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Glosario

BACTERIOMA (BACTERIOCITO): organulo o célula especializada que presentan algunos
insectos y que se utilizan para albergar bacterias simbiontes. Normalmente se encuentran

localizados en el citoplasma.

BIOLOGIA SINTETICA: campo de investigacion que combina ciencia e ingenieria. Su

objetivo es el disefio y construccidon de sistemas biolégicos.

BIOLOGIA DE SISTEMAS: término usado para describir a una nueva rama de la biologia
que estudia los sistemas biolégicos desde una disciplina multidisciplinar y trata de indagar
las complejas redes de interacciones que tienen lugar en los mismos. Esta nueva disciplina,
a diferencia de otras, tiene una perspectiva holistica en lugar de la reduccionista que es la

mas habitual.

CONCEPTOS BASADOS EN LA TEORIA NEUTRAL DE LA EVOLUCION MOLECULAR
(Propuesta por Kimura (1968) y Kingy Jukes(1969) ):

Segun esta teoria, la tasa de evolucién observada a nivel molecular es muy rapida para ser
exclusivamente debida a seleccién natural. En el nivel molecular, la mayoria de los cambios

evolutivos se debe a la deriva genética de genes mutantes selectivamente equivalentes.

*TASA DE EVOLUCION MOLECULAR: la tasa de evolucion molecular puede
calcularse comparando el numero de diferencias aminoacidicas o nucleotidicas entre dos

especies que derivan hace “X” tiempo de un antecesor comun.

* HIPOTESIS DEL RELOJ MOLECULAR: deduce el tiempo pasado a partir del
numero de diferencias entre dos secuencias de ADN. La técnica del reloj molecular es una
herramienta importante en la sistematica molecular y estima que la divergencia molecular
entre dos especies es proporcional al tiempo de separacién de las mismas. Su tasa de
evolucion es relativamente constante a lo largo de periodos largos y toma valores
semejantes en distintas especies. El conocimiento de la tasa aproximada de evolucion
molecular en ciertos grupos de linajes facilita el establecimiento de fechas de eventos
filogenéticos no documentados en el registro fésil, como la divergencia de taxones vivos y la

formacion del arbol filogenético.
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ENDOSIMBIONTES PRIMARIOS (P-endosimbiontes): microorganismos simbiontes que
son heredados estrictamente por transmision vertical y, en la mayoria de los casos, residen
en células especializadas denominadas bacteriocitos. La asociacion obligada entre los afidos
y su endosimbionte Buchnera aphidicola que es transmitido intracelularmente ofrece un
modelo para analizar la reduccién gendémica e identificar los mecanismos moleculares
potencialmente implicados en dicho proceso. La reduccibn gendmica en bacterias
endosimbiontes es un proceso continuo derivado de su adaptacién a la vida intracelular. Los
tamafios de los genomas de las diferentes cepas de B. aphidicola aisladas de diferentes
subfamilias de afidos oscilan en tamafio entre 450 Kb a 641 Kb, siendo el endosimbionte del
afido Cinara cedri (B. aphidicola Cc) la que presenta un genoma mas reducido. Todas estas
estirpes de Buchnera muestran una arquitectura gendmica conservada con su ultimo
ancestro simbionte, por lo que la pérdida de genes en linajes extensos debe estar
relacionada con la especificidad de huésped. La pregunta que queda por resolver es si esta
reduccion alcanzara un limite o continuard hasta la extincion de la bacteria y su

reemplazamiento por un nuevo simbionte.

ENDOSIMBIONTES SECUNDARIOS (S-Endosimbiontes): ocasionalmente, los
hospedadores pueden tolerar la existencia de un hospedador secundario o facultativo (S-
simbionte) que puede coexistir con el P-endosimbionte. Aunque son transmitidos
normalmente por transmision vertical, podria existir una esporadica transmisiéon horizontal
entre hospedadores individuales. Un ejemplo es el caso de S-simbionte Sodalis glossinidius
que coexisten en el lumen del estdmago de las moscas tse-tse con el P-endosimbionte
Wigglesworthia glossinidia. En los endosimbiontes secundarios la reduccion gendémica es

menos evidente, presentan mayor numero de pseudogenes y genomas de mayor tamafio.

GENOMA MINIMO: estimacion del tamafio de genoma compuesto por el menor nimero de

genes suficientes para constituir un organismo celular de vida libre.

TASA DE MUTACION: es la probabilidad de que se de una mutacién en un organismo o

gen en cada generacion.

TOPRIM: dominio proteico de aproximadamente 100 aminoacidos y que presenta dos
motivos conservados, uno de los cuales presenta Glutamato y dos Aspartatos conservados.
El Glutamato actia como base para la polimerizacién de nucleotidos por la Primasa. Es

comun en la Familia de ATPasas tipo AAA+.

POLIPLOIDIA: fenémeno por el cual se originan células, tejidos u organismos con tres o

mas de juegos completos de cromosomas 0 genomas.
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Introduccion

1. Hacia la busqueda del genoma minimo: concepto de tamano de
genoma bacteriano

El genoma bacteriano estd compuesto por un replicon generalmente circular
(endogenoma) y por moléculas extracromosomicas de tipo plasmidico. El tamafio de
los genomas se representa por el valor C que indica la cantidad total de DNA en un
genoma haploide. Se denomina C, por constante o caracteristico, para indicar el
hecho de que el tamafo es practicamente constante dentro de una especie. Sin
embargo, este valor varia ampliamente, desde menos de 10° pares de bases (pb)
para algunos genomas de arqueas, bacterias y protistas, hasta mas de 10" pb para
algunos protistas, plantas y animales. Esto se conoce como paradoja del valor C
dado que se espera que la cantidad de DNA se correlacione positivamente con la
complejidad genética del organismo.

Son muchos los mecanismos mutacionales que pueden producir cambios en el
tamano del genoma. Algunos de ellos ocurren a gran escala (duplicacion de todo el
genoma), mientras que otros ocurren a una escala muy pequena (pérdida o
ganancia de unos pocos nucledtidos). Los elementos genéticos moviles, o
elementos transponibles, son otros de los causantes de grandes variaciones en el
tamafio del genoma. Se considera que las inserciones o deleciones espontaneas
(lamadas indels) de unos pocos nucle6tidos son una de las causas mas
importantes de la evolucion del tamafo del genoma a largo plazo. La fijacién de
estas mutaciones es muy improbable si el indel afecta a un gen, pero es mas
probable si afecta a pseudogenes (genes no funcionales, inactivados
recientemente) o a otras secuencias de DNA sin funcién. La desintegracion de los
genes, o desaparicién de un gen no esencial del genoma, suele transcurrir en un
primer paso con su inactivacion mediante una mutacion puntual (formacién de un
pseudogen). Posteriormente, el DNA que forma los pseudogenes va siendo
eliminado hasta perderse cualquier vestigio de su presencia en el genoma (Pérez-
Brocal et al., 2006).

Uno de los procesos de mayor importancia en el aumento del tamafio del genoma
en organismos unicelulares, especialmente procariotas, es la transferencia genética
horizontal (Ochman et al., 2000). Este proceso consiste en la introduccién en el

genoma de una especie de un fragmento de DNA de otra especie, que contiene uno
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o varios genes. EI DNA se introduce en la célula por diferentes mecanismos y, para
poder integrarse en el genoma de la célula ha de producirse un evento de
recombinacion. Si los genes introducidos confieren alguna ventaja al organismo,
éstos suelen mantenerse, pero si no es el caso, pueden adquirir nuevas mutaciones
lo que conduce a su inactivacion. Un ejemplo de la importancia de estos procesos
se puede observar en la bacteria Escherichia coli, algunas de cuyas cepas han
adquirido un caracter patogénico por la transferencia de genes de virulencia.
Mientras que la ganancia de genes permite a las bacterias colonizar nuevos nichos,
la pérdida de genes les ha permitido refinar esa adaptacion a los nuevos nichos.
Este es el caso de las bacterias que establecen una relacién simbidtica con un
hospedador (Moran y Wernegreen, 2000). Entre los casos de endosimbiosis mejor
estudiados se encuentran las gamma-proteobacterias simbiontes de insectos
(Wernegreen, 2002), de las que disponemos de numerosos genomas secuenciados
hasta la fecha. Dentro de este phylum se incluyen los organismos modelo de la
genética y patogénesis bacteriana, E. coli y Salmonella typhimurium. En este grupo
encontramos también algunas de las bacterias con los tamafios de genomas
secuenciados mas pequefios que oscilan entre los 450 Kb de Buchnera aphidicola
(Pérez-Brocal et al., 2006) y los 7000 Kb de Pseudomonas fluorescens (Paulsen et
al., 2005).

2. Evolucién reductiva del genoma y concepto de genoma minimo

2.1. La vida, desde una concepcion reduccionista: concepto de Biologia

Sintética

Los adelantos de la Gendmica han permitido afrontar la secuenciacion de
genomas de bacterias no cultivables, patégenas o endosimbiontes.

Una caracteristica principal de la gran mayoria de bacterias endosimbiontes
es que presentan tamafios gendmicos reducidos con respecto a otras bacterias de
vida libre con las que estan emparentadas filogenéticamente. El analisis del tamafo
y composicién de dichos genomas ha abierto una serie de estudios encaminados a
determinar las bases moleculares del proceso de reduccidn gendmica v,
consecuentemente, de los limites tedricos en cuanto a tamafo y contenido génico
de estos genomas minimos. A su vez, este concepto se ha desarrollado a la par de

las técnicas de sintesis de cadenas de nucleétidos in vitro, dando paso a la
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posibilidad de sintetizar genomas minimos artificiales en el laboratorio. Estos
avances han supuesto la aparicion de un nuevo concepto que se conoce como
Biologia Sintética. Entre las perspectivas de la Biologia Sintética estan el disefo y
fabricacion de componentes y sistemas biolégicos que no existen hoy dia en la
naturaleza, asi como el redisefio de los sistemas bioldgicos ya existentes. Una
consecuencia del progreso en el campo de la Biologia Sintética es la concepcion de
las células como partes ensambladas que configuran un organismo con un fenotipo

deseado. Es el reduccionismo molecular en su maxima expresion.

Para lograr el objetivo de sintesis de vida artificial es necesario un requisito previo:
identificar la configuracion minima de genes necesarios para sustentar la vida que
permitiera a dicha célula artificial replicarse de manera auténoma. Son varias las
aproximaciones experimentales seguidas hasta la fecha para obtener este «genoma
minimo». Por un lado, la identificaciéon de genes esenciales por mutagénesis con
transposones, por otro lado el analisis bioinformatico de genes compartidos entre
taxones diferentes. Una tercera alternativa consiste en el estudio de sistemas
biolégicos que, de forma natural, han experimentado una reduccion de su material
genético.

En este trabajo hemos analizado el componente replicativo de genomas de
bacterias endosimbiontes con el objetivo de determinar el componente minimo
esencial que requeriria una bacteria artificial para replicar su material genético. A su
vez, este estudio podria aportar indicios que permitan plantear una hipétesis acerca
del mecanismo molecular por el que se produce un sesgo hacia alto contenido en
A+T en los genomas de bacterias endosimbiontes, asi como el proceso por el que
se producirian deleciones en el DNA. En base a los conocimientos experimentales
de los que disponemos hoy dia, cabe pensar que ambos procesos estarian
relacionados con defectos en las maquinarias de replicacion reparacion y
recombinacion, de ahi que el estudio se haya hecho también extensible a estos

sistemas.
2.2. Proceso de reduccién genémica en Bacterias Endosimbiontes
El estudio comparado de las secuencias gendmicas de algunas bacterias

endosimbiontes de insectos ha puesto de manifiesto los drasticos cambios que han

experimentado estos organismos durante su proceso de adaptacion a la vida
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intracelular. Entre otros, cabe citar la espectacular reduccion genémica, el cambio
en la regulacion de algunos de sus operones, la proliferacién de plasmidos de
biosintesis de aminoacidos, el incremento en el contenido de A+T, la aceleracién de
las tasas evolutivas y la pérdida del sesgo en el uso de codones. El conjunto de
procesos que ha podido sufrir un organismo hasta llegar a su tamafo final se

resume en la figura 1.

HGT (Transmision horizontal de genes)
_—
———

o Ty

ELEMENTOS \

EXTRACROMOSOMICOS
*Islas gendmicas

*Fagos

*Plasmidos I

*Integrones TAMARNO
°Transposones/ FINAL

By P

ENDOGENOMA

*Cromosoma
*Plasmidos \

I

INSERCIONES DELECIONES
S| NO

Presion mutacional —————— |20 oe0 ol aale el ollee o
Fuerzas que modelan el tamario de los genomas.

Fig. 1. Reduccion gendmica en endosimbiontes. Procesos de reduccion de tamafio que ha sufrido el
componente génico en algunas bacterias, asi como algunos de los procesos que han tenido lugar
sobre el genoma y que han dado lugar al tamafio de genoma actual.

En la adaptacién a la vida intracelular determinados genes esenciales para la vida
libre pasarian a ser prescindibles, bien porque el producto génico es fabricado por el
hospedador, bien porque ya no son necesarios en el nuevo nicho ecolégico, por lo
que no existiria una presion selectiva sobre ellos.

Se ha descrito la existencia de procesos de mutacién que ocurren durante la

colonizacién de nuevos hospedadores por parte de la bacteria endosimbionte. Estos
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procesos pueden resumirse en dos etapas. La primera etapa, o etapa inicial,
vendria caracterizada por una elevada inestabilidad gendmica que promueve un
gran numero de cambios gendmicos y como consecuencia de ello, acumulacion de
mutaciones en genes no esenciales. La incorporacion de nuevo material génico por
procesos de transferencia génica horizontal se ve impedida en el nuevo contexto
celular, lo que unido al pequeio tamafo poblacional y cuellos de botella aumenta la
fijacion de mutaciones ligeramente deletéreas (Trinquete de Miiller). La etapa final
esta caracterizada por la estabilidad gendmica y la reduccion del genoma. Esta
estabilidad es resultado de la pérdida de genes de recombinacién y de secuencias
repetidas durante las etapas tempranas y de las reducidas oportunidades de
intercambio genético, debido al secuestro en un ambiente intracelular.

Otros procesos que caracterizan a los genomas que han sufrido pérdida de material
genético son, junto con una elevada tasa de sustitucién, el sesgo en A+T, la
ausencia de sesgo adaptativo en el uso de codones y la pérdida de elementos
repetidos. Todos ellos constituyen los sintomas de la degradacion gendmica a la
que esta sometida esta bacteria, cuya principal consecuencia es la drastica

reduccion del tamafio genémico.

Dado que la gran mayoria de bacterias endosimbiontes comparten un ancestro
comun con bacterias de vida libre de las cuales disponemos de su secuencia
genomica, el andlisis comparativo de genomas nos permite detectar los genes
conservados y los diferentes estadios de degradacién gendmica: delecién de genes,

transformacion en pseudogenes o conservacion del gen ancestral.

3. Genémica Comparativa

La Genomica Comparada es el estudio de las relaciones entre los genomas
de diferentes especies. Se basa en el andlisis de la secuencia gendmica, desde
aspectos comparativos relacionados con la composicion como de los factores que

promueven la evolucion de los genomas.

A dia de hoy se ha secuenciado un elevado numero de genomas de bacterias
simbiontes. La disponibilidad de estas secuencias permite realizar estudios con el
objeto de comprender el proceso evolutivo por el que se ha producido una reduccion
en el tamafo de los genomas. Asi, diversos estudios basados en la comparacion de

genomas de endosimbiontes con otros de bacterias de vida libre filogenéticamente
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relacionados, han revelado los cambios en el contenido y tamafio gendmico,
comenzado a revelar los mecanismos que han tenido lugar y sus consecuencias

funcionales.

El primer paso en genomica comparativa consiste en hacer corresponder los
segmentos cromosomicos del nuevo genoma con elementos funcionales en las
especies comparadas. Esto implica determinar los segmentos de DNA ortélogos -
que descienden de un mismo ancestro comun en las especies comparadas- o
paralogos, surgidos a partir de eventos de duplicacion anteriores a la divergencia
de las especies comparadas. Existen numerosos sistemas y métodos
computacionales que permiten realizar esta tarea de caracterizacion de los
genomas asi como el modo en que debe organizarse la informacién para facilitar la
interpretacion y la comparacién de los resultados. En realidad, estos sistemas
utilizan un conjunto de herramientas bioinformaticas que conlleva la anotacién
automatizada de los genomas y sus genes. Sin embargo, determinar qué genes
comparten y cuales no los distintos genomas o la reconstruccion y la comparacion

de las rutas metabdlicas, aun esta pendiente de ser automatizada.

3.1. Métodos para establecer correspondencia de genes entre genomas

* Best Bidirectional Hits (BBH) (Fitch 1970; Fitch 1995). Este método identifica
los pares de genes que establecen una mejor correspondencia reciproca en
dos genomas dados y los marca como ortdlogos. En el caso de eventos
recientes de duplicacién génica sélo uno de los genes duplicados sera
marcado como ortdlogo, sin sefialar la presencia de homadlogos adicionales.
Este método no garantiza, por tanto, que las correspondencias representen
relaciones de ortologia y se pueden encontrar algunas asignaciones
incorrectas.

