante y radiacién césmica) y en los
ambientes geoquimicos se encuentran pH, salinidad, desecacion, desierto, toxicos
tales como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, o metales pesados (13).
Los microorganismos de ambientes extremos (ME) pueden adaptarse diversos
ecosistemas como aguas hidrotermales, lagos alcalinos, salinas, desiertos,
nevados y glaciares, e incluso a plantas de energia nuclear y espacios
contaminados con metales pesados (4). Una de las clasificaciones de los ME los
agrupa en termdfilos (45-80°C) como Thermophilus aquaticus, hipertermdfilos
(>80°C) como P. furiosus, psicrofilos (-5-20°C) como Methanogenium sp., bardfilos
(presion >1 atm) entre los que esta Shewanella benthica, aciddfilos (pH bajo)
incluyendo a Picrophilus oshimae, alcaléfilos (a pHs de incluso 11 o 12) como
Anaerobranca sp., hal&filos (alta salinidad) entre los que estan Halobacterium sp. y
Halobacteroides sp., metandgenos (producen metano en su metabolismo) como

Methanobacterium sp. y Methanococcus sp., metaldfilos (metales pesados) como



Ralstonia sp., y radiofilos (radiacidn ionizante) como Deinococcus radiodurans (14)

(13).

Algunas evidencias como microfésiles, estromatolitos, isotopos de carbono
sedimentario y azufre indican que los microorganismos del periodo arqueano,
desarrollaron fuentes metabdlicas que comparten cierta similitud con muchos de
los microorganismos vivos actuales. Por lo que los extremdfilos vivos actuales
podrian servir para dilucidar las relaciones evolutivas y la transferencia a sus

descendientes de este metabolismo y sus biomoléculas (15).

2.2. Origen de la vida

La idea de un organismo comun a todos, se tiene presente desde que Charles
Darwin afirmo que todos los seres organicos que han vivido en esta tierra han
descendido probablemente de una forma primordial. Se cree que el inicio de la
vida estaria basado en el desarrollo de un metabolismo a partir del origen del
coédigo genético, o de la formacion de moléculas informativas replicantes, que

terminaron con la aparicién de la primera forma de vida o LUCA (16) (17).

Los organismos vivos son selectivos con los elementos quimicos asimilados, el
numero de compuestos organicos y reacciones utilizadas en el metabolismo. Una
minoria de compuestos desempefia papeles importantes en las reacciones

autocataliticas y son la base de multiples reacciones derivadas. Ha sido un



desafio, comprender como estos compuestos actuan como catalizadores, y como
pudieron haber surgido a partir de reacciones geoquimicas termodinamicas. La
introduccion efectiva de los compuestos ricos en energia a las reacciones
endergonicas por los catalizadores primordiales organicos (compuestos metalicos
cataliticos como clusters de hierro y hierro-azufre) fue un avance de la sintesis
prebidtica. Un ejemplo, es el ciclo del acido tricarboxilico inverso (ATCr), donde se
asimila el carbono del CO, mediante una serie de etapas autocataliticas y cada
compuesto intermedio intensifica su produccion. Este ciclo energético se puede
asociar con un escenario primitivo de hierro-azufre o fijacion fotosintética de CO,
impulsada por sulfuro de zinc (ZnS) y acidos carboxilicos. Es a partir del ciclo de
ATCr y algunas derivaciones que se conduce a la sintesis de acidos grasos,
terpenoides y carbohidratos, luego el amoniaco (NH3) es captado por varios
cetoacidos, para formar los aminoacidos comunes, que a su vez abrieron camino a
otros metabolitos que contienen N y diversos compuestos aromaticos
heterociclicos implicados en reacciones cataliticas moleculares actuales. La
primera sintesis organica catalizada probablemente ocurri6 en minerales o en
superficies planas y estas reacciones condujeron posiblemente a otros

compuestos (18).

Se desea entender las relaciones evolutivas de los tres dominios: Bacteria,
Archaea y Eukarya (19), por lo que se han establecido teorias con respecto a la

temperatura en la que LUCA se desarrollé teniendo en cuenta las condiciones de



la Tierra poco después de que el planeta se formara. Varios estudios, han
enfocado las posibilidades de surgimiento y desarrollo de LUCA a ambientes
extremos como psicréfilos, mesdfilos, termdéfilos y hipertermdfilos, basados en los
genes comunes de ocho especies primitivas de Euryarchaea y Crenarchaea: M.
kandleri, M. thermautotrophicum, M. jannaschii, P. abyssi, P. furiosus, P.
horikoshii, A. pernix y Pyrobaculum aerophilum. Se cree que en las temperaturas
psicrofilas, la condensacion de mondémeros de ARN era posible, pero no era
Optima para el ensamblaje de acidos nucleicos, en el ambiente mesdfilo, podria
haberse presentado una crisis en la fijacion de carbono antes de la invencién de la
fotosintesis, la termdfilia ofrecia un equilibrio en las reacciones quimiosintéticas y
en temperaturas hipertermofilas, la energia geotérmica liberada podria
proporcionar un ambiente propicio para el origen de la vida. Las fuentes
hidrotermales estan dotadas de abundante energia térmica, asi como CO; e H;
que podria ser capturado por litoautétrofos, sin embargo la inestabilidad de
diversos compuestos esenciales para la vida, contradicen la hipertermdfilia como
temperatura optima para las primeras formas de vida. Se cree, que la vida
comenzd en zonas de temperatura mesodfilas donde se facilitdé la sintesis de
plantillas de ARN, y a medida que las formas de vida heterétrofas se multiplicaron
y se daba una crisis de fijacion de carbono, estos organismos se trasladaron a
fuentes hidrotermales. La biota emergente de temperaturas mas bajas adaptada a
la termdfilia, desarrollaron un genoma de ADN, y la metanogénesis. Asi, las
formas de vida cruzaron progresivamente de las zonas de temperatura mas bajas

a la zona de hipertermofilia, donde metandgenos sobrevivieron del CO; e Hy



abundante produciendo grandes cantidades de metano para protegerse de una
era de hielo, y finalizaron en la invencion del genoma de ADN y el cédigo genético
universal de 20 aminoacidos para dar lugar a LUCA (5). Se dice que las primeras
células vivas surgieron en fuentes hidrotermales de profundidades marinas,
estructuras geologicas porosas asociadas a roca solida y agua bajo reacciones
quimicas permanentes (20). De acuerdo a un reciente estudio en el que se
encontraron fésiles de origen biolégico en la region de Nuvvuagittuq Supracrustal
Belt (NSB), en Quebec, Canad4, zona que formé parte de un sistema de fuentes
hidrotermales de alta mar, rico en minerales como el hierro, se concluy6é que hace
3770 a 4280 millones de afios estos ambientes proporcionarian las condiciones
ideales para las primeras formas de vida en la Tierra (10), lo que reafirma las

teorias de que LUCA surgio en ambientes hipertermdfilos.

La existencia de un antepasado comun se ratifica por las propiedades comunes en
los diferentes organismos vivos (cédigo genético universal, 20 aminoacidos, ADN
conT, C, A, G, ARN con U, C, A, G, ATP como principal fuente de energia y las
coenzimas NAD y CoA). Los métodos para identificar la naturaleza de LUCA en la
base de la vida dependen de la construccidén de arboles filogenéticos basados en
genes paralogos, o con analisis combinado de secuencias y estructuras. Sin
embargo, debido a que los genes paralogos proteicos contienen artefactos que
afecta el enraizamiento, otros biopolimeros se han analizados para tal fin como el
ARN de transferencia (ARNt). Los organismos vivos libres contienen 20 familias de

ARNt afines a los 20 aminoacidos. El analisis de las distancias genéticas entre las



secuencias de ARNt de cada familia localiza a LUCA en el dominio Archaea en la
proximidad de M. kandleri y a medida que evolucionaban, las secuencias se
dispersaron y distanciaron entre si, derivando en las diferencias genémicas de los
organismos actuales. LUCA, por ser una especie extinta, su origen es complejo y
controvertido, estudios han proporcionado evidencias que favorecen una LUCA
bacteriana, eucariética o arcaica, pero las que soportan una LUCA arcaica
cercana a M. kandleri son mayores. La transicion de una atmosfera en la Tierra
pobre en oxigeno a una rica en oxigeno obligd a adaptaciones extensas por la
mayoria de los linajes vivos. Sélo un pequeio numero de organismos, incluyendo
M. kandleri, escaparon a adaptaciones masivas. Los respiraderos hidrotermales,
donde habita M. kandleri, representan uno de los nichos ecolégicos mas
conservados en la Tierra. Por lo tanto, M. kandleri y otros habitantes de la
ventilacién anaerobica podrian sobrevivir con minimas variaciones gendmicas. Es
esto lo que permite que M. kandleri proporcione la mejor semejanza de LUCA

(21).

