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Resumen

Las enzimas son moléculas que catalizan reacciones quimicas convirtiendo sustratos en
productos. A las enzimas que pueden realizar mas de una funcion quimica, i.e. catalizar mas
de una reaccidn, se les conoce como enzimas promiscuas. Las nuevas funciones resultan
de mutaciones en la secuencia que codifica la enzima. Estas mutaciones conllevan a la
sintesis de nuevos productos que son sujetos de seleccion. A su vez estos productos pueden
ser incorporados como sustratos de otras enzimas, generando asi innovaciones en rutas
biosintéticas. Entendiendo la promiscuidad como un mecanismo evolutivo que genera
diversidad metabdlica propongo generalizar el concepto de promiscuidad enziméatica a
promiscuidad de una ruta metabdlica. En esta tesis abordo el fendmeno de promiscuidad

distinguiendo tres niveles: enzima, familia enzimatica y ruta metabolica.

Debido a la abundancia de metabolitos en los organismos es practicamente imposible probar
gue una enzima no es promiscua. Para esta conclusion se necesitaria probar que la enzima
no cataliza reacciones en ninguno de estos sustratos. En cambio, para mostrar promiscuidad
se necesitan conocer al menos dos sustratos sobre los cuales la enzima catalice una
reaccion. Esta observacion me llevo a que si bien en este momento no podemos identificar
Si una enzima es 0 no promiscua, si es posible observar marcas dejadas por la adquisicion
o pérdida de una funcion, es decir cambios en promiscuidad. En mi trabajo identifiqué que
en bacterias los cambios en promiscuidad pueden estar asociados a cambios en la
secuencia, en el numero de copias de los genes codificantes, en reclutamientos a
funcionales, en la vecindad genémica y en la flexibilidad de la molécula. Asi pues, para
sugerir promiscuidad desarrollé una serie de herramientas que me permitieran sugerir

promiscuidad mediante el uso de genémica comparativa en linajes procariontes.

Para identificar cambios en el numero de copias de familias enzimaticas, es necesario
primero identificar ¢cuales son estas familias que estdn cambiando? es decir entender
cuales son las familias enzimaticas conservadas dado un linaje taxonomico. Si las
expansiones provienen de rutas de metabolismo central, como podemos identificar los genes
gue codifican este metabolismo. Para abordar estas preguntas, en el primer capitulo disefié
y desarrollé Orthocore, lo que me permite determinar cuales son las mas familias mas

conservadas dado un linaje taxonémico. En estas familias, resuelvo también como identificar
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los ortélogos mas cercanos y entonces los posiblemente mas relacionados a la funcion
primaria. También se muestra que no todas las familias del core genome pertenecen a rutas
del llamado “metabolismo central”, es decir las rutas de glicdlisis, sintesis de aminoacidos,
etc. Si no que, también estaran en el core genome familias marcadoras, es decir aquellas
gue estan distribuidas en todo el linaje pero que no se encuentran presentes en otros linajes
cercanos. Algunas de estas familias marcadoras pertenecen a rutas biosintéticas de
metabolismo especializado, como en el caso de clv en Clavibacter michiganensis. Una
aplicacion final de este capitulo es utilizar las familias en el core genome para reconstruir

filogenias dificiles.

Una vez identificadas las familias conservadas quedaban por explorar los cambios en el
namero de copias, asi como las marcas de reclutamientos enzimaticos en nuevas rutas
metabdlicas. El objetivo de EvoMining, un paradigma de mineria gendmica concebido
previamente a mi trabajo es la busqueda de nuevas rutas metabodlicas mediante la
identificacion de enzimas divergentes con marcas de reclutamiento. Al identificar la relacion
entre EvoMining y la promiscuidad continué el desarrollo de EvoMining hasta convertirla en
una herramienta interactiva que permite explorar expansiones y reclutamientos sobre
distintos linajes taxondmicos. Los principales resultados del capitulo dos son: existen
patrones de expansion diferentes para cada familia enzimética segun el linaje taxonémico,
no todas las familias tienen expansiones, puede haber reclutamientos sin expansiones asi
como también expansiones sin reclutamientos conocidos y finalmente, no sdlo las familias
del core genome sino también familias de enzimas pertenecientes al shell genome i.e.
presentes en mas del 50% de los organismos, tienen frecuentemente copias extra que

contribuyen a la formacién de familias del metabolismo especializado.

Las familias de enzimas con reclutamiento sefialadas por EvoMining pertenecen a nuevas
copias biosintéticas codificadas en clisteres de genes ubicados en la vecindad genémica
inmediata de la copia extra. Observé que estas vecindades suelen tener o bien enzimas
clasicas de metabolismo especializado (por ejemplo, NRPS y PKS) o bien otras copias extra
de familias enzimaticas del shell genome. Ademas, el contenido génico es variable, aunque
suele haber un core de genes en estas vecindades también existe variedad en la presencia

y ausencia de familias accesorias, lo que sugiere una variedad de metabolitos, es decir una
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exploracion del espacio quimico. Por ello en el capitulo tres propuse generalizar la nocion
de familia enzimatica a familia de vecindades gendmicas (clusteres biosintéticos). Para ello
desarrollé CORASON una herramienta que considera una familia de vecindades a aquellas
gue comparten una enzima query y al menos alguna otra de la vecindad de referencia.
Ademas, CORASON recupera Orthocore para mostrar la historia filogenética del cluster. La
familia de clusteres rimosamida - detoxina es sugerida como una ruta biosintética promiscua
debido a la gran cantidad de variantes génicas encontradas. Efectivamente, nuevas
variantes moleculares de rimosamida - detoxina fueron encontradas por nuestros

colaboradores y comprobadas mediante espectrometria de masas.