* Clusters of Orthologous Genes (COG) (Tatusov et al. 1997; Tatusov et al.
2001). Este método establece correspondencia entre grupos de genes entre
varios genomas. Los grupos de genes ortdlogos se corresponden
normalmente con familias génicas que se expandieron antes de la
divergencia de las especies comparadas. Este método, sin embargo, es
incapaz de distinguir eventos de duplicacion recientes de aquellos mas

antiguos.
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KEGG Orthology (KO) System (Goto et al., 1997). El sistema de Ortologia
KEGG (KO) consiste en una clasificacién de genes ortdlogos, incluidas las
relaciones de paralogos en grupos de genes ortdlogos. Este sistema
constituye la base de los mapas KEGG PATHWAY y de la Ontologia KEGG
BRITE. De esta forma los genes identificados son mapeados

automaticamente en KEGG pathways y asignados a las jerarquias BRITE.

Peffiles filogenéticos (Pellegrini et al., 1999). Este método se basa en la
identificacidon de genes que tienen el mismo patrén de ausencia/presencia en

varios genomas.

Conservacion del contexto o vecindario génico (Sintenia). Se basa en la
observacion de la existencia de un cierto porcentaje de genes cuyo
vecindario esta conservado entre diferentes organismos. La situacion mas
evidente de conservacion de grupos de genes es la de los operones
conservados de procariotas. Por tanto, se asume que dos genes que estén
ocupando la misma o una posicion parecida en un grupo de genes
conservados entre distintos genomas, pueden estar desarrollando la misma
funcion (aunque no sean BBHSs), con una probabilidad mas alta que la que
se esperaria por azar (Overbeek et al, 1999; Huynen et al, 1998). El caso
mas acusado de conservacion del contexto se da cuando también se
conserva el orden de los genes. A esta situacion se la denomina SINTENIA y
se observa especialmente en operones que codifican varios genes de una
misma via metabdlica. Las desventajas de este método son que, en general,
sblo se puede aplicar a genomas procariotas, y que, aun en procariotas, el

orden de los genes es una caracteristica que se pierde muy rapidamente.

Fusiones génicas. Dos proteinas, o dominios de proteinas, codificadas en
genes diferentes, pueden tener una funcién relacionada si en algunas
especies estan codificadas por un unico gen, que presumiblemente ha sido
originado en un evento de fusién génica. Esta situacién también se observa

en proteinas que forman parte de rutas metabdlicas.
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* Mirror trees. Este método, asi como el método de las mutaciones
correlacionadas, se basa en la idea de que proteinas que interaccionan
funcionalmente evolucionan al mismo tiempo. Por tanto, los arboles
filogenéticos de las familias correspondientes debieran de parecerse mas
que los de familias de proteinas no relacionadas. Por ultimo, asumimos que
si las dos proteinas estan relacionadas funcionalmente, pueden forman parte

del mismo proceso.

* Mutaciones correlacionadas. Este método parte, como el anterior, de
alineamientos multiples de familias de proteinas, con el objetivo de identificar
mutaciones compensatorias. La identificacion de dichas mutaciones implica

interaccion funcional y pertenencia al mismo proceso celular.

3.2. Sistemas automaticos para el analisis comparativo

La existencia de sistemas automaticos es el talén de Aquiles de este tipo de
estudios. La mayor parte de ellos poseen copias locales de herramientas
bioinformaticas y bases de datos, y agrupan el acceso a todas ellas, de modo que el
usuario simplemente tiene que facilitarles la secuencia o secuencias que quiere
analizar. El sistema se encarga de ejecutar todos los programas y dar el formato
adecuado a los datos para la presentacién al usuario.

Sin embargo, los requerimientos de este tipo de sistemas son grandes: gran
capacidad de almacenamiento y gran poder de calculo. Por ello, no han sido
muchos los sistemas de este tipo que han sido desarrollados para el uso publico.
Las paginas web de algunos sistemas de analisis de genomas se presentan a

continuacion.

. Integr8 (EBI). Este portal proporciona un acceso integrado a la informacion
de genomas secuenciados y sus correspondientes proteomas. Estos datos incluyen
secuencias de DNA (de las bases de datos EMBL Nucleotide Sequence Database,
Genome Reviews y Ensembl), secuencias de proteinas (UniProt, Knowledgebase y
IPI) y analisis genémico y protedmico de genomas (InterPro; CluSTr y GOA), asi
como informacion sobre ortologia, paralogia y sintenia. En este caso, los ortélogos
son identificados como el mejor BBHs, usando la base de datos CluSTr para los

datos de similitud de proteinas (PORC (Putative Orthologous Clusters). CluSTr usa
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el algoritmo Smith-Waterman para la medida de la similitud de proteinas. La
puntacion obtenida del algoritmo es convertida a una medida estadistica de

similitud. La similitud entre proteinas es, por tanto, referida a nivel de ortélogo.

. COGs. www.ncbi.nih.gov/COG . La base de datos COGs agrupa a las

proteinas provenientes de microorganismos secuenciados en su totalidad en
clusters de proteinas ortdlogas, las cuales han surgido un proceso de especiacion,
conservando la misma funcién en todos los miembros del grupo (Tatusov et al.,
1997). Considera una categoria COG cualquier cluster formado por al menos tres
proteinas que pertenecen a linajes diferentes y que presentan mayor grado de
similitud unas con otras que con cualquier otra proteina perteneciendo a los mismos

genomas.

. The comprehensive Microbial Resource (CMR) comparative Tools.

http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cgi. Dispone de 509 genomas

bacterianos secuenciados (6/12/09). Esta herramienta incluye comparaciones entre
contenidos GC, secuenciaciones entre regiones gendmicas, comparaciones de
homologia multigenoma, asi como permitir mostrar datos de homologia entre

genoma.

. Prolinks Database 2.0. Esta base de datos es una coleccion de métodos de
inferencia usados para predecir relaciones funcionales entre proteinas. Estos
métodos incluyen el método del Perfil Filogenético, que determina la presencia y

ausencia de proteinas a partir de alineamientos multiples.

4. Caso de estudio

Como se ha mencionado anteriormente, el caso de estudio que vamos a
considerar en este trabajo, es el componente minimo replicativo en bacterias
endosimbiontes que han sufrido un proceso de reduccion gendémica.

El origen de la asociacion bacteria-insecto tiene, en la mayoria de los casos, un
componente bioquimico. La asociacion ha permitido la especializacion de los
insectos en determinados nichos ecoldgicos y comportamientos alimenticios, al
proporcionar nutrientes que son deficientes en sus dietas debido a la amplia

variabilidad de rutas metabdlicas presentes en los microorganismos procariontes. La
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mayoria de estas bacterias han sufrido un proceso de reduccion gendmica,
conservando un grupo de genes que determina el inicio de la asociacion parasitica o

mutalistica.

En el caso de las bacterias con genomas reducidos, la mayoria consisten en
patogenos intracelulares o bien simbiontes que mantienen una relacidén obligada con
un hospedador eucariota en la que el hospedador les suplementa nutrientes. La
mayoria de los endosimbiontes estudiados hasta el momento corresponden al grupo
de gamma-proteobacterias que viven en asociacion obligada con insectos y
proporcionan a su hospedador aminoacidos esenciales, vitaminas y cofactores que
estan ausentes en la dieta del hospedador. La mayoria de estas especies son

endosimbiontes heterotroficos.

El proceso de reduccién gendmica, viene derivado de su adaptacion a la vida
intracelular. El debate actual se centra en si esta reduccion es resultado de un
proceso de deletion bias o de seleccién natural (Mira et al., 2001). EI concepto de
deletion bias se explica como un aumento en el numero de deleciones gendémicas
en lugar de inserciones que ocurre cuando la seleccion no es lo suficientemente
fuerte como para mantener gran cantidad de genes sin funcién en un determinado
ambiente. Estas deleciones suelen implicar la pérdida o inactivacién de grandes
grupos de genes. El deletional bias observado en pseudogenes bacterianos trata de
explicar porqué los genomas de bacterias endosimbontes son compactos y ricos en
genes y porqué las regiones no funcionales no se acumulan en estos genomas. Sin
embargo, la comprension de los procesos que han sido responsables de una
reduccion extrema de los genomas de simbiontes es dificil de evaluar usando los
métodos convencionales que alinean y comparan secuencias homologas. La
extensa reduccién genodmica podria proceder de un proceso lento y continuo de
erosion de genes individuales o de grupos de genes. Para determinar la escala de
los eventos de delecién, en magnitud y frecuencia, Nilsson et al, (2005)
monitorizaron los cambios en una estirpe silvestre y en un mutante de reparacion
(mutS) de Salmonella typhimurium, encontrando que las deleciones a gran escala

podrian haber jugado un papel en los primeros estadios de la reduccién gendmica.
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5. Reduccion genémica del componente 3R en bacterias
endosimbiontes obligados

La estricta transmision vertical de los endosimbiontes obligados hace que
s6lo determinadas bacterias sean transmitidas, o que genera un cuello de botella
continuo que favorece la accién de la deriva genética. Este hecho nos permite
plantear la hipotesis de que la combinacion de estos factores permitiria la
acumulacién de mutaciones en genes necesarios, pero no esenciales como
determinados genes implicados en reparacion del DNA y recombinacién. El sesgo
hacia un mayor contenido en A+T es probablemente también un efecto de la
desaparicion de genes implicados en reparacion que conduce a una presion
mutacional de G+C a A+T. Ademas, el grado de ambos efectos, reduccion del
tamafio gendémico y el incremento en el contenido en A+T de los endosimbiontes se
correlaciona con el tiempo en que se produjo la asociacién. Los S-endosimbiontes
presentan mayor tamafo y menor porcentaje A+T, al tratarse de asociaciones mas
recientes en el tiempo, al contrario que los P-endosimbiontes, con tamafios muy
reducidos y un marcado sesgo hacia A+T.

Como ya se ha comentado, el proceso de reduccion gendmica ha tenido lugar en
dos etapas. Al comienzo de la relacién simbidtica se produciria un proceso masivo
de la reduccién en el numero de genes, probablemente mediante largas deleciones
de genes continuos. Durante la segunda etapa, la reduccion pudo haber ocurrido
por una pérdida gradual de genes distribuidos a lo largo de todo el genoma (Moran,
2003). En lo referente a las regiones intergénicas, hay una reduccién leve en cuatro
especies de B. aphidicola cuando se comparan con su pariente E. coli. Sin embargo
esta reduccion es evidente en Carsonella ruddii, en la cual la pérdida es tan extrema
que ha conducido al solapamiento de genes (Nakabachi et al., 2006).

Aunque el establecimiento de la simbiosis conlleva una pérdida de genes, la
bacteria simbidtica debe retener determinadas funciones que le permitan sobrevivir
dentro del hospedador. Un ejemplo es la pérdida del gen dnaA en algunos
endosimbiontes que podria indicar un control directo de la replicacion del DNA en la
poblacién bacteriana por parte del hospedador.

Entre los genes conservados por todos los endosimbiontes secuenciados se
encuentran genes implicados en funciones esenciales como la replicacion del DNA,
transcripcién y traduccion y que constituyen casi un tercio del tamafio genoma del

endosimbionte. El sistema de chaperonas se mantiene también en todos los
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genomas para asegurar un ensamblaje y localizacion adecuado de los componentes

proteicos.

6. Replicaciéon del DNA en bacterias

La replicacion cromosomica tiene un papel esencial en la célula y posibilita
otras funciones esenciales en la célula como la expresion génica y la division
celular.

La maquinaria de replicacién ha sido extensamente estudiada en la bacteria E. coli,
organismo modelo para las bacterias Gram-, y Bacillus subtilis, organismo modelo
para las bacterias Gram+. En este trabajo nos cefiremos al aparato replicativo en
las bacterias Gram-, y, en esencia, al de la bacteria E. coli, que nos servird como

organismo modelo de referencia para realizar estudios de genémica comparativa.

6.1. Inicio de la replicacién

En E. coli, la replicacién del DNA se inicia en el sitio especifico oriC donde se une
la forma activa de la proteina DnaA (ATP-DnaA) y permite la apertura local de la
doble hélice de DNA. La helicasa DnaB puede acceder entonces al inicio de
replicacion, posibilitando la apertura del DNA, generando una regién de cadena
sencilla y permitiendo la entrada de la primasa, DnaG, que genera el cebador
necesario para la entrada de la abrazadera de DNA del complejo replicativo S2.

Una vez ensamblado el complejo de replicacién en oriC, la progresién de la
horquilla de replicacion requiere la accion coordinada de cuatro actividades basicas
que conforman el replisoma: proteina de unién a cadena sencilla (SSB), DNA

Polimerasa, DNA helicasa y DNA primasa.

6.2. Elongacioén de la replicaciéon

El replisoma se define como el complejo de proteinas necesarias para
activar una horquilla de replicacién y posibilitar que se lleve a cabo la sintesis de
DNA de las cadenas continua y discontinua (Sandler, 2000). La polimerasa que
lleva a cabo la sintesis principal del cromosoma de E. coli es la DNA polimerasa llI,
que forma parte de un complejo multiprotéico denominado holoenzima Pol Ill. La

unién de la holoenzima Pol Ill al complejo cebador determina el final de la etapa de
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iniciaciéon y el comienzo de la elongacién (Seufert y Messer, 1987). La holoenzima
Pol 1l esta compuesta por diez polipéptidos: el nucleo enzimatico (subunidades a.,
e y 0), la abrazadera deslizante  y el complejo y (dnaX (y -t), cargador de la
enzima en el molde. El complejo y estd formado por cinco subunidades que se
unen con una estequiometria definida 1.0.0.x.. Para la sintesis de las cadenas
continua y discontinua se necesitan, al menos, dos polimerasas que se encuentran
en la forma de dos nucleos enzimaticos que se mantienen unidos por la subunidad
T (McHenry, 1982). La estructura de la holoenzima Pol Il en la horquilla de

replicacion se muestra en la Figura 2.

/d'\ | DnaX
Xy —)/\ /(5 Complex
T—T

Pol lll

Figura 2. Esquema de la maquinaria de sintesis de DNA en la horquilla de replicacion de la bacteria
E. coli (tomado de Mc Henry, 2002).

Existe una clara conservacion de la arquitectura general del complejo abrazadera a
lo largo de todas las especies de Eubacterias, aunque la extension del uso de la
abrazadera por polimerasas implicadas en replicacién, reparacion o recombinacién
de la doble hélice difiere entre especies. La abrazadera  es necesaria para que el
nucleo de la polimerasa aumente su procesividad. EI complejo y proporciona la
energia necesaria para unir la abrazadera § al DNA mediante la hidrdlisis de ATP.
Una vez que la subunidad  es cargada, el complejo y se separa del DNA dejando la
abrazadera ensamblada, unida al nucleo de la Pol Ill y al DNA (Hingorani y
O'Donnell, 1998).
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Debido a la naturaleza antiparalela de la molécula de DNA, la elongacion de las
nuevas cadenas crea una asimetria en el punto de replicacién por el hecho de que
la DNA polimerasa so6lo polimeriza nucleétidos en el sentido 5'->3'. De esta forma
una de las cadenas es sintetizada de forma continua mientras que la
complementaria se sintetiza de manera discontinua en fragmentos de unas 2 Kb,
los llamados fragmentos de Okazaki. Las DNA polimerasas no pueden iniciar la
sintesis de DNA de novo sin un cebador. La DNA primasa (DnaG) sintetiza
pequenas secuencias de RNA que son utilizadas para iniciar cada fragmento de
Okazaki. Dado que un nuevo fragmento de Okazaki ha de iniciarse cada varios
segundos, para asegurar que a esta velocidad la primasa tenga pleno acceso a las
cadenas abiertas, se asocia al punto de replicacion uniéndose a la helicasa DnaB
(Tougu et al., 1994). La proteina SSB es necesaria para mantener de forma de
DNA de hebra simple las cadenas recién abiertas por la helicasa previo al paso de
la horquilla de replicacion (Glover y McHenry, 1998). Tras la sintesis de cada
fragmento de Okazaki se eliminan los cebadores por la accion combinada de la
RNasa HI y de la actividad exonucleasa-5’-3’ de la DNA polimerasa | (Lehman y
Uyemura, 1976). Esta polimerasa sintetiza DNA para rellenar el hueco generado.

Finalmente, la DNA ligasa une los fragmentos contiguos de DNA.

Se ha propuesto un modelo de la elongaciéon de la replicacion en E. coli que
permite la integracién de todos los elementos implicados en esta etapa. Las
horquillas de replicacién estarian ancladas a la membrana y el DNA que se replica
es desplazado a través de la maquinaria de replicacion estacionaria o factoria de
replicacién (Lemon y Grossman, 1998; Koppes et al, 1999; Sawitzke y Austin,
2001; den Blaauwen et al., 2006). La factoria de replicacién estaria formada por
dos replisomas y permanecerian unidas por dos hexameros de DnaB (den
Blaauwen, 2006).

Aunque la holoenzima Pol Il lleva a cabo la sintesis mayoritaria del DNA durante la
replicacion cromosomica, en E. coli se ha descrito la actividad de otras 4

polimerasas: Pol | (polA), Pol 1l (polB), Pol IV (dinB) y Pol V (umuDC).

La DNA polimerasa | (Pol I) es la polimerasa mas abundante en E coli, con unas

400 moléculas por célula. Esta enzima esta constituida por dos dominios: (i) uno
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combina la actividad polimerasa y la actividad exonucleasa 3’, denominado
fragmento Klenow Yy (ii) otro que incluye la actividad Exoll o exonucleasa 5’. Ambos
dominios son funcionalmente independientes, aunque in vivo actian de forma
coordinada. Pol | presenta una procesividad muy limitada de 15 a 20 nucleétidos,
que se correlaciona in vivo con la sintesis de pequefios fragmentos de DNA como

son los que unen los fragmentos de Okazaki (revisado en Patel ef al., 2001).