Los citocromos participan en el transporte de electrones en las mitocondrias,
cloroplastos y organismos que reducen sulfatos. Los genes codificantes de
citocromos estan ausentes de los genomas de seis especies antiguas
conservadas en la evolucidon molecular: M. kandleri, M. thermautotrophicum, M.
jannaschii, P. furiosus, P. abyssi y P. horikoshii. Puesto que M. kandleri, M.
thermautotrophicum y M. jannaschii consumen metabdlicamente H, y CO,,

mientras que P. furiosus, P. abyssi y P. horikoshii producen H; y CO,, la



deficiencia de citocromos en estas especies no proviene de similitud metabdlica,
sino de su proximidad filogenética a una LUCA posiblemente sin citocromo. Por
esto, se usaron los genes comunes de estas especies para definir el genoma de
LUCA. Como LUCA no podria sobrevivir sin ningun metabolismo energético
debido a la falta de citocromos, el conjunto de genes de LUCA debe ser
complementado con los genes metabdlicos de algun grupo. Dado que LUCA se
ubica cercanamente a un metanégeno hiperterméfilo, los genes de metanogénesis
comunes a M. kandleri, M. thermautotrophicum y M. jannaschii, se anadieron al
genoma plausible de LUCA, sabiendo que genes comunes podrian estra
originalmente ausentes de LUCA. Para contrarrestar esta posibilidad, sélo se
tomaron genes comunes a estos antiguos seis. Sobre esta base, el genoma
minimo LUCA se estima que contiene esencialmente 463 genes, incluyendo un
proteoma de 424 Cluster de Grupos Ortélogos de proteinas (COGs) y 39 genes
ARNs estructurales del genoma de M. kandleri. El proteoma minimo de LUCA
contendria 24 COGs para la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN, 26
COGs para la transcripcion, mas otros COG relacionados con el ADN. Los 463
genes de LUCA, exceden el numero estimado de genes de 150-340 para
organismos minimos, lo que sugiere que LUCA no fue un organismo minimo, sino

un organismo modestamente complejo (5) (21).

Desde el descubrimiento de comunidades vivas en los respiraderos hidrotermales
submarinos, estos han sido considerados posibles sitios de origen de la vida,

donde la energia geotérmica liberada en las aberturas proporciona un ambiente



idéneo para la evolucion prebidtica, apoyando las sintesis autotroficas de una
gama de compuestos organicos (5). Sin embargo, existen contradicciones de este
escenario como la Inestabilidad del ARN a temperaturas elevadas; metabolitos
labiles e intermedios que requieren catalizacion metabdlica por biocatalizadores
evolucionados; y ARNs aleatorios, incluso en una temperatura termofilica se
presentarian estos inconvenientes. Esto deja una primera célula mesdfila que dio
lugar a una vida pre-Lucana, y no psicréfila, ya que las velocidades de
crecimiento celular son lentas a bajas temperaturas. Asi esta se trasladd a una
zona de mayor temperatura, respiraderos hidrotermales, que con abundantes
suministros de CO, e H; y fijacién exergodnica de carbono, permitié la sintesis
prebidticas de compuestos organicos. En el proceso de traslado a las porosidades
de rocas en las fuentes hidrotermales, los pre-Lucanos, necesitaban proteinas
fueran resistentes al calor, asi que la resistencia al calor del ADN sobre el ARN se
convirti en una ventaja selectiva, y los pre-Lucanos que desarrollaron una
maquinaria informativa de acidos nucleicos que podia funcionar eficientemente de
ADN, perfeccionaron la metanogénesis y dieron lugar a LUCA. Esta produjo
descendientes que se extendieron a zonas mas frias, eliminando aquellos que no

tenian un genoma de ADN y/o codigo genético de 20 aminoacidos (21).

Los genomas de las especies de organismos en los tres dominios Bacteria,
Archaea y Eukarya, se distinguen facilmente entre si por sus secuencias de ARN
ribosomal (ARNr). Sin embargo, algunas diferencias fenotipicas entre los dominios

podrian dilucidar los incentivos evolutivos que provocarian las disgregaciones que



formaron estos dominios: Estrategias anticodon, lipidos de membrana vy
membrana nuclear. Una diferencia clave de Archaea de Bacteria y Eukaria es la
conservacion de la complementaridad coddén-anti codén. Esta diferencia se
detectdé con la proteina LepA (o EF4-factor de alargamiento durante la fase de
elongacion que mejora la tolerancia ribosomal a los cambios en las
concentraciones ionicas) una de las mas conservadas, presente en todas las
bacterias y en la mayoria de eucariotas, pero no en arqueas. Asi, bacterias y
eucariotas con LepA podrian ser mas tolerantes a variaciones del medio interno, y
por lo tanto adaptables a entornos cambiantes en comparacion con las arqueas.
Debido a los bajos nutrientes prebidticos, los pre-Lucanos se trasladaron a
aberturas geoldgicas ricas en elementos organicos donde fue indispensable la
adquisicidon de lipidos de éter-glicerol, ya que, proporcionaban mayor estabilidad
térmica, lo que seria necesario para la supervivencia y la posterior aparicion de
LUCA, por lo que esta adquirié lipidos de éter en su membrana, y asi sus
descendientes. Cuando los descendientes de LUCA adoptaron el nuevo cdodigo
genético y se trasladaron a zonas mesofilas, no eran necesarios estos lipidos en
su membrana por lo que fueron eliminados, esto explicaria la diferencia en la
composicidon de la membrana de arqueas de las bacterias y eucariotas. La
membrana nuclear de Eukarya difiere de los genomas procarioticos que contienen
hasta 50 nucleétidos, mientras que eucariotas contienen mas de 50 nucledtidos, lo
que sugiere que la proteccion del nucleo por una membrana permite un mayor
genoma y por lo tanto mas genes. La membrana nuclear, al facilitar el aumento del

tamano del genoma y la expansion del proteoma, podria facilitar nuevas formas de



vida de otro modo inalcanzable y, al hacerlo, se habrian alejado de Archaea y

Bacteria para formar su propio dominio (22).

2.3. Methanopyrus kandleri

Una de las especies de Euryarchaeota primitivas en las que se han basado los
estudios filogenéticos y la construccién del posible genoma de LUCA es M.
kandleri. Este es el microorganismo vivo considerado posiblemente el mas
cercano a la primera forma de vida, esto por sus caracteristicas térmicas y
metabdlicas. M. kandleri es un bacilo que fue aislado del fondo del mar en la base
de una chimenea volcanica de 2,000m de profundidad "black smoker" en el Golfo
de California (6), que comparte caracteristicas con los hiperterméfilos con una
temperatura de crecimiento 6ptima de 100°C y con los metanégenos que
producen metano a partir de H, y CO; (9). Se estima que el rango de
temperaturas compatible con la vida es de -25°C, y hasta 122°C en respiraderos
hidrotermales donde habita M. kandleri. Sin embargo, un hallazgo reciente, indica
que M. kandleri puede soportar temperaturas de 130°C, por lo que se considera
esta temperatura como el limite para la vida (23). Mediante el estudio de
diferentes cepas de M. kandleri comparando las proteinas valyl-ARNt sintetasa
(ValSR) y la isoleucil- ARNt sintetasa (lleRS), se establecié que los linajes vivos
mas primitivos de M. kandleri se encontrarian en la cordillera central del Océano

Indico (24).