Pol Il forma parte de los sistemas de reparacion del DNA. Estirpes mutantes en el
gen polB no muestran defecto ni en el crecimiento ni en la replicacion. La sintesis
de Pol Il es inducida en fase estacionaria, donde tanto el crecimiento como la
replicacion son procesos lentos y donde se incrementan los dafios sobre el DNA,
acumulandose pequeiios huecos que pueden bloquear a Pol Ill. En estas
circunstancias, Pol Il soluciona el problema al reiniciar la sintesis de DNA en los
pequefos huecos. Esta polimerasa tiene una tasa de error baja, pero su velocidad
de sintesis de DNA es mas lenta que la de la replicacion normal. Cuando células de
E. coli son expuestas a niveles elevados de radiacion o a la presencia de ciertos
mutagenos, se induce la respuesta SOS. Entre los genes inducidos se encuentran
dinB, umuC 'y umuD, cuyos productos conforman la DNA polimerasa IV (Pol IV) y la
DNA polimerasa V (Pol V). Ambas polimerasas reparan el DNA y su actividad es
propensa a error al no presentar actividad exonucleasa 3' correctora de pruebas.
Ademas, requiere las subunidades p y la subunidad y de Pol Ill para aumentar su

procesividad y alcanzar una actividad 6ptima.

Por ultimo, la circularidad del cromosoma de E. coli impide que la molécula de DNA
tenga libertad de giro a medida que la DnaB helicasa va abriendo la doble hélice.
Esto supone un incremento del superenrollamiento positivo delante de la horquilla
segun avanza la replicacion. En este paso es necesaria la acciéon de las

topoisomerasas.

En E. coli, los niveles de superenrollamiento son mantenidos dentro de limites
precisos durante la fase de crecimiento exponencial por la accién de cuatro
topoisomerasas: girasa, topoisomerasa | (Topo |), topoisomerasa Ill (Topo Ill) y
topoisomerasa IV (Topo IV). La girasa y Topo IV son topoisomerasas tipo Il
dependientes de ATP que introducen superenrollamiento negativo y eliminan

superenrollamiento positivo respectivamente (Champoux, 2001). La Topo | (fopA) es
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una topoisomerasa tipo IA que elimina superenrollamiento negativo. Estas enzimas
actuan conjuntamente para eliminar los cambios topoldgicos resultantes de la
actuacion de enzimas que se mueven sobre el DNA como la RNA polimerasa,
manteniendo el superenrollamiento cromosémico en un nivel estacionario. Las
topoisomerasas tipo | hidrolizan un enlace fosfodiéster en una cadena, hacen pasar
la otra cadena a través del corte y vuelven a unir los extremos de la primera; como
resultado, el indice de enlace de la molécula de DNA aumenta o disminuye en una
unidad. Las topoisomerasa de tipo Il hidrolizan sendos enlaces fosfodiéster en
ambas cadenas y hacen pasar la otra cadena a través del corte, resellando éste de

nuevo; de este modo, el indice de enlace varia en dos unidades de una sola vez.

El nivel de superenrollamiento regula la expresion de los genes de la girasa (gyrA y
gyrB) y Topo I. La relajacion del superenrollamiento induce la expresion de gyrA y
gyrB y reprime la expresion de topA (Neumann y Quinones, 1997; Weinstein-Fischer
y Altuvia, 2007) .

6.3. Terminacion

Cuando el complejo de replicacion que se formé en oriC llega a la region
diametralmente opuesta, la regién del término, la replicacién se detiene. Esta es la
etapa de terminacién de la replicacion. Si un punto de replicacion alcanza la zona
del término antes que el otro es frenado por los complejos Tus-Ter. Estos
complejos se forman por la unién de la proteina Tus (fus) a las secuencias
terminadoras Ter. Estas secuencias se han localizado tanto en el cromosoma
como en algunos plasmidos. Estos complejos actuan sobre el replisoma
bloqueando su avance de forma polar. Existen evidencias que Tus posee la
actividad actividad contraria a la helicasa y que interacciona fisicamente con DnaB
(Neylon et al., 2005).

Una vez que la replicacion llega a su fin se produce la segregacion de los
cromosomas recién replicados, fendmeno que depende frecuentemente de
procesos de recombinacion. Los cromosomas hermanos se encuentran en forma
de circulos concatenados y Topo IV es la enzima que lleva a cabo la decatenacién
de los mismos (Li et al, 2002). En bacterias con cromosomas circulares, el

entrecruzamiento por recombinacion homodloga genera cromosomas diméricos que
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no pueden ser segregados a las células hijas a menos que se conviertan en
monomeros previamente a la division celular. Esto se consigue por el sistema de
recombinacion de sitio especifico Xer altamente conservado en la evolucién. La
resoluciéon de dimeros también requiere FtsK, una proteina localizada en el septo
de divisién celular, que utiliza la energia generada por la hidrélisis de ATP para
activar la reaccion de resolucion de dimeros (Sherratt et al., 2004). La ausencia de
proteinas de recombinacion resulta en una segregacion inadecuada y en

fendmenos de inestabilidad cromosdmica.

7. Evolucion de los sistemas de replicacion

La replicacion del DNA es un mecanismo central para la vida celular. El
estudio de la historia evolutiva de este proceso es especialmente relevante para la
comprension de los primeros eventos en la evolucion de la vida celular. Las
caracteristicas comunes de todos los sistemas de replicacion conocidos son: (i) la
replicacién es semi-conservativa; (ii) la replicacion siempre se inicia a partir de
origenes definidos con la participacion de un sistema de reconocimiento de
origenes; (iii) los cebadores de RNA son necesarios para iniciar la replicacion; (vi)
las nucleasas, polimerasas y ligasas reemplazan el cebador de RNA con DNA y

sellan el hueco remanente (Baker and Bell, 1998; Kornberg and Baker, 1991).

Sin embargo, aunque se trata de procesos homoélogos, la mayoria de las proteinas
de replicacion no son homoélogas entre los dominios Bacteria y Archaea/Eukarya.
Existen ortélogos dentro del mismo dominio, pero no existen ortdlogos entre
dominios sugiriendo un desplazamiento masivo que sucedié poco después de la
separacion de los dominios Bacteria y Archaea/Eukarya. Si la raiz del arbol
universal se localiza en la rama Bacteria, como generalmente ha sido aceptado
(Olsen and Woese, 1997), el desplazamiento por genes no ortdlogos podria haber

ocurrido en la rama bacteriana Archaea/Eukarya.

8. Sistemas de reparacién y recombinacién en procariontes

Los procesos de recombinacion homdéloga son esenciales para el
mantenimiento de la integridad cromosoémica y para la variabilidad genética. Sin

estos mecanismos, la acumulacién excesiva de lesiones conduciria a la
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degradacién total del genoma y la pérdida de informacion genética vital. La mayoria
de los estudios han descrito la existencia de rutas de reparacion muy reducidas y
donde cada proceso se ha visto afectado de forma diferente por la reduccién
gendmica.

Usando técnicas de genética comparativa, Rocha y Michel estudiaron la presencia
de proteinas implicadas en recombinacién homologa en genomas bacterianos. En el
grupo de bacterias que estudiaron, algunos genes como RecA y RecR estan
siempre presentes, sugiriendo que la recombinacion homdloga esta presente en la
mayor parte de los genomas bacterianos. Sin embargo, el paso central de invasion
e intercambio de hebra catalizado por RecA o un homodlogo esta ausente en la
mayoria de genomas minimos estudiados como Buchera o Blochmania (Rocha et
al., 2005).

Algunos grupos de proteinas pre-sinapticas como RecFOR son mas frecuentes que
las proteinas RecBCD/AddAB, dandose una co-ocurrencia entre estos sistemas y
los sistemas de reparacion de desapareamientos (mismatch repair) y SbcB, pero no
la recombinacion de extremos no homologos (NHEJ) que parece ser raro en
bacterias. Sin embargo, muchos genomas han perdido estos componentes pre-
sinapticos. Aunque RecF, RecR, y RecO no forman foci que permitan deducir la
existencia de una posible interaccion, RecF y RecR a menudo si localizan en el
cromosoma junto a proteinas de proteinas de replicacion. Muchos genomas tienen
operones cercanos al origen de replicacion que contienen cuatro genes: dnaA
(proteina de inicio de replicacion), dnaN (subunidad p-clamp de la polimerasa lll),

recFy gyrB (DNA girasa).

9. Redes metabdlicas minimas

Comprender los procesos evolutivos que conducen a la reduccion gendmica
requiere determinar la forma en la que tuvo lugar la pérdida de genes y
consecuentemente proponer un posible mecanismo molecular.

La diversidad del contenido génico en bacterias refleja tanto la variaciéon en las
fuerzas selectivas como la pérdida selectiva de algunas rutas metabdlicas. Las
redes biolégicas son de naturaleza robusta frente a la eliminacion aleatoria de

determinados nodos, es decir, no todos los genes tienen la misma probabilidad de
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ser eliminados en un proceso de reduccién gendmica. El conocimiento de las redes
gendmicas minimas es un paso previo a la biologia sintética, de ahi la importancia
de conocer los sistemas biolégicos previo a la sintesis de una nueva funcién
biolégica. Recientemente se han publicado tres articulos cientificos en la prestigiosa
revista Science que proporcionan la primera idea de lo que seria una célula minima,
estudiando el microorganismo Mycoplasma pneumoniae revelando que el sistema
es mas complejo de lo que se pensaba. Al estudiar tanto el metaboloma como el
proteoma, se ha encontrado que muchas moléculas son multifuncionales, pudiendo
algunas enzimas catalizar reacciones multiples, es decir, forman parte de mas de un
complejo proteico y que el transcriptoma de estos microorganismos puede tener una
complicacién elevada y funcionar de forma similar al Eucariota (Guell et al., 2009;
Kihner et al., 2009; Yus et al., 2009).
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Materiales

El hecho de que los genomas de bacterias endosimbiontes hayan
evolucionado por reduccidon génica ha sido utilizado por diferentes autores para
identificar genes esenciales y realizar aproximaciones hacia la identificacion del
menor numero minimo de genes necesarios para el mantenimiento de la vida en un

nicho determinado (revisado en Gil et al., 2004).

1. Grupo de genomas endosimbiontes utilizados

Como grupo de andlisis hemos seleccionado un grupo de bacterias
endosimbiontes caracterizadas por poseer un genoma de tamano reducido. A dia de
hoy, a pesar de que hay numerosos proyectos de secuenciacion de genomas
microbianos, el numero de genomas de endosimbiontes pertenecientes a la
categoria Gamma-Proteobacteria completados asciende a 12 (cuando se completd
este estudio se habian secuenciado dos genomas mas de B. aphidicola y no se han
considerado en esta memoria). El estudio de las especies de la clase Gamma-
Proteobacteria resulta interesante al encontrarse en el mismo linaje que E. coli o

Salmonella, organismos intensamente estudiados desde el punto de vista genético.

En este estudio hemos incluido ademas a algunos simbiontes correspondientes a la
categoria de Alpha-Proteobacteria (tres especies de Wolbachia), Epsilon-
Proteobacterias (Sulfurovorum), y al genoma del primer simbionte facultativo de vida
libre secuenciado: Elusimicrobium minutum, para comprobar si el proceso de
conservacion o erosion genomica es caracteristico de un grupo bacteriano o es
extensible al estilo de vida endosimbiontes. Hemos incluido también en el estudio
los genomas de los endosimbiontes Carsonella, Sulcia y Hodgkinia, considerados
en el limite entre célula y organulo, intentando responder a la pregunta de si el
destino ultimo de estos genomas es convertirse en organulos celulares
especializados. En el caso de estos ultimos, existen controversias en cuanto a que
se traten de organismos vivos o por el contrario ya han entrado en la categorias de

organulos celulares.
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En la Tabla 1 se muestran los datos de la especie, el cédigo de acceso del NCBI, el

tamafio del genoma, la referencia bibliografica y el numero de proteinas que poseen

los genomas seleccionados. Sélo se han incluido en este estudio los genes del

cromosoma bacteriano y no los plasmidicos dado que no se han identificado genes

del componente de replicacion entre estos ultimos.

Genoma

Buchnera aphidicola str.
Cc

Buchnera aphidicola str.
APS

Buchnera aphidicola str.
Bp

Buchnera aphidicola str.
Sg

Candidatus Blochmannia
floridanus

Candidatus
Blochmannia
pennsylvanicus str.
BPEN

Candidatus  Carsonella
ruddii PV
Wigglesworthia
glossinidia
endosymbiont of
Glossina brevipalpis
Sodalis glossinidius str.
‘'morsitans’ morsitans
Baumannia
cicadellinicola str. Hc
Candidatus ~ Hodgkinia
cicadicola Dsem

Candidatus Sulcia
muelleri GWSS
Candidatus Ruthia
magnifica

Calyptogena okutanii
Elusimicrobium minutum
Pei19

Sulfurovum sp. NBC37-1

Referencia

NC_008513
NC_002528
NC_004545
NC_004061

NC_005061

NC_007292

NC_008512

NC_004344
NC_007712
NC_007984
NC_012960
NC_010118

NC_008610
NC_009465

NC_010644
NC_009663

GenBank

CP000263

BA000003

AE016826

AE013218

BX248583

CP000016

AP009180

BA000021

AP008232

CP000238

CP001226

CP000770

CP000488
AP009247

CP001055
AP009179

Length
(Mbp)

0.42
0.64
0.61598
0.64145
4

0.71

0.79

0.16
0.69772
4

417115
0.69
0.14
0.25

1.16078
1.02215

1.64356
2.56228

Contenido
G+C

20.00%

26.00%

25.00%

25.00%

27.00%

29.00%

16.00%

22.00%

54.00%

33.00%

58.00%

22.00%

34.00%
31.00%

39.00%
43.00%

Tabla 1. Caracteristicas genémicas principales de los genomas seleccionados.

Segun su modo de vida dichos organismos podrian clasificarse como:

* Simbiontes obligados (Bacterioma-Asociados):

Proteinas

357

564

504

546

583

610

182

611

2432

595

169

227

976
937

1529
2438

* Simbiontes facultativos-manipuladores de la reproduccién (Wolbachia sp.)2.

Herramientas bioinformdticas utilizadas para la determinaciéon de proteinas

ortdlogas en genomas de bacterias endosimbiontes de insectos
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Para la realizacion de este estudio hemos realizado una aproximacion de
gendmica comparativa. Para ello utilizamos distintas herramientas bioinformatica
que nos han permitido identificar el conjunto de genes compartidos entre los
distintos genomas, que serian necesarios para realizar funciones basicas de
transferencia de informacién en genomas minimos de endosimbiontes de bacterias.
La identificacion de ortélogos es una herramienta poderosa para la anotaciéon de
genomas, estudios evolutivos de genes/proteinas, gendmica comparativa e

identificacidon de secuencias y asignacion a taxones.

2.1. Herramientas para el analisis comparativo de los genomas minimos

Para la busqueda de los genes y proteinas ortélogos hemos utilizado las bases de
datos que se indican a continuacion. Con estos datos se han construido las tablas

que figuran en esta memoria.

-COG ("Clusters of Orthologous Groups of Proteins")
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/). Base de datos del NCBI que contiene unas
2800 familias de proteinas conservadas o grupos de proteinas que han

evolucionado a partir de un mismo ancestro —ortologas-.

-MBDG (“Microbial Genome Database for Comparative Analysis")

(http://mbgd.genome.ad.jp). MBGD es una base de datos para el analisis
comparativo de genomas de microrganismos completamente secuenciados.
Permite, entre otros, la identificacion de ortélogos, paralogos, analisis de motivos

proteicos y comparacion del orden génico.

-KEGG (http://www.genome.ad.jp/kegg2.html). La Enciclopedia Kyoto de Genes y
Genomas permite comparar genomas en cuanto a su capacidad de codificar
diferentes rutas metabdlicas. También permite identificar grupos —clusters- de genes

conservados entre dos especies.

-Integr8 (http://www .ebi.ac.uk/integr8/). El portal web Integr8 proporciona un

acceso rapido a informacién almacenada de genomas y proteomas. Los datos
disponibles incluyen secuencias de DNA (de las bases de datos del EMBL

Nucleotide Sequence Database, Genome Reviews y Ensembl); secuencias de
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proteinas (bases de datos UniProt e IPIl); estadisticas de analisis de Genomas y
Proteomas (obtenidas usando InterPro, CluSTr, y GOA); asi como informacion

sobre ortologia, paralogia y sintenia.

Para la asignacion de dominios a secuencias de proteinas se utilizaron las

siguientes bases de datos:

- ExPASYy (for "Expert Protein Analysis System"). http://us.expasy.org. Servidor de

Protedmica para el analisis de secuencias y estructuras.

-Pfam (for "Protein Families Database of Alignments and HMMs")
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam)- Base de datos de familias de proteinas
disponibles a partir de alineamientos multiples de secuencias y modelos ocultos de
Markov (HMMs).

También se han tomado en consideracidn los datos aportados por diferentes
estudios que han sido publicados durante el tiempo de realizacién del presente

trabajo:

-BBHs tomados del trabajo Choosing BLAST options for better detection of

orthologs as reciprocal best hits (Gabriel Moreno-Hagelsieb y Kristen Latimer, 2008).
-Asi como los datos recogidos en Gil et al., 2004.

- Para asignar funciones a los genes seleccionados en E. coli se utilizd el Entry
Point disponible en el servidor de la Universidad de Berkeley:

http://coli.berkeley.edu/cgi-bin/ecoli/coli_entry.pl

Las herramientas utilizadas para la identificacion de dominios conservados en

genomas de endosimbiontes fueron:

- Alineamiento de secuencias con Clustalw
(http://www .ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

Se usaron los parametros por defecto presentes en el formulario online. Para

establecer el formato de los alineamientos multiples se utilizé el programa Jalview,

32

Universidad Internacional de Andalucia 2010



realizandose tomas de pantalla para salvar los datos. Con los resultados del
alineamiento se construyeron los arboles filogenéticos en los casos en los que fue

necesario.