Para la mayoria de genomas procarioticos secuenciados, un tercio de los genes
codificantes de proteinas anotadas son proteinas huérfanas, ya que carecen de
homologia con proteinas conocidas. Se ha encontrado que gran parte de los
genes que codifican estas proteinas huérfanas en el genoma de M. kandleri AV19
se produce dentro de dos grandes regiones. Estos genes no tienen homdlogos
conocidos excepto de otros genes de M. kandleri. Aunque estas regiones podrian
ser consecuencia de TLG, estos también podrian ser resultado de la integraciéon

de plasmidos (25).

Se identifico a partir de células de M. kandleri, un nuevo lipido de éter 2,3-di-O-
geranilgeranil-sn-glicerol y un geranylgeraniol. Este lipido terpenoide, es una
caracteristica primitiva y se asemeja con la idea de un linaje de M.kandleri corto y
en la base del arbol filogenético basado en la subunidad 16S ARNr (26). Se ha
descrito una girasa inversa en M. kandleri como unico ejemplo conocido de una
topoisomerasa heterodimérica de tipo |.La enzima esta formada por una
subunidad de 50 kDa (RgyA) que interactua covalentemente con el ADN y una
subunidad de 150 kDa (RgyB) involucrada en la hidrolisis de ATP. Esta girasa
inversa, difiere notablemente en sus subunidades y secuencias de Sulfolobus
acidocaldarius. Como estos dos organismos representan dos ramas filogenéticas
de Archaea, Euryarchaeota y Crenarchaeota, es posible que estas diferencias se

mantengan en otros miembros de estos grupos (27).



Se ha caracterizado una histona de M. kandleri, que a diferencia de histonas
procariotas, tiene una estructura que consta de dos motivos de pliegues repetidos
en un unico polipéptido. Los analisis indican que la repeticion N-terminal esta
estrechamente relacionada con las histonas eucariéticas H2A y H4, mientras que
la repeticion C-terminal se asemeja a la que se encuentra en las histonas
procariotas. Estos resultados implican un M. kandleri antes de la divergencia de la

familia de genes de histonas de procariotas y eucariotas (28).

El genoma de M. kandleri fue secuenciado directamente a partir de ADN
genomico. De esta secuenciacion se determind que su genoma consta de un
unico cromosoma circular de 1.694.969 pares de bases, 1.691 genes
codificadores de proteinas y 39 genes de ARNSs estructurales. Al igual que en
otras arqueas y bacterias, el 73% de los productos de los genes de M. kandleri
son proteinas conservadas que pertenecen a los COG, lo que les permite habitar
en condiciones extremas y demuestra su limitada capacidad de intercambiar

genes con otros organismos (6).

2.4. Parametros estructurales y bioquimicos de proteinas

Los aminoacidos, son moléculas que poseen un grupo acido carboxilico y un

grupo amino, unidos a un atomo denominado carbono alfa y su variedad quimica



proviene de la cadena lateral que también esta unida a este. Se han establecido
20 tipos de aminoacidos que se encuentran comunmente en las proteinas, cada
uno con diferente cadena lateral unida al atomo de carbono alfa. La importancia de
estos aminoacidos es la formacion de proteinas necesarias para cumplir las

funciones necesarias en una célula (29).

Cada aminoacido posee caracteristicas bioquimicas como el peso molecular
(MW), que se calcula mediante la suma de masas isotopicas medias de los
aminoacidos presentes en la proteina y la masa isotopica media de una molécula
de agua y se da en Dalton (Da). El punto isoeléctrico, también llamado pl, se
define como el pH en el que una molécula tiene igual numero de cargas positivas y
negativas y, por tanto, es eléctricamente neutra. A este valor de pH la solubilidad

de la sustancia es casi nula (30).

Hay aminoacidos que tienen un radical (-R) con carga debido a la presencia de un
grupo adicional acido o base en la molécula. Los aminoacidos aspartato y
glutamato (Asp + Glu) son acidos y tienen grupos - R cargados negativamente a
pH 7.0 por la presencia del grupo -COOH en el radical. Los aminoacidos cargados
positivamente a pH 7.0 son los aminoacidos basicos, arginina y lisina (Arg + Lys),
que contienen uno o mas —NH2 en el radical. El indice de inestabilidad, es una
estimacion de la estabilidad de la proteina en un tubo de ensayo. Una proteina
cuyo indice es menor que 40 se predice como estable; un valor superior a 40

sugiere que la proteina es inestable. El indice alifatico de una proteina se define



como el volumen relativo ocupado por las cadenas laterales alifaticas (alanina
(Ala), valina (Val), isoleucina (lle) y leucina (Leu)). La gran media de
hidropaticidad (GRAVY) para un péptido o proteina se calcula como la suma de
los valores de hidropaticidad de todos los aminoacidos, dividido por el numero de

estos en la secuencia (31).

Se han establecido cuatro niveles de organizacion en la estructura de
una proteina. La secuencia de aminoacidos se conoce como la estructura
primaria. Los plegamientos de la cadena polipeptidica que forman alfa hélices y
beta laminas constituyen la estructura secundaria de la proteina. La organizacion
tridimensional completa de una cadena polipeptidica se denomina estructura
terciaria, y si una molécula proteica particular se forma como un complejo de mas
de una cadena polipeptidica, la estructura completa se conoce como estructura
cuaternaria. Una proteina esta constituida por cadenas laterales de aminoacidos,
unidos por enlaces peptidicos covalentes (el carbono del grupo carboxilo de
un aminoacido comparte electrones con el atomo de nitrégeno del grupo amino de
un segundo aminodacido) formando una cadena principal polipeptidica. Cada
proteina difiere de otras por su secuencia y la cantidad de aminoacidos que la
conforman. Los dos extremos de la cadena polipeptidica son quimicamente
diferentes, lo que hace que cada proteina sea distinta. Un extremo lleva el grupo
amino libre o N-terminal (NH3*, también escrito NH,) y el otro lleva el grupo
carboxilo libre o C-terminal (COO ~, también escrito COOH). El plegamiento de las

proteinas esta determinado por las interacciones atdomicas de los aminoacidos



presentes en ellas. Estas interacciones entre los atomos de la cadena principal y
de las cadenas laterales, dan lugar a enlaces covalentes y no covalentes débiles
(enlaces de hidrégeno, enlaces ionicos y fuerzas de Van der Waals), y como
resultado la formacion de una estructura tridimensional Unica de cada proteina. La
estructura plegada final, adoptada por cualquier cadena polipeptidica es
generalmente aquella en la que la conformacion es estable y se minimiza la

energia libre (32).

Las proteinas se pliegan en una amplia variedad de formas, y generalmente tienen
entre 50 y 2000 aminoacidos de largo. Las moléculas de proteina mas pequefias
contienen un dominio (unidades estructurales que se pliegan independientemente
entre si) unico, mientras que las proteinas grandes pueden contener hasta
docenas de dominios, conectados entre si por cadenas cortas de polipéptidos.
Cuando se comparan las estructuras tridimensionales de muchas moléculas de
proteinas diferentes, se encuentran dos patrones de plegado regulares en ellas: El
patrén hélice alfa y hoja beta. Estos dos patrones son comunes porque resultan
del enlace de hidrogeno entre los grupos N - H y C = O en lacadena
principal del polipéptido, sin involucrar las cadenas laterales de los
aminoacidos. Por lo tanto, pueden formarse por muchas secuencias

de aminoacidos diferentes (32).



e Alfa-hélices: Una hélice a se genera cuando una unica cadena polipeptidica
se dobla sobre si misma para formar un cilindro rigido. El N-H de
cada enlace peptidico esta unido por enlaces de hidrégeno al C=0O de un
enlace peptidico vecino localizado a cuatro enlaces peptidicos en la misma
cadena. Las regiones cortas de alfa-hélice son abundantes en
las proteinas localizadas en las membranas celulares, como las proteinas

de transporte y los receptores (32).

e Beta-laminas: Se forman a partir de cadenas polipeptidicas vecinas que se
encuentran en una misma orientacion (paralelas) o de una cadena
polipeptidica que se pliega sobre si misma, con cada seccion de la cadena
ejecutandose en direccion opuesta a la de sus vecinos inmediatos (anti
paralelas). Ambos tipos de beta-laminas producen una estructura muy
rigida, unida por enlaces de hidrogeno que conectan los enlaces peptidicos
de las cadenas vecinas (32).

e Hélices transmembrana: Son aquellas estructuras que cruzan la bicapa
lipidica como una hélice alfa compuesta principalmente de aminoacidos con
cadenas laterales no polares (32). Las hélices transmembrana estan
predominantemente compuestas de residuos hidréfobos y estan implicadas

en los procesos bioquimicos que se dan en la bicapa lipidica (78.5%) (33).



3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Poblacioén: proteinas de M. kandleri.

Muestra: 597 proteinas del genoma de M. kandleri AV19 curadas en la

base de datos de SwissProt.

3.2. Hipotesis: La estructura bioquimica de las proteinas de M. kandleri esta

relacionada con la funcion.

Variables:
¢ Independientes: Funcién de las proteinas de M. kandleri AV19.

o Dependientes: Estructura de las proteinas de M. kandleri AV19.

Indicadores:
o Estructurales
o Alfa-hélices
o Beta-laminas

o Proteinas transmembrana con el programa

e Parametros bioquimicos
o Tipo de aminoacido
o Numero total de aminoacidos

o Peso molecular



o Punto isoeléctrico

o Residuos cargados negativamente (Asp + Glu),
o Residuos cargados positivamente (Arg + Lys),
o Indice de inestabilidad

o Indice alifatico

o Media de hidropaticidad (GRAVY)

3.3. Técnicas y procedimientos:

Clasificacion funcional

Los 561 genes que posiblemente pertenecieron a LUCA, se clasificaron de
acuerdo a las diferentes funciones que cumple cada proteina codificada por estos

(597 proteinas) (5):

- (A) Traslacion, estructura ribosomal y biogénesis.

- (B) Modificacién y procesamiento de ARN.

- (C) Transcripcion

- (D) Replicacion, recombinacion y reparacion.

- (E) Estructura y dinamica de cromatina

- (F) Control del ciclo celular, divisién celular, y particibn cromosémica
- (G) Mecanismos de transduccién de sefiales.

- (H) Pared celular, membrana y biogénesis.



- (1) Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular

- (J) Modificacion postraduccional, recambio proteico, chaperones

- (K) Produccién y conversion de energia.

- (L) Transporte y metabolismo de carbohidratos

- (M) Transporte y metabolismo de aminoacidos

- (N) Transporte y metabolismo de nucledtidos

- (O) Transporte y metabolismo de coenzimas

- (P) Transporte y metabolismo de lipidos

- (Q) Transporte y metabolismo de iones inorganicos.

- (R) Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios.

- (S) Prediccion de funciones generales

Basados en los COGs de los 1614 genes de M. kandleri, se obtuvo la secuencia
primaria de cada una de las 597 proteinas. Esta revisidn se hizo usando las bases
de datos curada SwissProt/UniProt (http://www.uniprot.org/). UniProt es una base
de datos de secuencias de proteinas curadas que ofrece anotaciones que incluyen
funciéon, familia, analisis de dominios, modificaciones posttraduccionales entre
otras. Esta conformada por tres componentes, bases de datos de proteinas como
SwissProt, UniRef, que contiene clusters de secuencia para busquedas de
similitud de secuencia rapida, y UniParc que contiene archivos de secuencias para
el seguimiento e identificacion (34). SwissProt es una base de datos de

secuencias de proteinas curadas manualmente, que proporciona un alto nivel de



anotacién (descripcion de la funcion de una proteina, su estructura de dominio,
modificaciones post-traduccionales, etc.), con un nivel minimo de redundancia y

un alto nivel de integracion con otras bases de datos (35).

Analisis estructural y bioquimico

Se recolectaron los datos de los parametros bioquimicos de cada proteina:
numero y tipo de aminoacidos, peso molecular, punto isoeléctrico, residuos
cargados negativamente (Asp + Glu), residuos cargados positivamente (Arg +
Lys), indice de inestabilidad, indice alifatico, media de hidropaticidad (GRAVY),
con el programa ProtParam de la suite ExPasy (https://www.expasy.org/). ExPasy-
ProtParam es una herramienta que permite el calculo de parametros fisicos y
bioquimicos para una proteina almacenada en Swiss-prot, para una secuencia

introducida por un usuario (36).

Modelamiento proteico

La estructura secundaria (numero de alfa-hélices, beta-laminas y hélices
transmembrana) de la totalidad de las secuencias de aminoacidos (597 proteinas),
y la estructura terciaria de 546 secuencias de aminoacidos, asociadas a los COGs
de M. kandleri, se calculd con el programa Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/) (37). Phyre2 es un servidor conformado por

varias herramientas que predice y analiza la estructura de proteinas, su funcion y



las mutaciones que estas puedan presentar. Esta interfaz utiliza métodos
avanzados de deteccidon de homologia para construir modelos tridimensionales
(3D), predecir sitios de unién a ligando, y analizar el efecto de variantes de
aminoacidos para una secuencia de proteinas dada por un usuario. En
comparacion con otros métodos (I-TASSER, Swiss-Model, HHpred, PSI-Pred,
Robetta y Raptor), Phyre2 ocupa el sexto lugar de 55. Los cinco superiores tienen
una mejora en la calidad del modelo de 2.8%, mientras I-TASSER muestra una
mejora del 5%. Este sistema presenta algunas limitaciones, una de ellas es que no
predice los efectos estructurales de mutaciones puntuales, y que aun no existen
métodos confiables para predecir una estructura de proteina a partir de la
secuencia sola, sin referenciar con estructuras conocidas (37). Phyre2 usa en su
meétodo de calculo de estructura de proteinas la base de datos de macromoléculas
biolégicas (proteinas, ADN, ARN) determinadas experimentalmente llamada
Protein Data Bank (RCSB PDB). Esta contiene herramientas para depositar
secuencias, anotacién, consulta, analisis y visualizacién, y recursos educativos
para su uso con el archivo PDB, que contiene las coordenadas atomicas 3D vy

datos experimentales de proteinas, acidos nucleicos y conjuntos complejos (38).

Obtenido el resultado de cada proteina, seleccionamos los modelos que tuvieran
un porcentaje de cobertura mayor a 70% y de confianza mayor al 90%, aquellos
modelos que no cumplian con estos valores se enviaron al programa |-Tasser
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). |-Tasser (lterative Threading

ASSEmbly Refinement) es una plataforma en linea que realiza la prediccion



funcional y el modelamiento 3D de proteinas a partir de su secuencia de
aminoacidos mediante el enfoque de enhebrado multiple. En recientes
evaluaciones criticas de técnicas para la prediccion de la estructura proteica, |-
Tasser clasific6 como el servidor numero 1 en CASP7, CASP8, CASP9 y CASP10

(39).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se realiz6 la prueba de Shapiro Test que permitié
identificar los grupos de datos que estan distribuidos normalmente (paramétricos)
de aquellos que no siguen una distribucion normal (no paramétricos), con un
umbral de p=0.01. A los grupos de datos que seguian una distribucion normal se
les realizé la prueba de ANOVA de una via, con un umbral de p=0.01, y a los no
paramétricos la prueba de Kruskal Wallis, con un umbral de p=0.01, con el fin de
determinar si habian diferencias significativas. Para los grupos de datos que
presentaron diferencias significativas y que no seguian una distribucion normal se

les aplico la prueba de Dunn con un umbral de p=0.01.