Default parameters:
When "def" values are used, we let ClustalW (1.82)
use its own default values:
DNA Gap Open Penalty = 15.0
DNA Gap Extension Penalty = 6.66
DNA Matrix = Identity
Protein Gap Open Penalty = 10.0
Protein Gap Extension Penalty = 0.2
Protein matrix = Gonnet
Protein/DNA ENDGAP = -1
Protein/DNA GAPDIST = 4

Figura 3. Parametros por defecto para la realizacion de alineamientos mdltiples de secuencia.

2.2. Herramientas utilizadas para la validacion de ortélogos:

Para la asignaciéon de genes ortdlogos se han tenido en cuenta algunos criterios

adicionales:

- Perfiles Filogenéticos: genes con igual patron de presencia/ausencia en varios
genomas.

- Conservacion del contexto o vecindario génico (Sintenia)

- Alineamiento multiple de familias de proteinas para identificar mutaciones
compensatorias. Conservacion de la arquitectura de dominios y el plegamiento de la

estructura en el espacio tridimensional (fold).
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Métodos

Existe un intenso debate respecto en torno a la asignacién de genes
ortélogos. Los ortdlogos son aquellos genes que provienen de un mismo gen (son
homdlogos) y cuya divergencia se debe a un proceso de especiacion. En palabras
mas sencillas, son ortdlogos aquellos genes (o proteinas) que tienen la misma
identidad en distintas especies.

En este trabajo se plantea la busqueda de genes ortdlogos en genomas de
bacterias endosimbiontes. Posteriormente estos genomas se compararan con el de
la bacteria de vida libre, E. coli, puesto que esta emparentada filogeneticamente con
la mayor parte de organismos endosimbiontes de insectos conocidos, las Gamma-
Proteobacterias y por ser el modelo bacteriano del que mas conocimiento genético
tenemos. En el caso de las estirpes endosimbiontes los problemas principales que
se han planteado a lo largo de este trabajo han sido, entre otras, la presencia de
anotaciones incompletas para algunos genomas, la diferencia de informacién segun
la base de datos analizada y la diversidad de algoritmos existentes para la
determinacion de ortdlogos segun el tipo de aproximacion utilizada para su estudio
dependiendo de la base de datos analizada, aparezcan o no anotadas como
ortélogos.

Por todo lo expuesto, en este trabajo hemos tratado de realizar una metodologia
homogénea, sin llegar a ser sistematica dada la complejidad de las anotaciones,
considerando toda o la mayor parte de la informacién genémica disponible hasta la
fecha. Este sistema ha dado lugar a un esquema de trabajo que se recoge en la

figura 4.
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Aparicién en genomal/proteoma secuenciado
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/

Hipotesis de gen v Presencia/ausencia (ANOTACIONES)
homélogo v BASE de datos KEGG
4
Global index of similarity (BLAST)
Homologia Poco informativo: muchas proteinas
han perdido muchos dominios 7

Contenido génico/orden genoma (SINTENIA)

Ortologia v Base de datos COG (NCBI) / MBDG
v
Conservacion de dominios funcionales
Allnfaamlentos de v'Pfam/Entry Point
Ortélogos y Al ntos v rbol
Filogenia ineamientos de secuencia y arboles
filogenéticos:
v Clustalw /4

Figura 4. Esquema de trabajo planteado para la asignacion de genes ortélogos.

El primer paso se basa en el analisis manual de las anotaciones de los genomas
seleccionados. Durante el desarrollo del trabajo, dado que se iban secuenciando
nuevos genomas de endosimbiontes se iban anotando, se decidiod ir incorporandolos
al esquema general del trabajo. Los genomas se obtuvieron a partir del repositorio

ftp://ftp.ncbi.nih.gov. Como referencia para la anotacion de posibles ortélogos se

utilizaron las rutas metabdlicas recogidas en KEGG, asi como las descritas en el
libro Friedberg et al., 2006.

Una vez seleccionado el grupo inicial de “posibles” ortélogos se hizo un analisis de
homologia utilizando el algoritmo BLAST como en la consulta en las bases de datos
sobre cuales de los genes de la clase replicacion, reparacion y recombinacion
habian sido identificados como verdaderos ortdlogos. Hay que sefalar que para
muchos de los genomas recogidos no existe esta informacién por lo que este ultimo
analisis no se pudo ralizar en muchos casos. Las bases de datos utilizadas fueron
COG (NCBI) y sobre todo la base de datos de microrganismos MGDB.

Se ha descrito que muchos de los genes que codifican para proteinas implicadas en
replicaciéon forman parte de operones definidos como es el caso de dnaA, que se
encuentra en el mismo operén de dnaN y recF (Macian et al.,, 1994). Se examiné la

sintenia en algunos casos especiales, como en dnaA, dnaN 6 dnaX, para ver si
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conservaban el vecindario génico y, por tanto, reflejar una funcién y evolucién
comun. Para el analisis de la sintenia se utilizé la base de datos MGDB.

Algunas proteinas, como el ortélogo de nrdA de C. ruddii fueron afadidos a la lista
al comprobar la presencia del dominio funcional de la proteina. Para el analisis de
presencia/ausencia de determinados dominios se utilizé el servidor Pfam.

Por ultimo, y en el caso de la proteina NrdA que aparecia representada en la mayor
parte de los grupos analizados y con el propdsito de estudiar si la misma podria
tratarse de un fosil molecular, se realizaron arboles filogenéticos para determinar su

filogenia.
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Perspectiva actual y objetivos

El concepto de Genoma Minimo ha estado siempre unido intrinsicamente a
la de esencialidad de los genes en las bacterias, tomando como base que los genes

esenciales para el metabolismo celular serian los mejor conservados.

La primera aproximacion bioinformatica al estudio del set minimo de genes fue
realizada por Mushegian y Koonin en 1996 buscando los genes conservados entre
los tres genomas completados en esa época (H.influenzae, M. Genitalium y E. coli).

El resultado inicial fue un set de 256 genes (Mushegian y Koonin, 1996).

Posteriormente, se determin6é que en Bacillus subtilis (Gram+) con un genoma de
4.2 Mb tendria 271 genes esenciales y que 150 de estos genes son compartidos
con E. coli (Gram-). Sin embargo, 83 genes esenciales en E. coli no estan presentes
en Bacillus subtilis por lo que es dificil asignar un genoma minimo, incluso dentro de
las Eubacterias (Kobayashi, 2003).

Esta complejidad nos ha llevado a concentrar nuestro estudio en el grupo de
bacterias Gram-, centrandonos en bacterias endosimbiontes. Otros estudios
siguiendo un enfoque similar al seguido en este trabajo, pero considerando un
menor numero de genomas, dispusieron que 5 endosimbiontes compartian 277
proteinas ortélogas. Cuando éstos se comparan con el genoma de M. genitalium, se
reducen a 180 genes constitutivos y a 156 cuando se compara con los parasitos

Clamydia tracomatis y Rickettsia prowazekii ( Sakharkar et al., 2004).

Gil et al., 2004 proponen un genoma minimo compuesto por 206 genes codificantes
para proteinas necesarias para el mantenimiento del genoma y la reproduccion,
metabolismo de nutrientes esenciales, en un sistema en ausencia de estrés
ambiental. Proponen también cdmo estarian distribuidas estas funciones en una

hipotética célula minima.
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Belda et al., 2005, mostraron como 30 genomas de gamma-proteobacterias
secuenciados en esa fecha comparten 244 proteinas ortélogas (Belda et al., 2005).
Posteriormente Merhej et al., 2009 registraron la pérdida de los mismos 100 genes
ortélogos en todas las bacterias endosimbiontes obligados, indicando una evolucion

selectiva de determinados grupos de genes.

El componente 3R esta integrado por los genes implicados en procesos de
replicacion, recombinacion y reparacion y se encuentran interconectados
funcionalmente y constituyen la misma categoria COG: la categoria L. Escherichia
coli presenta 237 genes en la categoria COG L (Replicacion, Recombinacion y
Reparacion). Muchos de los componentes de este conjunto de genes resultan
esenciales para la vida del microrganismo. En el caso de endosimbiontes y
parasitos con genomas reducidos la definicion de gen esencial cambia, ya que el
microorganismo adquiere algunas funciones del hospedador al que le compensa
con la sintesis de algun aminoacido esencial para el metabolismo del mismo. De
esta forma, el estudio de la composicion del sistema 3R en estas bacterias resulta
de gran importancia para el estudio de rutas metabdlicas minimas, especialmente
en situaciones de endosimbiosis donde la situacion de estrés metabdlico se reduce

de forma muy importante.

La pregunta principal formulada al comienzo de este trabajo se corresponde
precisamente con este planteamiento, el analisis del componente minimo 3R en
bacterias endosimbiontes. A partir de estos datos se pretende proponer modelos
que expliguen como estos microorganismos han compensado la pérdida de
determinados genes y presentar una replicacion genémica y transmisién horizontal
del genoma, que a dia de hoy esta casi en equilibrio y al limite de la reduccion

gendmica entre organismo vivo-organulo celular.

Este tema ha sido objeto de otros trabajos y revisiones frecuentes en los ultimos
anos (revisado en Moran et al.,, 2009). De hecho, mientras se escribia esta
memoria, se ha publicado un trabajo con objetivos similares a los planteados aqui

(Sharples, 2009).

Llegados a este punto, con el objeto de iniciar esta investigacién se plantearon dos

cuestiones:
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. ¢Cual es el conjunto minimo de genes requeridos para la
replicacién/conservacion del genoma en organismos endosimbiontes que han

sufrido reduccion gendmica?

. Y de este conjunto, jcuantos de estos genes pertenecen al componente

basico 3R (Replicacion, Recombinacion y Reparacion)?
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Resultados

1. El nimero de componentes del sistema 3R depende del tamaio del

genoma del endosimbionte

En primer lugar se llevo a cabo un recuento de los genes presentes en estos
genomas y que se encuadrarian dentro del sistema 3R (Figura 5). Estos datos se
representaron frente al tamafio del genoma de las bacterias elegidas para este

estudio y que se recogen en el apartadao de Métodos.

En la figura 5A, se observa que los genomas con menor tamafio presentan menor
numero de genes 3R y viceversa. Los genomas de los organismos Carsonella,
Sulcia y Hodgkinia, que se encuentran en la frontera organismo-organulo presentan
un numero muy limitado de genes, en torno a 10, teniendo muy limitadas la
replicacion del genoma y casi inexistentes las capacidades de recombinacién y
reparacion del DNA. En el caso de la Epsilon-Proteobacteria Sulfurovum, a pesar de
tener un genoma de tamafio muy superior al de otros endosimbiontes, el numero de
genes se situa en torno a 30, diferenciandose claramente dos grupos. Esto implica
que probablemente la conservacion/pérdida de este grupo de genes depende del
estadio de reducciéon gendmica en el que se encuentre el microorganismo.

En las figuras 5B, 5C y 5D podemos ver la representacion del nimero de genes
componentes del sistema 3R con respecto al tamafo del genoma. En los grupos de
replicacion y recombinacion, la distribucion parece similar a la del total del
componente 3R pero muy diferente, sin embargo, en el grupo correspondiente a
genes de reparacion. Este grupo parece haber sufrido el mayor proceso de
reduccion gendmica dentro del componente 3R, con 10 genes como maximo en

algunos organismos (figura 5D).
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Figura 5. Numero de genes del componente 3R frente al tamafio del genoma. La distribuciéon se conserva en el
caso de la replicaciéon y recombinacién, pero no en el caso de la reparaciéon que parece haber sufrido un proceso
mayor de pérdida de numero de genes diferente.
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2. Conjunto minimo de proteinas implicadas en procesos de replicacion
del DNA

2.1. Maquinaria de inicio de replicacion

En Eubacteria, la region del origen de replicacion (oriC), es relativamente
pequefa, de 100 a 1000pb. En y-Proteobacteria, la region del origen de replicacion
se localiza frecuentemente dentro en el cluster de genes rmpA-rmpH-dnaA-dnaN-

recF-gyrB, normalmente préximo a dnaA (Messer, 2002).

Esta proteina muestra una representacion bastante ubicua dentro del dominio
Eubacteria. Sin embargo, se ha visto que los géneros Blochmannia, Baumannia y
Wigglesworthia no poseen ortdlogo de la proteina dnaA (Tabla 3). Para explicar
como estas bacterias podrian solventar la pérdida de la proteina DnaA podremos
recurrir al comportamiento que presenta E. coli en ausencia de esta proteina. Se ha
propuesto que en E. coli se podria aliviar la ausencia de DnaA mediante un
mecanismo de Replicacion dependiente de Recombinacion, descrito como
mecanismo alternativo en determinadas situaciones (Kogoma, 1997). Este
mecanismo presenta una dependencia de la proteina RecA que si esta presente en
algunos de estos genomas. El inicio de la replicacion en algunos géneros de
endosimbiontes por un mecanismo de inicio de replicacion RecA-dependiente
podria estar apoyado por la presencia de proteina de recombinacién RecA en

Wigglesworthia y Baumannia.

Es de destacar la presencia de la helicasa DnaB la presencia de esta proteina en la
mayor parte de los genomas analizados (s6lo ausente en Hogkinia 'y Sulcia).

En el caso del género Buchnera, donde el gen dnaA aparece en todas las especies
secuenciadas hasta la fecha, el inicio de la replicacion podria ser explicado, al igual
que en el caso de E. coli, por un mecanismo de inicio DnaA-dependiente que
permitiria la entrada de DnaB a la horquilla de replicacion. Para comprobar esta
hipotesis se realizé un alineamiento multiple con las secuencias de la proteina DnaA
de E. coli frente a la de B. aphidicola, para ver el grado de conservacion del dominio

de interaccion con DnaB (Figura 6).
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencia de la proteina DnaA en los siete genomas secuenciados

hasta la fecha dentro del género Buchnera.

Como se observa en la Fig. 6, la proteina DnaA esta altamente conservada excepto
en la region de los aminoacidos 80-110 aproximadamente. Esta zona se
corresponde con el dominio funcional 2 de DnaA que comprende los aminoacidos
87-134, y constituye un bucle flexible muy variable en secuencia y poco conservado
evolutivamente (Messer et al., 1999). La region de interaccion con DnaB esta
perfectamente conservada, por lo que el mecanismo de inicio de la replicacién en
Buchnera debe ser muy similar al que tiene lugar en E. coli (apartado 6 de

Introduccién).

En E. coli, ademas de la interaccion con DnaA, es necesaria la presencia de un
cargador de la helicasa, la proteina DnaC. Sin embargo, la proteina DnaC soélo esta
presente en Buchnera y Sodalis, por lo que parece ser un factor accesorio en la
magquinaria de replicacién. Se ha propuesto que DnaC es un paralogo cercano de
DnaA, y de forma sorprendente conserva la capacidad de formar un ensamblado
helicoidal de forma similar similar a ATP-DnaA (Mott et al., 2008).

La funcién principal de DnaC es permitir cargar la helicasa, por lo que su ausencia
implicaria la existencia de un mecanismo de carga algo diferente diferente al de E.

coli, como debe suceder en Wolbachia, Ruthia y Vesicomyosocius, que presentan

46

Universidad Internacional de Andalucia 2010

I VAKMF

1RV 385
1KV 385
1KV 385
18V A 385
18V A 398
HITI 388
NI 368
454
454
454
454
467
457
437



DnaA, pero no DnaC, donde la interaccion directa de DnaB con DnaA podria ser

suficiente para la entrada a la horquilla de replicacion.

En el caso de DnaC de B.

aphidicola, el grado de conservacién de la secuencia es también muy alto, lo cual

sugiere un inicio de replicacién similar a E. coli donde DnaB realizaria la misma

funcion de cargador de la helicasa (Figura 7).
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Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias de la proteina DnaC en E. coli y en los siete genomas

secuenciados del género Buchnera.
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El cuadro resumen que explicaria las maquinarias de inicio de replicacion en estos

sistemas se muestra en la Tabla 2.

Ruthia magnifica DnaA/DnaB
Vesicomyosocins okntanii HA DnaA/DnaB
E lusimicrobinm minutum DnaA/DnaB
Sulfurovum sp. NBC37-1 DnaA/DnaB

Wolbachia pipientis Culex
quinquefasciatus Pel wPip DnaA/DnaB

Wolbachia pipientis brujia malayi DnaA/DnaB
Wolbachia pipientis Drosophila
melanogaster DnaA/DnaB
Buchnera aphidicola Ap DnaA/DnaB-C
Buchnera aphidicola Bp DnaA/DnaB-C
Buchnera aphidicola Ce DnaA/DnaB-C
Buchnera aphidicola Sg DnaA/DnaB-C
Sodalis glossinidins DnaA/DnaB-C
ni DnaA ni RecA
RecBCD-
Blochmannia floridanns dependiente?
ni DnaA ni RecA
RecBCD-
Blochmannia pennsylvanicus dependiente?
Candidatns Hodgkinia cicadicola
Dysem ni DnaA ni RecA
Sulcia muelleri ni DnaA ni RecA
Baumannia cicadellinicola RecA-dependiente
Wigglesworthia glossindia RecA-dependiente

Candidatus Carsonella ruddii P17 RecA-dependiente

Tabla 2. Resumen de los mecanismos de inicio de replicacion propuestos para las diferentes especies

de bacterias en funcién de los genes y dominios proteicos conservados.