4. RESULTADOS

Se obtuvieron las secuencias del genoma de M. kandleri AV19 depositadas en la
base de datos UniProt/SwissProt con un total de 1719 entradas, 397 revisadas
(Swissprot), y 1322 no curadas. A Los 561 genes probables de LUCA (5), se les
asignd una estructura secundaria basada en los COGs de 1614 genes de M.
kandleri AV19 depositados en la base de datos curada Swiss-prot, para un
proteoma anotado tedricamente de LUCA de 597 secuencias de aminoacidos para

este trabajo (182997 aminoacidos).

Se calculd la media por cada tipo de aminoacido de las secuencias proteicas
relacionadas segun su funciéon, para determinar si existian diferencias
significativas. Se determind que Arg vy tirosina (Tyr) diferian significativamente del
resto de aminoacidos en alguno de los grupos funcionales. Para Arg y Tyr, el valor
de p en la prueba de Kruskal Wallis fue de 0.000011 y 0.000293 respectivamente,
lo que indica el rechazo de la hipétesis nula (todos los grupos funcionales tienen la
misma distribucion). Para determinar el grupo funcional que especificamente
difiere del resto de grupos, para Arg y Tyr, se realizd la prueba de Dunn. Las
proteinas que cumplen funcién de replicacion, recombinacién y reparacion (Grupo
D) contienen una cantidad significativamente mayor de Arg que las que
pertenecen al grupo de traduccion, estructura ribosomal y biogénesis (Grupo A), y
a las que tienen funcién de transcripcion (Grupo C). Las proteinas del Grupo D

también contienen una cantidad significativamente mayor de Arg que las proteinas



encargadas de modificacion posttraduccional, recambio proteico y chaperonas
(Grupo J), transporte y metabolismo de carbohidratos (Grupo L) y de metabolismo
y transporte de nucleétidos (Grupo N). Para el aminoacido Tyr se encontrd que el
Grupo D tiene diferencia significativa en abundancia, respecto a las proteinas del

Grupo C (Tablas 1, 2y 3).

Se determinaron diferentes parametros bioquimicos: peso molecular, punto
isoeléctrico, numero total de residuos cargados negativamente (Asp y Glu),
numero total de residuos cargados positivamente (Arg y Lys), indice de
inestabilidad, indice alifatico, media de hidropaticidad (GRAVY) (Tabla 4). De
estos datos se encontré que unicamente para la cantidad de residuos cargados
positivamente (Arg + Lys) un grupo es significativamente diferente de los demas
grupos funcionales, con un p de 0.000014 en la prueba de Kruskal Wallis. Para
determinar el grupo funcional que difiere del resto de grupos, en cuanto a los
residuos cargados positivamente, se realizé la prueba de Dunn (Tabla 5) donde se
pudo concluir que el grupo proteico con funcién de replicacion, recombinacion y
reparacion (Grupo D) contiene una cantidad significativamente mayor de estos
aminoacidos frente al Grupo C. Asimismo, las proteinas del Grupo D poseen una
cantidad mayor de aminoacidos cargados positivamente respecto a los Grupos J
(modificacion posttraduccional, recambio proteico y chaperonas), K (produccion y
conversiéon de energia), N (transporte y metabolismo de nucledtidos), O
(transporte y metabolismo de coenzimas) y P (transporte y metabolismo de

lipidos).



Tabla 1. Media de aminoacidos en cada grupo funcional. Aln: Alanina, Arg: Arginina, Asn: Asparagina, Asp:
Aspartato, Cys: Cisteina, Gln: Glutamina, Glu, Acido glutamico, Gly: Glicina, His: Histidina, lle: Isoleucina, Leu:
Leucina, Lys: Lisina, Met: Metionina, Phe: Fenilalanina, Pro: Prolina, Ser: Serina, Thr: Treonina, Trp: Triptéfano, Tyr:

Tirosina, Val: Valina. Azul: Grupo de datos no paramétricos.

Nombre del
grupo Aln Arg Asn | Asp | Cys Gin Glu Gly | His | lle Leu | Lys | Met | Phe | Pro | Ser | Thr | Trp Tyr Val
funcional

Numero de
secuencias

(A) Traduccion,
128 estructura 19 246 | 49| 16 | 3.1 4.4 32 20 | 551|134 | 223 | 147|523 | 77 | 15| 9 | 1133 72 |25/
ribosomal y

biogénesis.

(B) Madificacion
2 y procesamiento | 22 23,5 45 | 13 2,5 5 28 29 7 | 135|285 | 11 4,5 6 17 | 12 | 12| 2 6,5 25,5
de ARN.

31 (C)Transcripcion | 16 23,8 4,8 14 4 3,6 32 16 | 51 | 13,1 | 22,7 | 14,8 5 5,6 12 | 10 19,718 7,2 21,1

(D) Replicacion,
36 recombinaciony | 34 45,9 85| 29 4,3 7.4 54 32 | 84| 204 | 424 | 242 | 7,36 13 22 | 19 | 17 | 41 12 44,6
reparacion.

(E) Estructura 'y
2 dinamica de 23 17,5 3 17 1,5 4 23 21 7 9,5 18,5 | 4,5 5 5 13 11 (95|15 9,5 20
cromatina

(F) Control del
ciclo celular,
14 division celular, 24 29,7 6,3 19 49 3,7 32 23 44 | 151 | 29,9 | 13,6 | 593 | 8,9 17 13 | 13 | 2,7 71 28,5
y particion
cromosomica

(G) Mecanismos
5 de transduccion 14 15,2 2,8 12 1,2 1,6 24 13 4,8 11 204 | 7,6 4 4,2 10 9 16812 4.4 19,2
de sefiales.

(H) Pared
celular,
membrana y
biogénesis.

36 34 10 20 53 6,6 40 31 95 | 236 | 386 | 16,6 | 8,63 13 21 18 | 19 | 53 15 44,8

() Trafico
12 intracelular, 28 22 6,8 15 1,5 57 27 26 | 3,3 | 24,5 | 38,2 17 10 9,6 15 | 15 | 16 | 2,8 8,6 31
secrecion y




transporte
vesicular

28

(J) Modificacion
postraduccional,
recambio
proteico,
chaperones

28

24,6

5,8

20

52

7,1

35

25

54

16,8

29,7

15,1

6,82

7,7

16

12

2,5

7,7

30,9

92

(K) Produccion y
conversion de
energia.

31

241

7,2

21

8,2

5,4

38

29

6,6

19,5

30,6

7,56

9,4

19

13

3,1

9,1

34,6

22

(L) Transporte y
metabolismo de
carbohidratos

26

21,8

6,5

22

3,3

3,5

36

28

16

28,5

5,45

8,4

16

14

34,6

31

(M) Transporte y
metabolismo de
aminoacidos

32

25,7

7,8

22

4,2

4,5

39

29

7,9

17

30,2

11,9

7,16

9,5

17

15

7,9

40,5

36

(N) Transporte y
metabolismo de
nucledtidos

24

22,8

6,1

20

3,8

3,7

34

24

6,4

15,4

26,6

11,3

5,61

7,8

15

10

7,8

30,9

31

(O) Transporte y
metabolismo de
coenzimas

27

24,7

4,5

18

44

3,1

30

25

4,8

12,4

28,2

9,84

6,03

8,4

16

12

2,9

5,9

33,7

12

(P) Transporte y
metabolismo de
lipidos

28

17,8

4,8

12

2,6

3,1

22

25

5,6

13,3

251

10,7

5,08

9,3

11

12

4,2

7,3

30,5

18

(Q) Transporte y
metabolismo de
iones
inorganicos

37

23,2

6,4

15

3,3

4,3

22

28

6,3

17,3

43,2

10,8

6,39

11

15

18

3,8

8,8

39,6

(R) Biosintesis,
transporte y
catabolismo de
metabolitos
secundarios.

16

21,3

52

17

3,2

1,7

24

16

5,7

10,8

25

7,17

4,67

57

12

10

8,7

25,8

83

(S) Prediccion
de funciones
generales

23

26,6

52

18

4

33

24

14,6

28,6

5,67

8,6

17

13

2,7

8,1

32,3

597

Valor P

0,398

0,000011

0,32

0,337

0,495

0,30100

0,000002

0,331

0,24

0,306

0,374

0,281

0,301

0,27

0,42

0,3

0,3

0,000293

0,4




Tabla 2. Prueba de Dunn del aminoacido arginina. Los circulos azules
representan los grupos funcionales que tienen una diferencia significativa respecto

a los otros grupos.

Al B C Dl E F|l G| H| I| J| K| L| M| N| Of P| Q| R
B [(1.000000

C|[1.000000 1.0

-
0.000004,)1.0 [0.000075)
1.000000 1.0 1.000000 | 1.066000

1.006000(1.0|0.815487 |1.000000(1.0

1.000000(1.0(1.000000(0.09301921.0(1.000000
1.006000(1.0(1.0006000 (1.000000(1.0(1.000000 (1.0

1.000000 1.0 1.000000 |0.188483| 1.0 |1.000000 |1.0(1.0
—~
1.000000 1.0 1.000000 @148% 1.0{1.0000001.01.0{1.0
1.006000 |1.0|1.000000 [0.000103|1.01.006000 |1.0|1.0{1.0{1.0
g—
1.000000 | 1.0{1.0000000.010127 1.0 |1.000000 | 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
1.000000 1.0 1.000000 |0.565135| 1.0 |1.000000 |1.0(1.0{1.0{1.0{1.0{1.0
1.000000 1.0 1.000000 @00733 .0{1.0000001.0{1.0)1.0(1.0{1.0{1.0[1.0
1.000000 | 1.0(1.000000 |0.047534 | 1.0 |1.006000 |1.0(1.0{1.0]1.01.0{1.0]1.0]1.0
1.060000 |1.0]1.000000 |0.003083|1.00.966028 [1.01.0]1.0{1.0[1.0{1.0{1.0]1.0]1.0

1.006000(1.0(1.000000(0.1085901.0(1.0000001.0|1.0(1.0(1.01.01.0(1.0(1.0|1.0(1.0

1.006000(1.0(1.000000 (1.000000(1.0(1.000000(1.0(1.01.0{1.0(1.01.0{1.0(1.0(1.0|1.0(1.0

wlPlo|w|o|Z|E|r|x]|=w]|=]|=]D]m]|m

1.000000(1.0(1.000000 (0.006107|1.0(1.000000(1.01.0)1.0(1.0f1.0)1.0(1.0(1.01.0{1.0{1.0(1.0




Tabla 3. Prueba de Dunn del aminoacido tirosina. Los circulos azules
representan los grupos funcionales que tienen una diferencia significativa respecto

a los otros grupos.

Al B C D| E| F G H| I| M K| L| M| N| Of P| Q| R
1.00G000
1.00G000| 1.0

[0.000331)1.0[.008509)
1.000000 1.0 1.000000] 1.000000
1.000000] 1.0[ 1.000000] 1.000000] 1.0
1.000000 1.0 1.000000 1.000000] 1.0[ 1.0
0.110184] 1.0]0.100682] 1.000000 1.0 1.0]/0.643051
1.002000] 1.0[ 1.000000] 1.00¢000( 1.0] 1.0[ 1.000000 1.00c000
1.000000] 1.0 1.000000] 0.486799] 1.0[[1.0[ 1.000000 1.00a000[ 1.0
0.338377]1.0]1.000000] 1.000000 1.0] 1.0[ 1.000000] 1.002000[ 1.0 1.0
1.000000 1.0[ 1.000000] 1.000000] 1.0[/1.0] 1.000000] 1.00g000] 1.0[ 1.0] 1.0
1.000000 1.0[ 1.000000] 1.000000] 1.0[/ 1.0[ 1.000000[ 1.00a000[ 1.0] 1.0] 1.0] 1.0
1.000000 1.0[ 1.000000] 0.876072|[1.0] 1.0[ 1.000000 1.00000] 1.0 1.0 1.0] 1.0] 1.0
1.000000[ 1.0] 1.000000] 0.011551] 1.0] 1.0[ 1.000000] 0. 148442 1.0] 1.0] 1.0 1.0[ 1.0 1.0
1.000000] 1.0[ 1.000000] 1.000000] 1.0] 1.0[ 1000000 1.00000[ 1.0] 1.0 1.0] 1.0] 1.0[ 1.0] 1.0
1000000 1.0 1.000000] 1.000000] 1.0[/1.0] 1.000000 1.00g000] 1.0] 1.0] 1.0]1.0[ 1.0] 1.0 1.0] 1.0
1.000000 1.0[ 1.000000] 1.002000] 1.0[/1.0[ 1.000000[ 1.002000[ 1.0 1.0] 1.0] 1.0] 1.0[ 1.0[ 1.0 1.0] 1.0
1.000000 1.0 1.000000] 0.453529] 1.0[/1.0[ 1.000000] 1.00g000] 1.0] 1.0] 1.0[ 1.0[ 1.0] 1.0 1.0 1.0]1.0] 1.0

HEEE B HBREEREEBRR LR




Tabla 4. Parametros bioquimicos.

5 A T 3
o
s | 8 |a % |85 x| B s | 8
4 = = s o T o+ s o =
S 3 ° ) S o © =] P
2|8 |8 |8 28| % g |82
— ] S =
Nombre Grupo funcional 3 [ 3 o £ o @ 2 ® S é
£ E 2 g ¢ S £ ° @ £
£ o p 3 E = & g 8 o O
£ a = 5 © 2 E e S °
< (4 c o 2 2 @ Q c P
o > r % ¢ 32 £ = o
o [} 'ﬁ T 5
e g £ £
(A) Traslacion, estructura ribosomal y 262,8 | 29810 |7,1050 | 40,5000 34,5000 | 41,3000 | 96,2850 -0,2325
biogénesis.
(B) Modificacién y procesamiento de ARN. 272 | 29817 | 6,9342 | 48,2344 39,1719 | 46,5202 | 84,8095 -0,5371
L 242,14 | 27633 | 6,0579 | 45,8276 40,7241 | 46,7890 | 93,4503 -0,4499
(C) Transcripcion
L L ” 454,4 | 50896 | 6,3272 | 82,9722 70,1111 | 43,9692 | 91,0897 -0,4238
(D) Replicacién, recombinacion y reparacion.
(E) Estructura y dinémica de cromatina 221,5 | 24380 |6,8500 | 39,0000 22,0000 | 39,1800 | 92,0650 -0,2750
(F) Control del ciclo celular, division celular, y | 301,21 | 33743 | 6,5529 | 50,3571 43,5000 | 45,2657 | 93,6579 -0,2959
particion cromosomica
. i ~ 186,2 | 20862 | 4,8860 | 36,2000 22,8000 | 46,1180 | 102,5440 -0,2010
(G) Mecanismos de transduccion de sefales.
S 413 | 46166 |6,4700 | 59,3750 50,6250 | 39,7775 | 99,1488 -0,0879
(H) Pared celular, membrana y biogénesis.
(I) Trafico intracelular, secrecién y transporte | 321,92 | 35506 | 7,8292 | 41,1667 39,0000 | 38,8017 | 114,1175 0,1569
vesicular
(J) Modificacién posttraduccional, recambio 314,86 | 34934 | 5,1582 | 55,5714 39,7500 | 41,4582 | 95,4400 -0,2277
proteico, chaperones
. - . 347,58 | 38274 | 5,2395 | 58,9474 38,3579 | 41,4308 | 92,5461 -0,1624
(K) Produccién y conversion de energia.
(L) Transporte y metabolismo de 312,59 | 34273 | 4,9595 | 58,6818 33,7273 | 36,7391 | 96,2786 -0,1846
carbohidratos
(M) Transporte y metabolismo de 347,03 | 38060 | 4,7748 | 61,4516 37,6129 | 37,9065 | 96,4926 -0,1445
amino&cidos
(N) Transporte y metabolismo de nucledtidos 288,61 | 32024 | 4,9336 | 53,4167 34,0556 | 37,2861 | 97,1533 -0,2251
. . 288,23 | 31618 | 5,6797 | 47,1613 34,5161 | 39,1026 | 98,2484 -0,0741
(O) Transporte y metabolismo de coenzimas
. . 263,25 | 28684 | 7,3050 | 34,3333 28,4167 | 32,0242 | 106,5375 0,2093
(P) Transporte y metabolismo de lipidos
(Q) Transporte y metabolismo de iones 336,44 | 36413 | 7,5439 | 37,0556 34,0000 | 31,8717 | 114,5422 0,3266
inorganicos
(R) Biosintesis, transporte y catabolismo de 228,17 | 25775 | 5,6767 | 40,3333 28,5000 | 43,4667 | 100,8550 -0,1917
metabolitos secundarios.
L . 301,37 | 33510 | 5,7880 | 50,6747 38,4819 | 42,0047 | 95,7841 -0,2262
(S)Prediccion de funciones generales
0,02 | 0,336 |0,1175 0,36 0,000014 0,35 0,42 0,52