La sintesis de un cebador para el inicio de la replicacién parece ser que es
mediada por DnaG en Buchnera al igual que en E. coli. Se ha localizado un gen
ortélogo de dnaG en todos los genomas secuenciados excepto en Sulcia y
Hodgkinia. Los dominios Toprim presentes en DnaG se han conservados
evolutivamente (hemos identificado una enzima con actividad Toprim en el genoma
de Carsonella. Tabla 3). Estos dominios estan presentes en la familia RecR/M
(topoisomerasea-primase) que es el dominio catalitico en las topoisomerasas tipo 1A
y Il (tipo DnaG). Se ha propuesto que el ancestro comun de todas las formas de
vida podria poseer una enzima tipo Toprim con funciones nucleotidil transferasa y
corte de cadenas polinucledtidicas (Gil et al., 2004). DnaG esta practicamente

conservada en todos los genomas. En C. ruddii, la proteina homéloga a DnaG que
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presenta un dominio TOPRIM (CRP_010) esta bastante degenerada, al igual que

sucede con otras proteinas en este simbionte (Tamames et al., 2007).

El ensamblaje de horquillas de replicaciéon de forma independiente a DnaA se ha
descrito en procesos de restauracion de horquillas de replicacion paradas en E. coli
(Sandler, 2005). En estos procesos, son necesarias proteinas accesorias para el
reensamblaje de un nuevo replisoma. Este proceso lo llevan a cabo los factores de
ensamblaje del primosoma PriA/PriB/DnaT o PriC, junto con DnaC, en el caso de E.
coli . Este complejo queda reducido a PriA en la mayoria de las especies, si bien, no
esta presente ni en Blochmania ni Wigglesworthia, ni tampoco en algunas estirpes
de Buchnera. De hecho, en Blochmania no existe ni DnaA ni PriA. DnaT, que
codifica la proteina que seria responsable de la carga de la helicasa replicativa junto
a DnaC solo esta presente en aquellas estirpes de Buchnera que conservan PriA, y
ademas en Baumannia. Podemos decir que esta ruta ha sufrido un proceso de
evolucion diferente segun los linajes. Tanto DnaT como DnaC parecen ser adquirida
del antecesor comun pero ambas proteinas presentan similitud con otras de
bacteriéfagos. Sin embargo, los genomas de endosimbiontes parecen haber perdido
muchas de las proteinas de origen virico, manteniendo la maquinaria estricta para
llevar a cabo los procesos de transferencia de la informacién, de ahi que estas

proteinas estén ausentes en la mayoria de genomas.

La proteina PriB estd ausente en muchos genomas. Los analisis de secuencia
detallados han mostrado que la organizacién de PriB evoluciona a partir de la
proteina de unién a cadena sencilla SSB. Se ha propuesto que ambas proteinas
podrian ser resultantes de un mecanismo de duplicacién génica en el ancestro
comun (Ponomarev et al., 2003). SSB tiene una representaciéon constante en todos
los genomas y esto podria explicarse por un papel predominante en estas vias y
otras relacionadas con mecanismos de recombinacién y reparacion de DNA, donde
la proteccion del ssDNA es necesaria dada la ubicuidad de un gran numero de

nucleasas celulares que han sido conservadas a lo largo de la evolucién.
Los mecanismos de replicacion a partir de R-loops han sido descritos en
presencia de mutaciones del gen rmhA. RNasa HIl es una proteina bastante

conservada en todos los genomas, por lo que este tipo de intermediarios deben

formarse asiduamente. Debido a esto, no debe descartase el papel que pudiera
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jugar la RNA Polimerasa en el inicio de la replicacion incluso de mayor importancia
al desarrollado en E. coli (Skarstad, 2009).

Respecto al control de la replicacion, el inicio de la replicaciéon es un proceso
altamente regulado en procariotas. En E. coli, la replicacion necesariamente ocurre
una vez por ciclo celular y esto es garantizado por multiples mecanismos, como el
secuestro del origen de replicacion mediado por SeqgA, la represion autdégena o la
titulacion de la proteina DnaA. Proteinas como SeqA o HdaA no estan presentes en
estos genomas indicando una pérdida casi total del control que la replicacion ejerce
sobre el ciclo celular en casi todos estos genomas (Revisado en Messer, 2002). Sin
embargo, la presencia de origenes de replicacion, similares al de E. coli, en
bacterias endosimbiontes no parece del todo clara.

En el caso de Buchnera que parece tener una maquinaria de replicacion bastante
conservada, el origen de replicacion presenta una sola caja de interaccién con
DnaA, por lo que su funcién podria verse limitada como secuencia iniciadora. La
presencia de un genoma rico en A+T podria aliviar la ausencia de secuencias de

reconocimiento especificas.

Otro de los indicadores de la pérdida de control del ciclo celular sobre la replicacion
de estos genomas es la presencia de poliploidia en algunos de estos genomas. B.
aphidicola presenta una media de 120 copias de su cromosoma, aunque depende
del desarrollo del hospedador y de la demanda de moléculas esenciales

proporcionadas por el microorganismo (Komaki y Ishikawa, 2000).

2.2, Elongacion de la replicacion: la Holoenzima Pol lii

Con la excepcidon de unas cuantas subunidades accesorias (x, ¢y, 0 ), y
excluyendo a Carsonella, Ruthia y Hogdkinia, la mayor parte de los genomas
analizados poseen una Holoenzima DNA polimerasa Ill completa. El esquema de la

polimerasa replicativa procesiva de E. coli se resume en la figura 2 de Introduccién.

Resulta llamativa la estructura del cargador de la polimerasa (y-t). La estructura de
los cargadores de polimerasas son homodlogos en los tres dominios
Bacteria/Archeal/Eucaria. En E. coli, el cargador consta de las subunidades T, vy, 9,

0' que son homodlogas a las proteinas RFC de Archeas o Eucariotas. En E. coli, a
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partir del gen dnaX se sintetizan las unidades t y y. La proteina © (71 kDa) es la
proteina completa, mientras que y es una version truncada de 47 kDa debido a un
cambio en la transcripcion que hace que se sobrepase el codén de stop. EI C-
terminal de < tiene una extension extra de 24 KDa lo que permite conectar a DnaB
con las polimerasas (Gao y McHenry, 2001). Se ha propuesto que esta extension C-
terminal es una estrategia de estas proteinas para forzar a los componentes de la
horquilla replicativa a interaccionar entre ellos. Sin embargo, éste extremo C-
terminal no esta presente en todos los grupos. En el caso de Buchnera, el gen dnaX
tiene una extension menor y codifica una sola proteina de menor tamafo,
disminuyendo probablemente la eficiencia del sistema de ensamblaje de horquillas
de replicacion. De hecho, se ha visto en E. coli que la regiéon C-terminal no es
estrictamente necesaria para la carga de abrazadera, pero si es esencial para la
viabilidad celular (Blinkova et al., 1993), debido probablemente a su capacidad para

organizar el replisoma.

2.3. Terminacion de la replicacion

Al igual que para la region del inicio (oriC), diferentes estudios han tratado de
caracterizar mediante diferentes herramientas computacionales evidencias de sitios
de terminacién (terC) en genomas procariotas (Sernova et al., 2008). En el pasado,
el papel primordial de la terminacién fue asignado a los sitios Ter, sin embargo,
recientemente se ha propuesto que la terminacion debe ocurrir aproximadamente
una kilobase antes de dichos sitios Ter, en la proximidad de los sitios dif
(Hendrickson H et al., 2007). La proteina Tus, responsable de unién a Ter no ha
sido identificada en ninguno de los genomas de endosimbiontes estudiados en este

trabajo.

3. Topologia del DNA

El estado de la superhélice es esencial para el mantenimiento de muchas
funciones esenciales que tienen lugar en el cromosoma. Un aspecto fundamental es
el ensamblaje y el grado de compactaciéon del DNA cromosomico, resultado del
superenrollamiento negativo impuesto sobre el DNA (Holmes y Cozzarelli, 2000). El
grado de superenrollamiento es critico para el inicio de determinados procesos

como la replicacion o la transcripcion (Pruss y Drlica, 1989). La replicacion, por si
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misma, causa también relajacién y aumento en el grado de superenrollamiento
negativo. Para la conservacion del nivel de superenrollamiento adecuado es

necesario la presencia de Topoisomerasas de DNA.

3.1. Topologia del DNA en genomas minimos

Los genes que codifican para la girasa, gyrA y gyrB, estan presentes en
todos los organismos analizados en este estudio. Los genes parCy parE (Topo IV)
no se encuentran presentes en ninguno de los endosimbiontes analizados, mientras
que fopA (Topo |) solo esta presente en dos estirpes de B. aphidicola (Tabla 4). La
girasa es la encargada de restaurar el estado de superenrollamiento o6ptimo del
DNA tras el paso, por ejemplo, de la horquilla de replicacién. De acuerdo al modelo
"twin-supercoiled-domain”, se genera superenrollamiento positivo (SE+) en la zona
delantera de la RNA polimerasa durante la transcripcién y negativo (SE-) por detras.
La ausencia deTopo | en los genomas de endosimbiontes seria equiparable a los
mutantes de E. coli topA-. El exceso de SE+ seria eliminado por la girasa, pero el
SE-, al estar ausente la Topo |, seria acumulado y podria servir como fuerza de
apertura de la hélice, necesaria para la entrada de la maquinaria de replicacién
(Benham, 2004).

El exceso de superenrollamiento negativo también podria deberse a que fuera
necesario mantener un mayor grado de compactacion de los genomas,
probablemente al presentar muchos de ellos poliploidia y, por lo tanto, un alto
numero de cromosomas. Estos datos unidos al sesgo A+T que presentan estos
genomas podria ser suficiente para explicar inicios de replicaciéon sin la necesidad
de una zona determinada en el cromosoma y explicar también una mayor facilidad
para restaurar horquillas de replicacion paradas. Se han descrito vias de
restauracion de la replicacion que implican inicios de replicaciéon en presencia de

superenrollamiento negativo en E. coli (Grompone et al., 2004).
Es posible, por tanto, que las proteinas mencionadas anteriormente, GyrA/B,

presentes en todas las bacterias, lleven a cabo todas las funciones topoisomerasas

requeridas para la replicacion del DNA y, también en la segregacién cromosomica.

52

Universidad Internacional de Andalucia 2010



Otras proteinas de mantenimiento de la estructura del cromosoma y determinadas
caracteristicas como la curvatura del DNA, por ejemplo IHF y FIS, se han
conservado en algunos de los genomas y no en otros. Estos genes no son
esenciales para el crecimiento de mutantes en E. coli por lo que existe cierta
relacion entre la esencialidad en E. coli y el hecho de que se conserve 0 no en

genomas reducidos.

4. Sintesis y modulacién de nucleétidos

Aunque no consideradas estrictamente como pertenecientes al sistema 3R, en este
estudio se han incluido también proteinas que interaccionan con las proteinas de la
maquinaria de replicacion, de transcripcion y con proteinas responsables de la
sintesis de nucledtidos, asi como otras proteinas reguladoras de estos procesos
(Tabla 5).

Diversos estudios han mostrado que proteinas implicadas en la sintesis de
nucledtidos como la RNR (NrdA) en E. coli, juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de la horquilla de replicacion a lo largo del genoma, ya que un
mutante nrdA101 es capaz de generar horquillas de replicacion paradas que
necesitan funciones de recombinacién para continuar su camino a lo largo del

cromosoma (Guarino et al., 2007).

La enzima NrdA lleva a cabo la reduccion de nucledtidos y este proceso fue
esencial evolutivamente ya que constituyd un paso clave en la transicién de RNA a
DNA. La conservacion del dominio ATP-cone es comun en muchas bacterias. En

el caso de E. coli se ha dado una duplicacion de esta regién (Torrens, 2008).

La reduccién de nucledtidos fue esencial para la transicion de RNA a DNA, al
proporcionar los precursores de los deoxirribonucledtidos. Los dNTPs constituyen
unas moléculas limitantes para la replicacién del DNA. Algunos metabolitos y
enzimas que necesitan estos microorganismos son proporcionados por el
hospedador, entre ellos los nucledtidos que son limitantes, de ahi el grado de
conservacion de estas enzimas. Los niveles en la célula son aproximadamente =1%

de la cantidad necesaria para una sola ronda de replicaciéon. Ademas, la reduccién
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en la concentracion de un solo dNTP podria causar un descenso de la velocidad de

replicacion in vivo.

El hecho de que esta enzima aparezca casi perfectamente conservada en todos los
genomas analizados, incluso en el genoma de Carsonella ruddii, hace que esta
proteina sea considerada un fosil molecular (Figura 8). Considerando este hecho, se
ha utilizado esta proteina como base para la construccion del arbol filogenético de

las diferentes especies utilizadas dentro de gamma-proteobacterias (Figura 8).
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NDYNHKEFEEMDTFIDHWRDMNFSYAATKQLEGKYLVQONRVTGKIYESAQFLYILIAACL
DDYNAEEFNQMDTFIDHWRDMNFSYAAVKQLEGKYLVONRVTGEIYESAQFLYILTAACL
EDYTEEEFKOMDTFIDHDRDMTFSYAAVKQLEGKYLVQONRVTGEIYESAQFLYILVAACL
KNYSYKEFLOMNSFIDHWRDMNFSYAAVKQLEGKYLIQNRVNGKIYESAQFLYILISACL
ONYSFEEYVEMNSFVDHRRDMNFSYAAVKQLEAKYLLONRVTGQIYESAQFLYILISACL
NDYPKQDFLIMNSFIKHRRDMNFSYAAVKQLEGKYLIQNRVTKKIYESAQFLYILISACL

. $ar Kagky ok kkk kkkkkgkkkk kkkghkkk, ghkkkkkkkhkk gk
FAKYPEHIRMKYIKNFYNAISTFKISLATPIMAGVRTPTRQFSSCVLIECDDNLDSINAT
FSKYPKKTRMHYIQQFYDAISTFKISLATPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECDDSLDSINAT
FSNYPRETRLQYVKRFYDAVSTFKISLPTPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECGDSLDSINAT
FSQYPKNVRMNYIHRFYNAISTFKISLPTPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECGDSLNSINAT
FSKYEKKVRMNYIQRFYNAISTFKISLPTPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECADNLNSINAT
FSKYPNETRMKYIKNFYDAISTFKISLPTPIMAGLRTPTRQFSSCVLIESEDNLNSINAT

hggk L, Kgaksg kkgkgkkkkkhkk kkkkgkghkkhhhkkhkhhkkhk | ok kghkkkk
SSAIVKYVAQRAGIGINAGRIRAVGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQTAVKSCSQGGVRGG
SSSIVKYVAQRAGIGINAGRIRALGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQTAVKSCSQGGVRGG
SSAIVKYVSQRAGIGINAGRIRALGSPIRGGEAFHTGCIPFYKHFQTAVKSCSQGGVRGG
TSSIVKYVSQRAGIGVNAGQIRALGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQSAVKSCSQGGVRGG
TSAIVKYVSQRAGIGINAGQIRALGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQSAVKSCSQGGVRGG
TSAIVKYVSQRAGIGINAGRIRALGSPIRNGDTLHTGCIPFYKHFQSAVKSCSQGGVRGG

SRk Kh kK ghhhhhhghhhghhhghhhhh hgg s hhhhhhhhhhhk ghhhhhhhhhhhhk

AATLFYPIWHLEIENLLVLKNNRGIDSNRIRHLDYGVQINKLMYQRLITGKYITLFSPSD
AATLFYPIWHLEIENLLVLKNNRGIDSNRIRHLDYGVQINKLMYQRLIEGKYITLFSPSD
AATLFYPMWHLEVESLLVLKNNRGVEGNRVRHMDYGVQINKLMYTRLLKGEDITLFSPSD
AATIFYPIWHLEVESLLVLKNNRGIEENRVRHIDYAIQINKLMYQRMLSGDQITLFSPSD
AATVFYPIWHLEIESLLVLKNNRGIEENRVRHLDYAVQINKLMYQRMLLGQKITLFSPSD
AATIFYPIWHFEIESLLVLKNNRGIEENRVRHMDYSVQLNKLMYQRLILGEHITLFSPSD

Kkkgkkkghkgh ok Khkkkhkhkgg Khgkhkgkk sk okERKK Kgg Kk, KkkKAKAK

VPDLYENFFSDONKFEYLYHKYEQNHNIRHRKIKSIELFSLMMQERASTGRIYIQNADHC
VPGLYEAFFNNOQNEFEHLYNIYENDHNIRHRKIKAIELFSLMMQERASTGRIYIQHTDHC
VPGLYDAFFADQEEFERLYTKYEKDDSIRKQRVKAVELFSLMMQERASTGRIYIQNVDHC
VPDLYKAFFSDQKKFKKIYLQYEKNKNIRKKTIKALDLFSLMMQERTSTGRIYVQNVDHC
VPKLYEFFFSDQKKFKEIYIKYEKNRNIRKKSINAIDLFCLIMRERASTGRIYIQHVDHC
VPNLYDSFFNNQEKFERLYIKYENDKTIRKKKVKASYLFSLMMQERTSTGRIYIQNVDHC
kk kk kk gksaky sk kkgs  kkgg gg3  kk Kkekgkkgkkkkkkgkg kkk
NSHSPFNSALAPIRQSNLCLEITLPTKPLNNINDINGEIALCTLSALNLGNINNLQDLSE
NTHSAFDSIAAPVRQSNLCLEITLPTKPLNNINDHNGEIALCTLSAFNLGNIENLDDLSE
NTHSPFDPAIAPVRQSNLCLEIALPTKPLNDVNDENGEIALCTLSAFNLGAINNLDELEE
NLHSAFNPELSPIRQSNLCLEITLPTKSLNDVHDTDGEIALCTLSAFNLGKIKSLDDFKE
NSHSAFNSKLATIRQSNLCLEITLPTKPLNNIDDKNGEIALCTLSALNLGLINDLHDLKE
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment
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MKKNLFVTKRDGRKEKINLDKIHKVLNWASEGLDDVSVSQVELCSRIQFYNNITTINIHE
MKNSLFVTKRNGKKEKINLDKIHKVLNWAAKGLENISVSQVELRSRIQFYNNISTVNIHE
MNQMLFVTKRNGKIELINLDKIHRVLNWAAKGLENISISQVALKSRIQFYNNIKTTIIHE

hgg kepkkkkgk ok kkkkkkkgkgokkggkhk,  gkgkkk k kgkkkkg Kk Kk  Kkgk
TIIKAAADLISQEEPDYQYLAARLTVFHLRKKAYGQFEPPKLYNHVLHLVKIGKYDKNLV
TIIKAAADLISEEEPDYQYLAARLAVFHLRKKAYGQFEPPKLYNHVLRLIKIGKYDQHLL
TIIKAAADLISRDAPDYQYLAARLAIFHLRKKAYGQFEPPALYDHVVKMVEMGKYDNHLL
TIIKAAADLISQDTPDYQYMAARLAIFHLRKKAYGQFEPPKLYDHVKKMVDLEKYDENLL
TIIKAAADLISENTPDYQYMAARLAIFHLRKKAYGQFEPPNLYYHVKKMVQLGKYDEKLL
TIIKAAADLISENSPDYQYMAARLTIFHLRKKAFGQFNPPNLYDHVKNMIKLEKYDQHLL

hokkkkkkhhkhk |3 hhkkkkghkkhhgghhhhhhhghhkghk k% kk g3 Kkkkggk
NDYNHKEFEEMDTFIDHWRDMNFSYAATKQLEGKYLVQONRVTGKIYESAQFLYILIAACL
DDYNAEEFNQMDTFIDHWRDMNFSYAAVKQLEGKYLVONRVTGEIYESAQFLYILTAACL
EDYTEEEFKOMDTFIDHDRDMTFSYAAVKQLEGKYLVONRVTGEIYESAQFLYILVAACL
KNYSYKEFLOMNSFIDHWRDMNFSYAAVKQLEGKYLIQNRVNGKIYESAQFLYILISACL
ONYSFEEYVEMNSFVDHRRDMNFSYAAVKQLEAKYLLONRVTGQIYESAQFLYILISACL
NDYPKQDFLIMNSFIKHRRDMNFSYAAVKQLEGKYLIQNRVTKKIYESAQFLYILISACL

. Sar hagkg ok kkk kkkkkgkkkk kkkghkkk, ghkkkkkkkhkk gk
FAKYPEHIRMKYIKNFYNAISTFKISLATPIMAGVRTPTRQFSSCVLIECDDNLDSINAT
FSKYPKKTRMHYIQQFYDAISTFKISLATPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECDDSLDSINAT
FSNYPRETRLQYVKRFYDAVSTFKISLPTPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECGDSLDSINAT
FSQYPKNVRMNYIHRFYNAISTFKISLPTPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECGDSLNSINAT
FSKYEKKVRMNYIQRFYNAISTFKISLPTPIMSGVRTPTRQFSSCVLIECADNLNSINAT
FSKYPNETRMKYIKNFYDAISTFKISLPTPIMAGLRTPTRQFSSCVLIESEDNLNSINAT

hggk L, Kgsksg kkgkgkkkkkkk kkkkgkgkkhkhkkhkhhkkhk | ok kgkkkkk
SSAIVKYVAQRAGIGINAGRIRAVGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQTAVKSCSQGGVRGG
SSSIVKYVAQRAGIGINAGRIRALGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQTAVKSCSQGGVRGG
SSAIVKYVSQRAGIGINAGRIRALGSPIRGGEAFHTGCIPFYKHFQTAVKSCSQGGVRGG
TSSIVKYVSQRAGIGVNAGQIRALGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQSAVKSCSQGGVRGG
TSAIVKYVSQRAGIGINAGQIRALGSPIRNGEAFHTGCIPFYKHFQSAVKSCSQGGVRGG
TSAIVKYVSQRAGIGINAGRIRALGSPIRNGDTLHTGCIPFYKHFQSAVKSCSQGGVRGG

SRk Kh kK ghhhhhhghhhghhh ghhhhh hgg s hhhhhhhhhhhk ghhhhhhhhhhhhk

AATLFYPIWHLEIENLLVLKNNRGIDSNRIRHLDYGVQINKLMYQRLITGKYITLFSPSD
AATLFYPIWHLEIENLLVLKNNRGIDSNRIRHLDYGVQINKLMYQRLIEGKYITLFSPSD
AATLFYPMWHLEVESLLVLKNNRGVEGNRVRHMDYGVQINKLMYTRLLKGEDITLFSPSD
AATIFYPIWHLEVESLLVLKNNRGIEENRVRHIDYAIQINKLMYQRMLSGDQITLFSPSD
AATVFYPIWHLEIESLLVLKNNRGIEENRVRHLDYAVQINKLMYQRMLLGQKITLFSPSD
AATIFYPIWHFEIESLLVLKNNRGIEENRVRHMDYSVQLNKLMYQRLILGEHITLFSPSD

Kkkgkkkghkgkok Khkkkhhkhkgg Khgkkghkk sk okERAkK Kgg Kk, KEkKAKAK

VPDLYENFFSDONKFEYLYHKYEQNHNIRHRKIKSIELFSLMMQERASTGRIYIQNADHC
VPGLYEAFFNNOQNEFEHLYNIYENDHNIRHRKIKAIELFSLMMQERASTGRIYIQHTDHC
VPGLYDAFFADQEEFERLYTKYEKDDSIRKQRVKAVELFSLMMQERASTGRIYIQNVDHC
VPDLYKAFFSDQKKFKKIYLQYEKNKNIRKKTIKALDLFSLMMQERTSTGRIYVQNVDHC
VPKLYEFFFSDQKKFKEIYIKYEKNRNIRKKSINAIDLFCLIMRERASTGRIYIQHVDHC
VPNLYDSFFNNQEKFERLYIKYENDKTIRKKKVKASYLFSLMMQERTSTGRIYIQNVDHC
kk kk kk gksaky sk kkgs  kkgg ggs  kk Kkekgkkgkkkkkkgkg kkk
NSHSPFNSALAPIRQSNLCLEITLPTKPLNNINDINGEIALCTLSALNLGNINNLQDLSE
NTHSAFDSIAAPVRQSNLCLEITLPTKPLNNINDHNGEIALCTLSAFNLGNIENLDDLSE
NTHSPFDPAIAPVRQSNLCLEIALPTKPLNDVNDENGEIALCTLSAFNLGAINNLDELEE
NLHSAFNPELSPIRQSNLCLEITLPTKSLNDVHDTDGEIALCTLSAFNLGKIKSLDDFKE
NSHSAFNSKLATIRQSNLCLEITLPTKPLNNIDDKNGEIALCTLSALNLGLINDLHDLKE

Figura 8. Alineamiento secuencia de la proteina NrdA en diversas Gamma-Proteobacterias.
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R Buchnera APS

Buchnera Sg

Buchnera Bp

Bfl

BPEN

Eco

Figura 8. Arbol filogenético construido a partir del alineamiento de NrdA (Figura 7). BIFLO (Blochmannia floridanus),

BPEN (Blochmannia pensylvanicus), BU (Buchnera aphidicola).

En la figura 8 se representa el arbol que agrupa por un lado al género Buchnera 'y
por otro a las Blochmannia, que segun este arbol estaria mas cercana
evolutivamente a E. coli. Resulta interesante por tanto el uso de esta enzima como
marcador filogenético en Bacterias. El uso de esta enzima como fosil molecular se
ha descrito ya en anteriores trabajos (Torrents, 2002).

La pérdida de la Ndk (difosfato nucleosido kinasa) en Escherichia coli da lugar a un
aumento de la mutacion espontanea y desbalancea el pool de nucledtidos.
Curiosamente, esta enzima aparece conservada en todos los grupos, excepto en las
cuatro especies de Buchneras y los tres citados genomas de menor tamafio,
recalcando la importancia del mantenimiento de un poo/ de nucleétidos 6ptimo en

estos sistemas.

El gen gidA, descrito inicialmente como implicado en la divisién celular, parece estar
implicado en la hipermodificacion de tRNAs y ha sido renombrado como mnmG .
Este gen aparece representado en todos los genomas analizados y constituiria
parte del set minimo de genes. Sin embargo, gidA no es un gen esencial para E.coli,
de hecho, los mutantes de este gen en E. coli, aunque presentan algun problema

replicativo, son perfectamente viables (Molina et al., 1999).
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5. Proteinas de recombinacién y reparacion del DNA

Los genomas de una poblacion asexual acumulan mutaciones deletéreas de
forma irreversible, como consecuencia del denominado “Trinquete de Miiller”. En el
caso de las bacterias endosimbiontes que muestran poblaciones pequenas y sin
recombinacién hace que se acumulan mutaciones deletéreas en un corto espacio
de tiempo. Esas mutaciones se reflejan en el sesgo que presentan estos genomas

en su composicion nucleotidica.

La replicacion del DNA es una de las fuentes principales de inestabilidad gendmica.
Sin embargo, en estas bacterias, la presencia de un genoma drasticamente
reducido, disminuye la proporcién de lesiones que pueden darse como resultado de
errores del paso de las horquillas de replicacion, bloqueo de la RNA polimerasa o
disociacion de la maquinaria replicativa. Deben existir, por tanto, un conjunto de
funciones destinadas a mantener el sistema en equilibrio. La ausencia de estrés
ambiental, conlleva, por otro lado, que parte de los genes necesarios para la vida

libre sean eliminados en el momento de adaptacion a la vida intracelular.

Las bacterias endosimbiontes obligados de insectos se caracteriza por una pérdida
casi total de los sistemas de recombinacion y reparacion (Shigenobu, S et al., 2000;
Tamas, |, 2002). Esta pérdida de genes podia verse justificada por el reducido
tamafo del genoma y su facilidad para replicarlo. Sin embargo, la facilidad de
replicacién no tendria que justificar la ausencia de intercambio genético, porque
RecA aparece conservada en genomas de muy reducido tamafo como C. ruddii
(Table 6), sino por eventos especificos de cada linaje. Esto, unido a que algunos
genomas presentan determinados componentes del aparato de recombinacion
induce a pensar que ciertos errores deben ser corregidos por la maquinaria de
replicacion que presentan estas bacterias. Asi, la presencia de un genoma reducido
no implica que no se dé intercambio genético ya que son muchos de estos genomas

los que conservan RecA.
En la tabla 6 se presentan los genes presentes en los genomas analizados,

recogidos en categorias que son un compendio de las registradas en la base de

datos KEGG y las recogidas en el Anexo de Fiedberg et al., 2006.
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Ademas de los genes recogidos en las categorias anteriores, se han afadido otros
genes si bien, sea por estudios genéticos en E. coli o por estudios bioquimicos, se
haya determinado un papel de alguna de estas proteinas en reparacién. Acorde con
esto, los mayores representantes en estos sistemas son: endo — y exo- nucleasas,
DNA helicasas, ATPasas (no helicasas) implicadas en migracion y carga de
complejos multiproteicos en el DNA, DNA ligasas, DNA polimerasas vy
nucleotidiliransferasas. Entre los dominios conservados abundan sobre todos los
implicados en interaccién proteina-proteina y proteina-DNA que estan recogidos en
algunos apartados de esta memoria y cuya explicacion en este punto puede resultar

redundante.

5.1. Reparacidén por escision de bases (BER)

La reparacion del DNA por escision de bases es el modo mas frecuente de
reparacion del DNA en la naturaleza. Esta funcién es llevada a cabo
fundamentalmente por DNA glicosilasas que catalizan la hidrdlisis de enlaces N-
glicosidico, uniendo bases alteradas quimicamente o inapropiadamente unida al

esqueleto de la molécula de DNA.

DNA Glicosilasas

Estas enzimas reconocen solo algunas bases incorporadas inapropiadamente
(como la incorporacién de Uracilo durante la sintesis de DNA semiconservativa o un
dafio quimico). La representacion en los diferentes grupos de la presencia/ausencia

de genes se resume en la Tabla 6. A grandes rasgos estos datos pueden resumirse:

* mutY (adenin- DNA glicosilasa): elimina adeninas apareadas con 8-0xo-G
(resultantes de un dafo quimico sobre la guanina. Esta conservada en Buchnera'y

Blochmannia, pero no en el resto de grupos analizados.

* ung (uracil-DNA glicosilasa): la funcion principal de esta proteina es eliminar
uracilos resultantes de la deaminacién de la citosina o por incorporacion de dUTP
durante la sintesis de DNA. Entre otras hipétesis que se han propuesto para explicar
la asimetria entre hebras en genomas minimos esta la deaminacién de citosinas.

Esta proteina esta conservada en todos los genomas analizados excepto
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Carsonella, Sulcia y Ruthia. Algunas de estas enzimas eliminan también bases
metiladas, este puede ser la razon de que estos organismos no conserven proteinas

como AlkA, que presentan esta funcién en E.coli.

* mutM  (formamidopirimidina-DNA glicosilasa). Elimina 8-oxo0-G y
formamidopiridinas. Trabajan asociadas a enzimas AP liasas. Poco conservada,

so6lo presente en Wolbachia y Vesicomyosocius.

* nth (endonucleasa Ill). Esta enzima es una DNA glicosilasa con un amplio
espectro de substratos (derivados de pirimidinas) especificos. Esta conservada en

todos los grupos excepto Buchnera Cc, Carsonella y Sulcia.

* AP endonucleasas:
-recd (exonucleasa especifica de cadena sencilla). La exonucleasa RecJ se piensa
que actua en el procesamiento de extremos de DNA en la via RecF. No conservado

en Buchnera ni Blochmannia, probablemente porque éstas tienen muty.

5.2. Reversion directa del dano

Este sistema ha sido disefiado por las células para responder al dafio directo

generado por exposicién a luz UV y es llevado a cabo por la enzima fotoliasa.

. Phr (deoxyribodipirimidina-fotoliasa): las fotoliasas de DNA reparan dimeros
de DNA inducidos tras exposicion a luz UV, como los dimeros de ciclobutano
pirimidina. Se ha identificado este gen en 3 genomas de Buchnera (no en Cc) y
Wigglesworthia. La escasa representacién de este sistema podria deberse a que el
dafio UV al que estdn sometidas estas bacteria en un ambiente intracelular es

practicamente inexistente.

5.3. Reparacién de bases mal apareadas (MMR)

Este mecanismo de reparacion reconoce y re-empareja bases mal

apareadas resultado de inserciones erroneas, deleciones o incorporaciones
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incorrectas durante los procesos de replicacion y recombinacion del DNA. Ejemplos
de bases mal apareadas incluyen G/T o A/C.

Estos mecanismos son especificos de hebra, capaces de reconocer entre la hebra
que se acaba de sintetizar y donde estaran los errores, gracias a la presencia, en

bacterias Gram negativas de fendmenos de hemimetilacion del DNA.

. mutS: los dimeros MutS2 torsionan la hélice de DNA aproximadamente 20
pares de bases. Este gen estd bastante conservado, aunque no aparece ni en

Blochmannia ni Vesicomyosocius.

. mutL: MutL forma un complejo con MutS y MutH incrementando la actividad
de MutS sobre el DNA. No estda presente en Blochmannia, Ruthia ni

Vesicomyosocius.

. mutH: MutH tiene actividad exonucleasa y genera roturas de hasta 600 pb
entre la zona de unién del complejo y la zona de desapareamiento, exponiendo
grandes regiones de DNA a la escision por nucleasas. A esto se debe
probablemente el hecho de que esté poco conservada en genomas minimos

(Buchnera Bp).

. uvrD (mutU): UvrD ademas de esta ruta, participa también en la reparacion
por escision de nucledtidos (NER) y juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica. Aparece en Blochmannia,

Wigglesworthia y Wolbachia.

5.4. Escision de nucleétidos (NER)

El mayor producto resultante del dafio sobre el DNA causado por radiacién UV es la
presencia de dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) y PP. En E. coli estos
productos son eliminados por escision de fragmentos oligonucleotidicos en lugar de

bases mal apareadas como hacen los sistemas NER.

Este sistema estda mejor conservado en alpha-proteobacterias y gamma-

proteobacterias endosimbiontes de moluscos (Ruthia y Vesicomyosocius). Se
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aprecia una pérdida del sistema completo en Buchnera y Blochmannia, aunque
estaria mejor conservada en el resto. El sistema esta compuesto por un complejo
proteico UvrABC, que curiosamente son también miembros del sistema de
transporte ABC. La presencia de un dominio de unién a ATP para transporte de
proteinas puede llevar a incluir como ortélogas proteinas con similitud de dominios,
pero con funcion diferente. El sistema de transporte ABC esta bien conservado en
genomas minimos, por lo que hay que tratar de distinguirlo en la asignacion de

proteinas ortélogas.

. uvrA (ABC excinucleasa subunidad A): este gen se coordina junto a otros
tras la induccion de la respuesta SOS (apartado 8 de Introduccién). Sin embargo, la
respuesta SOS tiene escasa representacion en genomas reducidos ya que la
presencia del activador LexA queda reducida a un par de genomas. La proteina
UvrA es una ATPasa independiente de DNA, aunque une DNA. presente en

Wolbachia, Ruthia, Vesicomyosocius.