P valué <0,01

** Uno de los grupos presenta diferencias significativas respecto a los demas.




Tabla 5. Prueba de Dunn de los aminoacidos cargados positivamente (Arg +
Lys). Los circulos azules representan los grupos funcionales que tienen una

diferencia significativa respecto a los otros grupos.

A{ B C D E F| of Hy I| J| Kf L| M| N| O] P Q| R
1.0Q0000
1.000000 (1.0

6.000063 1.0 |d-001612])
1 ol1.0[1.066000 |1.000000

1.000000{1.0]1.090000 |1.000000 (1.0

1.000000 (1.0 |1-.000000 |0.028635 |1.0(10.592470

1.000000 |(1.0]1.00000G |1.0000006 [{1.0(1.000000 (1.0

1.000000|(1.01.000000 11.000000 (1.0 11.000000 1.0 11.0

1.000000 /1.0 1.000000%9@.0 1.000000 /1.0 {1.0(/1.0
0.001

—
1.000000G41.0 |1.000000 645 1.0(1.000000(1.001.0]1.0]1.0
1.000000 (1.0 ]1.000000 |0.005197 (1.0(11.00000C |1.0|1.011.0|(1.0 1.0

1.00000CG 1.0 ]1.000000 0.156613 (1.0(1.000000 |1.011.011.0 (1.0 [|1.0(1.0
1.000000|(1.011.00000040.000190 )..0 0.912600(1.0]1.041.011.¢||1.001.0{1.0
1.000000 1.0 |1.000000 0.003677 [1.01.000000 1.0 1.0 (1.0 1.0 |1.0(1.0|1.0)1.0
1.00000011.011.000000 40, 005049 9.0 (10.75063811.0(11.013.0|(1.0]1-01.0|(1.0[|1.0(1.0
1.000000 (1.0 ]1.000000 (0.0 811.001.000000 1.0||1-0(1.0)11-.G1-01.0]|2.0|1.01.0|1.D

1.00000C |(1.0|1.000000 |0.237832 [1.0(11.00000041.011.011.0{1-0]1.01.041.0J1.0(11.011.0 1.0

HimilAlv|olZ2|Tilm]im]lwi|m]iT|{Oin{miomials

1.000000|(1.0]1.000000 |0.000430 [1.0]1.000000 11.0(11.01.0|(1.0]|1.012.0 1.0 §1.0111.0 1.0 11.01.0

Se obtuvieron los datos de la composicion estructural de cada proteina: numero de
aminoacidos que forman alfa-hélices, beta-laminas y hélices transmembrana,
segun su grupo funcional. La media de las 597 proteinas de M. kandleri AV19, que
se analizaron en este trabajo, contienen 134.46 hélices, 59.63 laminas y 12.18
hélices transmembrana (Tabla 6). A estos datos se les realizo analisis estadistico

para determinar si algun grupo de datos tenia una diferencia significativa respecto



a los demas. Con este analisis se concluye que hay diferencias significativas en la

composicién estructural por grupos funcionales para el caso de las hélices

transmembrana (Tabla 6 y 7). Se encontrd que los grupos funcionales que tienen

mayor contenido de aminoacidos asociados a hélices transmembrana son el

Grupo H (pared celular, membrana y biogénesis), el Grupo | (trafico intracelular,

secrecion y transporte vesicular), y el Grupo Q (transporte y metabolismo de iones

inorganicos).

Tabla 6. Composiciéon estructural por grupos funcionales. El F calculado es

menor que el F de tabla para todos los grupos en el ANOVA. El asterisco indica el

valor p significativo en el analisis de Kruskal-Wallis (p<0.01)

Media de Media de minediade
Grupo funcional aminoacidos en aminoacidos en hélices
alfa-hélices beta-laminas
transmembrana

(A) Traslacion, estructura
ribosomal y biogénesis 102,29 64,71 212
éi):/l;ﬁﬂcamon y procesamiento 76.48 9552 88
(C) Transcripcién 99,54 42,86 0
(D) Repllllcamon, recombinacion y 209,33 76.99 2.9
reparacion
(E) Est_ructura y dinamica de 111,23 2288 0
cromatina
(F) Control dgl 9]C|0 ceIuIar: d!V|S|on 149,69 39.32 34
celular, y particion cromosémica
((j(é)sl\élsacgr;smos de transduccion 92.31 44,34 6.44
g:))gzigagscelular, membrana y 195,29 76.1 68,14
(I) Trafico intracelular, secrecion y 206,15 27 61 49,87

transporte vesicular




(J) Modificacién postraduccional,

. . 142,44 55,61 11,8
recambio proteico, chaperones
éﬁél;r;dmmon y conversion de 151,53 57.94 15.8
(L) Transporte y metabolismo de 12047 68.14 169
carbohidratos ' ' '
g\r/ln)irTc:ZQisd%c;rte y metabolismo de 139,97 69.59 3.23
S}l:ljll'(ragindsgsorte y metabolismo de 111,44 65.69 258
l('gér'{zrﬁzgorte y metabolismo de 133,99 50,73 18,88
I(I,[F;?d'(l')rsansporte y metabolismo de 141,06 37.22 4548
_(Q) Tr_anqurtg y metabolismo de 228,83 2536 101,96
iones inorganicos
(R) Biosintesis, transporte y
catabolismo de metabolitos 79,44 57,41 2,58
secundarios.
éi%l;r:ldelgc:lon de funciones 123.1 6716 794
F de tabla=1.607 F=0.4291 F=0.3179 p=3.718478e-13*

* Valor p significativo en el analisis de Kruskal-Wallis (p<0.01)

Tabla 7. Prueba de Dunn correspondiente a hélices transmembrana. En rojo

se indican los resultados que corresponde a diferencias significativas (p<0.01).

A B|]C | D] E ] F ]G] H I 7 K] L[M]|N]O P Q
B| 1.0
cl 10 1.0
D| 1.0 | 1.0 | 1.0
E| 1.0 | 1.0 | 1.0 | 1.0
F| 1.0 | 1.0 | 1.0 | 1.0 | 1.0
G| 10| 1.0 | 1.0 | 1.0 | 1.0 | 1.0
3.4
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La totalidad de las secuencias obtenidas en la revision por medio de los COGs de
M. kandleri AV19 (597 secuencias de aminoacidos) fueron modeladas 3D en
formato PDB, para determinar una aproximacién al modelo estandar de las
proteinas relacionadas a cada grupo funcional. En la Tabla 8 se presenta la
estructura 3D de mayor numero de aminoacidos por grupo funcional,
representando la estructura de hélices y laminas. Se puede observar que aquellas
proteinas asociadas a grupos funcionales con presencia de mayor numero de
aminoacidos relacionados a hélices transmembrana poseen estructura de hélices

acompanadas de laminas beta (Grupos H, |), o solo hélices (Grupo Q).