. uvrB (subunidad excinucleasa UvrB): Esta presente en Wolbachia y Ruthia.

. uvrC (subunidad endonucleasa UvrC). Esta presente en Wolbachia, Ruthia,

Baumannia 'y Sodalis.
. uvrD (descrita en el apartado 5.3).
. ligA. Encargada de unir extremos de doble cadena. Esta conservada en

todos los genomas analizados y con funcion en replicacion y recombinacion.

5.5. Proteinas de unién a cadena sencilla

La funcion de estas proteinas es estabilizar la apertura de la doble hélice en
todos los procesos como el inicio de la replicacion y la transcripcion, asi como todos
los fendmenos de estabilizacion de cadenas sencillas en presencia de dafo sobre el
DNA. Debido a esta funcién relevante, el gen ssb se haya localizado en todos los

genomas estudiados.
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5.6. Factores de reparacion acoplados a la transcripcion

La proteina Mfd esta ampliamente conservada en bacterias al acoplar la
reparaciéon del DNA con la transcripcion. Esta proteina reconoce los sitios donde la
RNA polimerasa se ha parado por dafio en el DNA, tras la alteracion del complejo
transcripcional o la liberacién del transcrito y enzima. Esta proteina recluta la
maquinaria de escisién de DNA, causando un movimiento de la RNA polimerasa,
usando la energia generada del gasto de ATP. Su actividad es homdloga a la que
presenta RecG en la migracién de hebras en los Intermediarios de Holliday (HJs).
Esta proteina estda conservada en Buchnera, Blochmannia y Wigglesworthia,
organismos donde se ha perdido RecG. Podemos decir que probablemente Mfd y
RecG sean paralogos en el antecesor comun. Estas proteinas presentan también
similitud de secuencia y estructural con uvrB. Como se ha dicho en varias ocasiones
a lo largo de esta memoria, estos organismos han reducido la presencia de
paralogos, excepto en el caso de Sodalis, de ahi que no sea de extrafar que la

eficiencia del sistema haya llevado a conservar un solo gen para una sola funcién.

5.7. Proteinas de tolerancia al daino: TLS DNA polimerasas DinB, DinG y
UmuCD

Este sistema se ha perdido totalmente en genomas de endosimbiontes. El sesgo
mutacional al que se vieron sometidos estos genomas en los primeros estadios de
reduccion gendmica hizo que probablemente estas proteinas jugaran un papel
fundamental para luego ser eliminados y mantener asi la homeostasis gendmica.
Esto explicaria porqué se han perdido todos estos genes a pesar de ser sistemas

bastante estables en ausencia de estrés.

5.8. Reparacion por recombinacion RecA

Durante la realizacién de este trabajo, se publicé un estudio en el cual se ha
analizado utilizando los mismos genomas que en nuestro estudio, el componente de
reparacion por recombinacion (Rocha y Michel., 2005; Sharples, 2009). La funcion
de los genes descritos en este apartado aparece recogido en el apartado 7 de la

Introducciéon de esta memoria.
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La proteina LexA es el regulador y activador principal de la respuesta SOS en
bacterias. En los genomas analizados solo se ha localizado en: Ruthia,
Vesicomyosocius, Baumannia y Sodalis. Su escasa presencia en estos genomas, a
pesar de la importancia de este sistema de reparaciéon en microorganismos de vida
libre vendria dado por la ausencia de estrés al que se ven sometidas estas bacterias

en el interior celular.

Es de resaltar el caso de Vesiomyosocius que tiene LexA, pero no RecA. Sin
embargo tiene algunos miembros del sistema UvrABC, por tanto su presencia debe

ser un resquicio del antecesor comun.

RecA, proteina clave en el fendmeno de reparacion por recombinacion, esta poco
conservada en Gamma-proteobacterias. Se trata de un gen no esencial en el
crecimiento de E. coli, aunque éste si se ve afectado. En los organismos analizados,
esta ausente en Buchnera, Blochmania y Baumannia. En el caso de Buchnera
donde esta presente una maquinaria de replicacién practicamente intacta, RecA
esta ausente por lo que los fendmenos de RDR, si es que existen, deberian llevarse
a cabo por otra proteina. Resulta llamativa presencia de RecA en Carsonella (41%
similitud respecto a RecA en E. coli) y sélo pierde parte del N- y C-terminal (Figura
9).

El complejo RecBCD esta conservado en los genomas de gamma-proteobacterias.
Este complejo podria jugar un papel en el inicio de la replicacion cuando se ha
perdido DnaA. Esto explicaria porqué estan presentes en todos los endosimbiontes
incluidos algunos que perdieron RecA. SbcB estd presente cuando aparece
RecBCD, probablemente para limitar la recombinacion ilegitima eliminando los

extremos 3’ (Tabla 6).

El complejo RecFOR aparece conservado en Wolbachia spp. (alpha-
proteobacterias). Este es también el sistema presente en Rickettsiales (datos no
mostrados). Respecto a las gamma-proteobacterias, RecFOR se conserva en
Sodalis. Curiosamente Wolbachia también conserva a RecB y todos los genomas
que conservan el componente RecFOR también presentan RecA, siendo esta ultima

esencial para completar su funcion. Las proteinas del sistema RecFOR promueven

64

Universidad Internacional de Andalucia 2010



el ensamblaje de los filamentos de RecA en estructuras formadas por dsDNA-
ssDNA (HJ) y compensan el efecto inhibitorio de SSB que estad unida a cadena

sencilla (Tabla 6).

10 20 30
RecA C. ruddii/1-296 lomememmmmmm - MHD/IUNYLKN- - - - - v rll ILNV FILGIGG 28
RecAE. coli K-12/1-353 1MAIDENKQKALAAALGQ | EKQFGKGSIMRLGEDR SMDV GSLSLDIALGAGG 56

90 100 110

RecA C. ruddii/1-296 29 LP.G Elc - FAFSIIKEA VGD I CAN BV CI DVNMIT ENLGINL 84
RecAE. coli K-12/1-353 57 LPMG GP G LTLQVIAAAQRIEGKTCAF IDAEHALDP | MARKLGVDI 112

150 160
RecA C. ruddiif1-296 85 KTILLIF PENG KVF ISQKLIN TlVKLlII AR | P ELETY - - NNBNNTGSH 138
RecAE coli K-12/1-353 113 DNLLCS@PBTGEQALEI CDALARSGAVDV | VVDSVAALTPKAEI EGE | GDSHMGLA 168

170 210 220
RecA C. ruddiif1-296 139 SIFL KNIL IlPLLI(I;NIVLLILI.VI IISNFI I EI.GGIAVIFISIIII 193
RecAE. coli K-12/1-353 169 ARMMSIQ AMBKILAGNIL TLLIFI MK | GVMFGNP ETETRGGNALKFYASVRIL 224
250 .
RecA C. ruddii/1-296 194 EU IGFL SKN IIGQE IVNVL LSKP DTKIYLI SYGUY KT LETINFGL 249
RecAE coli K-1271-353 225 D IR GAVKIEGENVVGS VKMV IIAAP FRIQAEFQ I LMGEGINFMGELVDLGY 280
290 310 320 330
RecA C. ruddii/1-296 ZSOII’NLIKIIKKKFFLEN YFNN I ILIKKLMI’ KKLL SDURSMT-------- 296
RecAE. coli K-12/1-353 281 KIEKIL I EKAGAWN SMKGEK 1GQG ATAWLKDNPETA KKVRELLLSNPNSTP 336
340 350

RecA C. ruddiif1-296 2 === === - e e m e - = - =
RecAE. coli K-12/1-353 337 DFSVDDSEGVAETNEDF 353

Figura 9. Alineamiento de secuencia entre las proteinas RecA (E. coli) y RecA (C. ruddii).

La proteina RdgC es un regulador negativo de la funciéon de RecA que soélo esta

presente en Sodalis.

En Escherichia coli, la regresion de horquillas de replicacion tras la generacion de
una parada en la horquilla de replicacién que da lugar a una rotura de doble hebra,
se lleva a cabo por el complemento RuvABC 6 RecG. Sin embargo, se ha descrito
reversion directa de estas paradas de la replicacién. Considerando la ausencia de
estos sistemas en la mayor parte de los genomas donde si aparece RecBCD, se
asume que es una reversion directa, espontanea del dafio, la que tiene lugar en

estos sistemas.
En Ruthia y Vesicomyosocius, se ha perdido el sistema RecBCD, a diferencia de

sus comparieras endosimbiontes de insectos. En estos géneros se ha mantenido el

componente RecFOR, como en alpha-proteobacterias (donde no se ha encontrado

65

Universidad Internacional de Andalucia 2010



RecBCD en los genomas analizados). Vesicomyosocius conserva ademas el

componente RuvABC.

5.9. Reparacion independiente de RecA-recombinacion

La recombinacién independiente de RecA es un fendmeno eficiente, pero limitado
por la presencia de exonucleasas de cadena sencilla (ssExos) en la célula (Dutra et
al., 2007).

Muchos de los genomas de endosimbiontes han perdido RecA. Las consecuencias
de la pérdida de RecA en la evolucion de los genomas puede hacerse comparando
Baumannia y Wigglesworthia que la conservan, frente a Buchnera, organismo que

ha perdido esta proteina.

Sin embargo, la presencia de nucleasas en la célula es comun en estos genomas,
probablemente para evitar fenomenos de recombinacion ilegitima. Se ha propuesto
que el sesgo de delecion es la fuerza mayor que modela estos genomas de ahi que
las exonucleasas jueguen un papel muy importante en la estabilidad de estos
genomas. La ssExo mas importante es Recd (exonucleasa 5°->3’) y SbcB/Exol (3'-
>5’). Entre las que degradan las extremidades 5’ esta también la ExoVIl y para las 3’
ExoVIl y ExoX. Recd esta ausente en Buchnera y Blochmannia, donde esta también
ausente RecA. Su ausencia en estos sistemas vendria dada por una limitacion del

intercambio de hebra cuando RecA esta ausente (Tabla 6).

En muchas de estas estirpes se observa la pérdida de la actividad exonucleasa 3’-5’
de la Pol I. La ausencia de actividad correctora de pruebas podria suponer un
aumento de la tasa de mutacion en estos genomas, sin embargo su ausencia
supone también un aumento en la velocidad de replicacion de una horquilla, ya de
por si bastante sesgada en cuanto a sus componentes, por lo que el sistema parece

estar disenado de forma que tienda al equilibrio entre fidelidad y eficiencia.

6. Strand bias y componente 3R en bacterias endosimbiontes

Los tendencia a la composicion nucleotidica de los genomas microbianos es
resultado de las fuerzas mutacionales y selectivas asociadas con procesos celulares

fundamentales como la replicacion, transcripcion y traduccion. Asi, diversos
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estudios han mostrado como el uso preferente de un conjunto de codones en
bacterias de vida libre para asegurar una traduccion eficaz de genes altamente
expresados (Sharp et al., 2005). El uso de codones preferente en otras especies
resultado de la mutacion ha hecho que los genomas deriven a concentraciones
extremas de AT 6 GC, comunmente observado en bacterias intracelulares
(Andersson y Sharp 1996a; Andersson y Sharp 1996b; Sharp et al. 2005). Muchos
genomas intracelulares tienen fuerte sesgo en las concentraciones de GC (Rocha,
2004). Estos genomas intracelulares tienen también mayores diferencias en la
composicion de bases entre una cadena y otra de la doble hélice. Estas diferencias
en la composicion de nucledtidos podrian ayudar a desvelar los procesos que han
llevado a la situacidén actual en la que se encuentran esos genes actualmente en

esas bacterias.

Una de las causas propuestas para ese sesgo ha sido la ausencia de genes de
reinicio de la replicacién y de la maquinaria de reparacion de dafos directos. Por
ejemplo, en E. coli el primer paso para la actuacién de la maquinaria MMR es la
actuacion de la DNA metilasa que no se conserva en estos genomas. La ausencia
de mutY seria también una de las causas del sesgo hacia A+T (Apartado 5.1. de
Resultados). La ausencia de esta enzima, caso comun en los genomas
endosimbiontes conlleva la escisidon de nucleétidos al azar, que en E. coli produce a

altas frecuencias de sustitucion de nucledtidos (Lobner-Olesen et al., 2005).

MutY esta presente en genomas como Buchnera spp., que presentan una riqueza
en A+T bastante considerable, por lo que deben ser también otras fuerzas la que

dirijan este sesgo en la composicidon de bases.

Otras hipdtesis que se han propuesto para explicar la asimetria entre hebras estan:
la deaminacion de citosinas, la procesividad de Ila DNA polimerasa,
reordenamientos gendmicos, longitud de fragmentos de Okazaki, preferencia de
hebra, uso de codones o, relacionados con las mutaciones relacionadas con la
transcripcion. En el caso de la deaminacion de la citosina, que causa mutaciones
de C->T, aparece mas veces en la hebra molde (Tillier et al., 2000). EI codéon UGA
ha evolucionado en algunos genomas reducidos de codon de stop a reconocer al
triptéfano (esto también sucede en Mycoplasmas y en la mitocondria), de ahi que la

aparicion de uracilos debe haber sido bastante frecuente a lo largo de la evolucién
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de estos genomas. Sin embargo, la proteina Ung estd bastante conservada en
estos genomas (aunque no sabemos qué grado de actividad debe presentar), de ahi
que debe ser un equilibrio entre todas estas fuerzas lo que ha llevado a estas

composiciones en A+T.

Para estudiar la posible relacién entre pérdida de componentes 3R y el contenido
GC, se representaron ambos parametros para todos los genomas analizados
(Figura 10).
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Figura 10. Numero de genes 3R en distintos genomas en funcién del contenido en G+C.

Como se observa en la figura 10 existe una correspondencia entre el numero de
genes del componente 3R y el porcentaje G+C, por lo que ambos fendmenos deben
estar estrechamente interconectados. Una excepcion la constituye el endosimbionte
Hodgkinia. En el caso de Hodgkinia se ha descrito la presencia de un uso alternativo
del codon UGA, no actuando como codon de STOP, paliando el sesgo en G+C
(McCutcheon et al., 2009).

7. Conservaciéon de dominios estructurales y de su arquitectura en
proteinas implicadas en transferencia de informacién

El repertorio de arquitecturas proteicas en los genomas esta evolutivamente

conservado y constituye una evidencia importante de la historia gendmica.
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Consecuentemente, los repertorios de estructuras en los proteomas pueden ser
considerados como una coleccién de fésiles moleculares de la historia gendmica
(Wang et al., 2007). La Gendmica Evolutiva trata de aunar la estructura molecular,

los genomas y las redes bioldgicas.

Como se ha venido mencionando, para asignar funcién a las proteinas conservadas
en genomas minimos, es necesario determinar cudles de estas proteinas
identificadas presentan alguna pérdida de dominio frente el antecesor comun. A lo
largo del texto, se han dado datos de pérdidas de determinados dominios en
proteinas como DnaC (Apartado 1.2. de Resultados). En el caso de C. ruddii, la
pérdida de dominios proteicos es muy evidente. Un ejemplo lo constituye la
presencia de una proteina homdéloga de DnaG que conserva un dominio TOPRIM
(topoisomerasa-primasa), pero en la que el resto de la proteina se ha perdido
(Tamames et al., 2007).

Los genomas de endosimbiontes de insectos han perdido muchos genes, sin
embargo, aquellos que conservan Ilo hacen organizados de una forma
sorprendentemente similar. Entre los diez estructuras proteicas (recogidas en la
clasificacion SCOP) mejor conservadas en organismos con un genoma minimo, dos
estan presentes en todos los genomas analizados en este estudio: DNA primase
core (e.13), DNA clamp (d.131) Kim, 2006).

7.1. Ausencia de proteinas de recombinacién y conservacién de

helicasas y endo- y exo- nucleasas y glicosidasas

Como ya se ha mencionado, existe una asociacion entre la pérdida de proteinas de
recombinacion y la ausencia/presencia de terminadas endo- y exonucleasas que

reducirian los eventos de recombinacion ilegitima.

La proteina UvrC constituye la subunidad endonucleasa del complejo UvrABC
(ATPasa tipo ABC) (Lin et al., 1992 a y b). Esta familia de endonucleasas contiene
una secuencia RX3[YH], dos tirosinas conservadas separadas por 10 residuos y un
glutamato. Estos residuos polares poseen capacidad catalitica como se ha

demostrado por mutagénesis dirigida (Derbyshire et al., 1997). UvrC esta presente
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en Wolbachia que presenta un sistema de escision de nucleotidos bien conservado
(Tabla 6).

La endonucleasa V (E. coli nfi) se localizd6 sélo en Elusimicrobium. Los
alineamientos multiples de representantes de la familia EndoV con la secuencia de
UvrC muestran la conservacién de 2 aspartatos y una lisina, implicados en la
catalisis, asi como varios elementos potencialmente estructurales. Esto podria
suponer que ambas proteinas son paralogos y por eso se han conservado en unos

sistemas y no en otros.

Una de las funciones mejor conservadas es la correspondientes a las Helicasas de
DNA. Miembros de esta familia lo constituyen las proteinas: DnaB, PriA, rep, UvrD,
RecQ, RecG, RuvAB. DnaB es la principal helicasa replicativa y esta representada
en todos los genomas estudiados hasta la fecha, excepto en los genomas minimos
Hodgkinia y Sulcia. Helicasas como Rep, DinG, UvrD son esenciales para la
resolucion de bloqueos entre horquillas de replicaciéon y transcripcion (Boubakri et
al., 2010). Rep esta conservada en Buchnera, que como se ha mencionado

anteriormente posee una maquinaria de replicacién practicamente intacta.
La conservacién de algunos de los sistemas que relacionan intimamente la
replicacion con la transcripcion en estos genomas minimos nos lleva a pensar que

ambos sistemas estan interconectados para llevar a cabo sus funciones de manera

mas eficiente.
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Discusion

“ Sé perfectamente que apenas se discute en este libro un solo
punto acerca del cual no puedan aducirse hechos que con
frecuencia llevan, al parecer, a conclusiones diametralmente

opuestas a aquellas a las que yo he llegado”.

Charles Darwin

Un gran numero de insectos y bivalvos marinos presentan bacterias
endosimbiontes obligadas, que viven en el interior de células especializadas
llamadas Bacteriocitos y que se transmiten verticalmente de generacién en
generaciéon mediante su inoculacién a huevos o embriones. La funcién de estas
células especializadas es generalmente la de proporcionar nutrientes al
hospedador, que normalmente tienen una dieta muy pobre o muy limitada en el que
viven. Esta asociacién, es obligada y mutualista al mismo tiempo, ya que la bacteria

no puede crecer y reproducirse fuera del huésped.

Estas poblaciones se caracterizan por haber sufrido un proceso de reduccion
gendmica extrema lo que lleva a ser considerados casi genomas minimos lo que
aporta una informacion muy valiosa de cara a determinar el contenido génico

minimo.

La evolucion bacteriana se refleja directamente en la composicion y estructura de
los genomas. Procesos como la duplicacion, ganancia o pérdida de genes pueden
ser inferidos de las relaciones evolutivas entre grupos de bacterias. Existen
diferentes estudios que confirman que la evolucién de la simbiosis, unida al proceso
de reduccion gendmica ha seguido un proceso de pérdida genética influenciado
principalmente por procesos de seleccion, en los cuales los genes mejor
conservados son aquellos con mayor importancia funcional y aquellos que suponen
una seleccién positiva dentro del cuello de botella que han seguido las poblaciones

de endosimbiontes (Klasson y Andersson, 2006).
En bacterias Gram negativas, en el que se incluyen muchos patdégenos, la mayoria
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de los genes seleccionados durante miles de afos de evolucion se corresponden
con genes esenciales. La importancia de la determinacion de genes esenciales en
bacterias viene dada por su posible uso como dianas de drogas antimicrobianas. De
ahi la necesidad de conocer cuales son esos genes y de realizar estudios que
determinen el conjunto minimo de genes que pueden llevar a cabo una determinada

funcioén en la célula.

Dentro de los genes esenciales para la supervivencia de la célula muchos se
encuadran dentro del componente 3R (Replicacion, Recombinacién vy
Reparacion). Precisamente por esta razdn es interesante estudiar estas
magquinarias en genomas que han sufrido un proceso de disminucién drastica de su
tamafo y contenido génico y que presentan un componente 3R basico. El objetivo
principal de este trabajo ha sido caracterizar el componente 3R minimo en bacterias
Gram negativas endosimbiontes que han sufrido una disminucién drastica del
contenido de su genoma y de ahi poder inferir los mecanismos de supervivencia de
la bacteria dentro de un ambiente libre de estrés con un conjunto reducido de

genes.

El hecho de que estas bacterias sobrevivan en un ambiente intracelular y que la
gran mayoria no pueden ser cultivadas fuera de este ambiente, implica la
imposibilidad de realizar experimentos genéticos con las mismas que puedan validar
las hipotesis planteadas. Ademas, la expresion de genes de endosimbiontes como
Buchnera spp. en otros organismos se ve imposibilitada dado que, debido al sesgo
mutacional, estas proteinas se encuentran al borde del colapso molecular (Bastolla
et al., 2004). Esto implica que la mayor parte de las aproximaciones que se realizan

desde una aproximacion Bioinformatica.

Los problemas comunes que suelen presentar en este tipo de estudios son, en
primer lugar, el escaso numero de genomas secuenciados disponibles actualmente,
y, por otro lado, la imposibilidad de caracterizar estadios de degeneracién gendémica
intermedios a lo largo de la escala evolutiva ya que estos organismos no se
encuentran disponibles hoy en dia para su analisis, ni tampoco en el registro fosil.
Esto hace dificil identificar los ortélogos de especies muy lejanas evolutivamente.
De hecho, algunas funciones han sido desplazadas por genes no ortélogos

(analogos). Esto es comun en los sistemas de reparacion, donde la ausencia de una
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via hace que el organismo intente solucionar el problema presentado a partir de una
via paralela (desplazamiento no ortélogo=NOD). El escaso numero de genomas
hace también que los datos no pueden tomarse como definitivos y pueden cambiar
con cada nuevo genoma secuenciado. En estos genomas reducidos escasean los
pseudogenes que son los que permitirian seguir la reduccién gendémica real. Para
intentar captar estos eventos intermedios de evolucion de los genomas, se ha
incluido en el estudio a Sodalis glosinidia, a medio camino entre la simbiosis y la
vida libre y cuyo genoma presenta un alto numero de pseudogenes. También
hemos incluido el genoma del primer endosimbionte cultivado, Elusimicrobium

minutum, perteneciente al grupo de Epsilon-proteobacterias.

La presencia de pseudogenes es explicada por la “Teoria Domind” de la muerte
genética que relata un proceso paulatino de pérdida de funcién génica, inactivaciéon
del gen y, por ultimo, pérdida de la secuencia génica (Dagan et al., 2006). En el
caso de los P-endosimbiontes no existen practicamente pseudogenes, mientras que

existe un nimero elevado en los S-endosimbiontes como Sodalis.

1. Conservacion de la maquinaria de replicacion en bacterias
endosimbiontes

En algunas bacterias como Borrelia burgdorferi, aunque se ha identificado un
origen de replicacion, no se han observado cajas de unién a DnaA. Otros como
Helicobacter pylori poseen secuencias diferentes a las de E. coli. En los genomas
de endosimbiontes considerados en este estudio no se han identificado ninguno de
estos sistemas de control del ciclo celular. Algunos genomas, como las diferentes
especies de Buchnera, presentan DnaA, pero la secuencia del origen esta
practicamente reducida a una caja de unién de esta proteina. Todos los genomas
carecen ademas de proteinas como Hda, Dam y SegA que garantizan que soélo
tenga lugar un inicio de replicacion por ciclo celular. Sélo algunas proteinas de unién
a DNA como HU 6 IHF presentan una distribucion mas uniforme en estos genomas
minimos, y su funcién parece ser mas de mantenimiento de la topologia del DNA

que de regulacién de la replicacion.

Esto podria ser explicado por el sesgo en A+T que presentan los genomas de

bacterias simbiontes. La apertura de la doble hélice esta termodinamicamente
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favorecida frente a un genoma rico en G+C. Por lo tanto, no se requeriria la
presencia de proteinas especificas de unién a DNA para la apertura de la doble
hélice en el origen de replicacién, aunque en algunos casos si se conserva su
secuencia. Procesos de apertura de la doble hélice en presencia de estrés térmico
en E. coli conducen a la apertura de la doble hélice con dependencia parcial de
DnaA (Gonzalez-Soltero et al., 2006).

Diversos estudios estructurales y de filogenédmica demuestran que los componentes
claves de la maquinaria de replicacién del DNA (DNA Polimerasas y Primasas)
evolucionaron dos veces, para dar el aparato bacteriano y el de arqueas/eucariotas
(Leipe et al., 1999; Forterre, 2002; Eilée y Millykallio, 2004).

En el caso de Buchnera spp. se conserva una maquinaria de replicacion similar a la
de E. coli. Dada la conservacion de DnaA, DnaC-DnaB y de una secuencia de
origen de replicacion (esta ultima muy degenerada), el inicio tendria lugar de forma
similar a la que sucede en E. coli. En el caso del linaje Buchnera, el proceso
replicativo parece tener, por lo tanto, mayor importancia para su ciclo celular y esto
ha hecho que conserve una maquinaria de replicacion con respecto a otros

genomas que han sufrido un proceso de degeneracion parecido.

En el caso de Blochmannia, Wigglesworthia y Baumannia, la ausencia de DnaA
podria ser compensada por la presencia de RecA. Mecanismos de RDR similar a
los descritos en E. coli en situaciones de horquillas de replicacion bloqueadas

podrian explicar el inicio de replicacién en algunos de estos genomas.

La presencia de RecBCD en la mayor parte de los genomas de Gamma-
Proteobacterias parece subrayar la importancia de este sistema, que, por otro lado,
permitiria la consecucién de replicacién via RDR (Kogoma, 1997). En el caso de los
endosimbiontes pertenecientes al género Wolbachia el sistema presente es

RecFOR, ademas todos ellos presentan también RecA.

2. La proteina NrdA como fésil molecular para la filogenia de
poblaciones de endosimbiontes

Las Ribonucleotido reductasas (RNRs) pertenecen a una familia de
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complejos enzimaticos que juegan un papel esencial en los organismos vivos,
catalizando la conversion de los cuatro nucledtidos en deoxinucleétidos esenciales
para la replicacion y reparacion del DNA. En E. coli las RNRs existen como

proteinas homodiméricas NrdA (2) y NrdB (2) dispuestas como un heterotetramero.

El grado de conservacion de la secuencia primaria de estas proteinas en los
genomas de endosimbiontes indica que esta proteina constituye un fésil molecular y
que, por tanto, podria utilizarse para estimar el tiempo de divergencia de estas
especies. La conservacion a nivel de estructura terciaria es también evidente
(Torrents et al., 2002). Por tanto, estudios filogenéticos utilizando como base esta
familia de proteinas podrian definir el tiempo de divergencia de los linajes de
endosimbiontes respecto al antecesor comun. Un ejemplo del empleo de RNRs
como reloj molecular se muestra en Torrents et al., 2002, donde se estudiaron los

tiempos de divergencia usando algoritmos de Maxima Probabilidad.

3. Conservacion de la maquinaria de recombinacioén y reparacion en
bacterias endosimbiontes

La composicion diferencial de genes de reparacion entre distintas bacterias
endosimbiontes es un sistema modelo ideal para estudiar el efecto a largo plazo de
la pérdida de genes de reparacion. De hecho, la presencia o ausencia observada de
genes parece ser especifica de linaje y es una respuesta a la adaptacion al medio

intracelular.

Ademas, la ausencia de muchos componentes de la maquinaria de replicacion
proporciona a estas bacterias una aparente incapacidad para llevar a cabo procesos
mediados por recombinacion, confiriéndoles estabilidad gendmica al prevenir
cualquier tipo de reordenacion gendmica o eventos de transferencia lateral. La
ausencia de RecA es también la causante de estabilidad en la arquitectura
gendmica. La pérdida de secuencias repetidas de mas de 30pb disminuye la
posibilidad de reorganizacion, al limitar el numero de reordenamientos posibles

mediante recombinacion intra-cromosdémica.
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4. Adaptacion hacia otros modos de replicacion: replicacion
dependiente de transcripcion y circulo rodante

Es predecible que complementos minimos para la replicacién, transcripcion y
traduccion resulten en baja velocidad de elongacion y altas frecuencias de error.
Debe existir, por tanto, un delicado balance entre velocidad, precision y procesividad
que conlleva a largo plazo la pérdida de genes correspondientes a los sistemas de

informacion.

Considerando que la mayoria de estos organismos presentan una maquinaria de
replicacion incompleta de ahi que probablemente hayan adoptado mecanismos de

replicacion mas sencillos.

La presencia de RNasa HI, junto a helicasas como RecG, lleva a pensar que
algunos de estos organismos hayan adoptado un mecanismo de replicacion
dependiente de transcripcion a partir de estructuras hibridas de RNA-DNA
denominadas R-Loops. Dichos mecanismos de replicacion a partir de R-Loops han

sido descritos en E. coli en situaciones de estrés (Kogoma, 1997).

La ausencia de proteinas de terminacién de replicacién habria repercutido en la
aparicion de sistemas de replicacion similar al circulo rodante en plasmidos. Estos
sistemas podrian iniciar la replicacion a partir de un cebador de RNA (DnaG esta
conservada en todos los genomas). Este tipo de replicacién explicaria la presencia
de poliploidia en determinados genomas de endosimbiontes. La poliploidia estaria

ademas facilitada por la ausencia de proteinas de control sobre el ciclo celular.

5. Evolucién de la minimizacién de genomas hasta su conversioén en
organulo: justificacion de la Teoria Endosimbiética

La Teoria Endosimbidtica fue propuesta por la Dra. Lynn Margulis en los
afnos 60s, pero no fue hasta 1981 cuando fue oficialmente recogida en su libro

“Simbiosis en la Evolucion Celular”.

La vida de estos endosimbiontes en el interior de células especializadas y el hecho
de que su transmision sea también via materna, transmitida en el huevo, como en el
caso de Buchnera, o a través de la leche, como en el caso de Wigglesworthia, hace

que recuerde al tipo de herencia mitocondrial, también via materna, por lo que este
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tipo de adaptaciones podrian ser una confirmacion mas de la teoria endosimbidtica
de Lynn Margulis. En las mitocondrias la maquinaria de replicacion se ve reducida a
una helicasa (Twinkle) que no tiene dominio Primasa, una Polimerasa y SSB. La
maquinaria de transcripcién juega un papel importante en el inicio de replicacion del
genoma mitocondrial (tipo circulo rodante). Tal y como se ha descrito a lo largo de
esta memoria estos organismos parecen también adquirido un tipo de replicacion

similar a los plasmidos como es el circulo rodante de las mitocondrias.

Los genomas minimos parecen haber sufrido una disminucién de tamafo que tiende
al colapso funcional. Algunas funciones perdidas en estos endosimbiontes primarios
son reemplazadas por endosimbiontes secundarios. Segun la teoria endosimbidtica
estos microorganismos tendrian una evolucion similar a la sufrida por las alpha-
proteobacterias que dieron lugar a la mitocondria y darian lugar a 6rganulos
especializados en la célula. Algo parecido es lo que ya ha ocurrido en

endosimbiontes como Carsonella, Sulcia o Hodgkinia.
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Conclusiones

1. El numero de componentes del sistema 3R depende del tamafo del genoma

del endosimbionte.

2. El sistema de replicacion que utilizan estos endosimbiontes estd muy
degenerado respecto al de bacterias de vida libre. La mayoria de ellas no presentan
region para el inicio de replicacion y en los casos donde existe, como B. aphidicola,
estd muy degenerado y su funcién se ve posiblemente simplificada. Ademas, el
proceso de reduccidon genémica que ha sufrido este sistema parece ser especifico
de linaje, presentando algunos géneros un aparato de replicacién mas complejo que
otros, e incluso existen cambios de composicion dentro del mismo linaje como

sucede en el caso de Buchnera spp.

3. En los casos donde no se ha descrito presencia de origen de replicacion, el
genoma ha superado este problema probablemente adquiriendo otros tipos de
replicacion como son la RDR o replicacién tipo circulo rodante, como es el caso de

muchos plasmidos de E. coli.

4, El mantenimiento de un pool de nucleétidos 6ptimo parece ser esencial en
estos sistemas de ahi que se conserven en practicamente todos los genomas
proteinas como RNR 6 Ndk, encargadas de mantener este pool. Las proteinas RNR
estan muy conservadas en estos genomas pudiendo utilizarse en estudios

filogenéticos como Reloj Molecular.
5. La pérdida de proteinas de recombinacion y reparacién es muy evidente y
los procesos que han llevado a la conservacion de genes parecen ser especificos

de linaje.

6. Existe una relacion entre el tamafio del genoma y el numero de genes

conservados, excepto para el componente de reparacion.

7. La composicién nucleotidica hacia bajos porcentajes de G+C parece sufrir

una evolucién similar a la degeneracion mostrada por el tamafio del genoma.
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8. El limitado numero de genomas secuenciados impide sacar conclusiones
sobre los procesos que conllevan la pérdida de determinados genes y no otros,
como consecuencia a la adaptacion a determinado nicho ecolégico. Las nuevas
técnicas de ultrasecuenciacion permitirdn obtener la secuencia de un mayor numero
de genomas y, por tanto, en mayor numero de datos para sacar conclusiones mas

evidentes.
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ANEXOS

CLAVES DE INTERPRETACION DE LAS TABLAS

En las Tablas se presenta el gen con el nombre que recibe en Escherichia coli,

la funcion del gen y la presencia/ausencia en los organismos considerados en el

estudio. La casilla en blanco significa que no se ha encontrado gen homodlogo

respecto al considerado en E. coli, con el numero asignado en la secuenciacién del

genoma.

1.ABREVIATURAS MICRORGANISMOS:

-B_APS: Buchnera aphidicola str. APS

-B_Bp: Buchnera aphidicola str. BP (Baigonzia Pistaceae)

-B_Cc: Buchnera aphidicola str. Cc (Cinara cedri)
-B_Sg: Buchnera aphidicola str. APS

-Bfl: Blochmannia floridanus

-BPEN: Blochmannia pennsylvanicus

-Rma: Ruthia magnifica

-Vok: Vesicomyosocius okutanii

-Wgl: Wigglesworthia glossinidae

-Bci: Baumannia cicadelifolia

-Sgl: Sodalis glossinidae

-W_Bm: Wolbachia endosymbiont Brujia malayi
-W_C: Wolbachia endosymbiont Culex

-W_Dm: Wolbachia endosymbiont Drosophila melanogaster

-E_min: Elusimicrobium minutum
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-Sulfurov: Sulfurovorum
-C_rudii: Carsonella ruddii
-Sulcia: Sulcia muelleri

-Hodgkinia: Hodgkinia cicadelifolia

Tablas 3.4,5 v 6 (contactar en caso de interés en los datos: eviguera@uma.es;

rociogs2006 @gmail.com )
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