Tabla 8. Estructura 3D de la proteina de mayor nimero de aminoacidos por

funcion.

Nombre Grupo funcional Estructura 3D

(A) Traslacion, estructura
ribosomal y biogénesis.

(B) Modificacion y
procesamiento de ARN.

(C) Transcripcién




(D) Replicacion,
recombinacién y reparacion.

(E) Estructura y dinamica de
cromatina

(F) Control del ciclo celular,
divisién celular, y particion
cromosémica




(G) Mecanismos de
transduccion de senales.

(H) Pared celular,
membrana y biogénesis.

(I) Trafico intracelular,
secrecion y transporte
vesicular




(J) Modificacion
postraduccional, recambio
proteico, chaperones

(K) Produccion y conversion
de energia.

(L) Transporte y
metabolismo de
carbohidratos




(M) Transporte y
metabolismo de
aminoacidos

(N) Transporte y
metabolismo de nucleétidos

(O) Transporte y
metabolismo de coenzimas




(P) Transporte y
metabolismo de lipidos

(Q) Transporte y
metabolismo de iones
inorganicos

(R) Biosintesis, transporte y
catabolismo de metabolitos
secundarios.




(S) Prediccion de funciones
generales




5. DISCUSION

M. kandleri es un microorganismo primitivo que habita en fuentes hidrotermales, y
resiste a temperaturas de hasta 130°C (23), su metabolismo esta basado en la
metanogénesis, y se ha considerado por algunos como la Euryarchaeota viva
posiblemente mas cercana a LUCA (5) (6). Es por esto que ha sido utilizado en
estudios filogenéticos para determinar el origen y el genoma de LUCA. Se han
realizado varios analisis de la relacion de este organismo con LUCA, en la que se
discute su proximidad en el arbol de la vida. Son varias las afirmaciones de que
debe ser ubicado en la rama mas basal de este, basados en construcciones
filogenéticas a partir de la subunidad 16s ARNr, y proteinas implicadas en
diferentes mecanismos como la transcripcion (por ejemplo topoisomerasa 1) (6)
(27). Sin embargo, otras construcciones basadas en proteinas como de traduccién
difieren, ubicando a M. kandleri como un grupo uniforme con Metanococcales y
Metanobacteriales, y no cercano al primer organismo primitivo (6) (7). Las diversas
teorias del origen de un organismo comun a todos, han surgido de evaluaciones
sobre las diferentes temperaturas en las que se pudo originar LUCA, y coinciden
en un origen hipertermofilo cerca a fuentes hidrotermales y conos volcanicos, y por
lo tanto, un metabolismo metanogénico que les permiti6 sobrevivir a
concentraciones de H2 y CO2 abundantes en la Tierra primigenia (5) (10) (20). La
invencion del cddigo genético, le permitid a las especies que lo adoptd la
supervivencia en la tierra primitiva. Este se desarrollé6 durante millones de afos, y

para explicar esta evolucién, se han definido diversas etapas: el desarrollo de un



gen peptidasa, el mundo de ARN donde se origind el ARN mensajero, ARN de
transferencia, intrones, codones, y luego el cédigo genético que dio lugar a LUCA

y a la vida sintética (40).

La Arg (C6 H12 N4 O) es un aminoacido polar, cargado positivamente, por lo que
es altamente hidrofilico, posee en su cadena lateral un grupo guanido y esta
implicado en varios procesos bioldgicos, como la regulacion de la conformacién o
los potenciales redox, transporte de iones H+, vy translocacion de
péptidos. También participa en las interfaces proteina-proteina, en sitios activos
enzimaticos, y en de canales de transporte (41) (42). En nuestro estudio,
encontramos que este aminoacido es significativamente mayor en las proteinas

implicadas en la funcioén de replicaciéon, recombinacién y reparaciéon (Grupo D).

La Tyr es un aminoacido polar cargado positivamente a pH neutro, por lo que es
hidrofilo, posee en su cadena lateral como grupo ionizable a un grupo amino
primario (41). Para el aminoacido Tyr encontramos que el Grupo D tiene diferencia
significativa en abundancia respecto a las proteinas implicadas en la transcripcion

del Grupo C.

Las proteinas de M. kandleri muestran un contenido alto de aminoacidos
cargados negativamente, y proteinas con pl de aproximadamente 5, para la
adaptacién a alta salinidad intracelular (>3 M K+) (6). En nuestro estudio, la media

de pl es de 6.1. En cuanto a residuos cargados positivamente se determin6 una



media de aminoacidos de 37.4 para esta caracteristica. Estos resultados pueden

deberse al numero de proteinas usadas en este analisis (35.3%).

Una caracteristica distintiva de M. kandleri AV19 es la escasez de proteinas
implicadas en la sefializacién y regulacién de la expresion génica (6). En nuestro
estudio, encontramos un aproximado de 135 de secuencias proteicas (22.6%) que

cumplen esta funcién, lo que podria concordar con dicha afirmacion.

También determinamos, que la conformacion de aminoacidos presentes en hélices
transmembrana, diferia significativamente entre varios grupos funcionales. Se
encontrd, que los grupos funcionales que tienen mayor contenido de aminoacidos
asociados a hélices transmembrana son el Grupo H (pared celular, membrana y
biogénesis), el Grupo | (trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular), y el
Grupo Q (transporte y metabolismo de iones inorganicos), lo que esta relacionado
directamente con la funcién que cumplen, ya que las hélices transmembrana estan
implicadas en los procesos bioquimicos que tienen lugar en las bicapas lipidicas
(33), la sefializacién de células y el transporte de iones y solutos a través de la
membrana (43). Se ha predicho que el proteoma primitivo de LUCA podria haber
sido hidréfobico, y que esta caracteristica en la composicion proteica individual fue

disminuyendo durante la evolucion (44).

Dado que la funcion de una proteina esta determinada en parte por su estructura,

predecir la estructura de una proteina a partir de su secuencia de aminoacidos



puede ser util para comprender las funciones moleculares y su papel en las vias
biologicas. Para ello se han desarrollado multiples mecanismos computacionales
basados basicamente en el modelado de homologia (comparativo), enhebrado
(reconocimiento de pliegue) y modelado libre, que difieren solo en un pequefio
porcentaje de rendimiento de acuerdo con los puntos de referencia recientes de
CASP. El enfoque computacional mas utilizado para la prediccién de la estructura
de proteinas se basa en la deteccion de una relacidn homologa con una proteina
de estructura conocida y el uso de esta proteina como plantilla para modelar la

estructura de la proteina de consulta en él (45), (46).



6. CONCLUSIONES

- En este trabajo se determind que existian diferencias significativas para los
aminoacidos Arg en las proteinas implicadas en la funcion de replicacion,
recombinacién y reparacion (Grupo D) y Tyr en el Grupo D respecto a las

proteinas implicadas en la transcripcion (Grupo C).

- Se determiné que algunos Grupos funcionales tienen alta abundancia de
aminoacidos asociados a hélices transmembrana, los cuales son el Grupo H
(pared celular, membrana y biogénesis), el Grupo | (trafico intracelular, secrecién
y transporte vesicular), y el Grupo Q (transporte y metabolismo de iones

inorganicos).

- Se establecio las estructuras 3D de las proteinas de M. kandleri AV19 por cada

grupo funcional, indicando una probable estructura estandar para cada funcion.

- Este trabajo es una aproximacion tedrica a un analisis bioquimico del proteoma

de M. kandleri AV19, para inferir su posible relacion con LUCA.
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