En el Ultimo capitulo se investiga cudles de los cambios genémicos estan presentes en la
familia HisA, cuya ortdloga PriA en Actinobacteria es promiscua. En esta familia no se
conocian duplicaciones previamente a mi trabajo. De hecho, en los géneros donde se ha
caracterizado PriA como promiscua no se encuentran duplicaciones, pero EvoMining si
localiza en Actinobacteria tanto seis copias extra como un reclutamiento con cambios de
vecindad gendémica, lo que sefiala una posible nueva promiscuidad para PriA sugiriendo
ademas el nuevo sustrato. Ademas, HisF se revela como resultado de una duplicacion de
HisA en Archaea, Cianobacteria y Pseudomonas. Aunque en Actinobacteria no se ha
encontrado que HisA sea promiscua para la funcién HisF es posible que en otros linajes
donde la divergencia de secuencia es menor si puedan encontrarse miembros de la familia
HisA capaces de catalizar la reaccion HisF. En otros aspectos, simulaciones de dinamica
molecular me sugirieron afinidad por nuevos sustratos, misma que no se vio reflejada en
actividad catalitica en ensayos enzimaticos. Finalmente, comencé un disefio experimental

para medir la interaccion de los sustratos nativos de PriA en un mismo ensayo.

Asi pues, la respuesta a ¢ es esta enzima promiscua?, puede ser mejor comprendida a través
de las preguntas ¢esta familia enzimatica tiene miembros promiscuos en este linaje
taxonomico? ¢,De los ortologos de la familia cuales son promiscuos para estos determinados
sustratos? y finalmente ¢son promiscuas las rutas metabodlicas en las que participa la
enzima? En este trabajo muestro como la genémica comparativa nos ayudar a guiar

informacion relevante para las respuestas a estas preguntas.



Abstract

Enzymes are molecules that catalyze chemical reactions by converting substrates into
products. Enzymes that perform more than one chemical function, i.e. catalyze more than
one reaction, are known as promiscuous enzymes. New functions arise as a result from
mutations in the sequences encoding enzymes. These mutations lead to the synthesis of
new products that are subject to selection. In turn, these products can be incorporated as
substrates of other enzymes, thus generating innovations in biosynthetic routes. After
understand promiscuity as an evolutionary mechanism that generates metabolic diversity, |
propose to generalize the concept of enzymatic promiscuity to the metabolic pathway
promiscuity. In this thesis | discuss the phenomenon of promiscuity distinguishing three

levels: enzyme, enzyme family and metabolic pathway.

Due to the metabolite’s abundance in every organism, it is practically impossible to prove that
an enzyme is not promiscuous. Prove that an enzyme is not promiscuous is equivalent to
prove that the enzyme does not catalyze reactions on any of these substrates. Instead, to
show promiscuity, it needed to have prior knowledge about at least two substrates on which
the enzyme catalyzes a reaction. This observation led me to the fact that although at this time
we cannot identify whether an enzyme is promiscuous or not, it is nevertheless possible to
observe marks left by the acquisition or loss of a function, that is, it is possible to observe
changes in promiscuity. In my work | identified that in bacteria the changes in promiscuity
may be associated with changes in the sequence, in the number of copies of the coding
genes, in recruitments to new pathways, in the genomic neighborhood and in the flexibility of
the molecule. The identification of two functions in the same phylogenetic tree, has also been
a mark of promiscuity. So, to understand promiscuity | developed a series of tools that would

allow me to suggest promiscuity using comparative genomics in prokaryotic lineages.

To identify changes in the copy number of enzymatic families, it is first necessary to identify
which are these families that are changing? That also means to understand which enzymatic
families are conserved given a taxonomic lineage. If the expansions come from central
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metabolic pathways, how can we identify the genes that encode for this metabolism. To
address these questions, in the first chapter | designed and developed Orthocore, a tool that
allows me to determine the most conserved families in a taxonomic lineage. In these families,
| also resolve how to identify the closest orthologs and then those copies possibly most
related to the primary function. It is also shown that not all families in the core genome belong
to the so-called "routes of central metabolism”, such as glycolysis and amino acid synthesis,
marker families are also in the core genome. Marker families are those families that are
distributed throughout the selected lineage but that are not present in other nearby lineages.
Some of these marker families belong to specialized metabolism biosynthetic pathways, as
is the case of clv in Clavibacter michiganensis. A final application of this chapter is the use

families in the core genome to reconstruct difficult phylogenies.

Once identified the conserved families, it remained to explore the following promiscuity
footprints: changes in the number of copies, two functions annotated in the same tree, and
enzymatic recruitments into new metabolic routes. The goal of EvoMining, a genome mining
paradigm conceived prior to my work is the search for new metabolic pathways by finding
divergent enzymes with recruitment marks. After identifying the relationship between
EvoMining and promiscuity, | continued EvoMining development until it became an interactive
tool that allows us to explore expansions and recruitments on different taxonomic lineages.
The main results of chapter two are: each enzyme family show different expansion patterns
for several taxonomic lineages, not all families have expansions, there are recruitments
without expansions as well as expansions without known recruitments and finally, not only
core families genome but also shell families i.e. families present in more than 50% of
organisms, often have extra copies that contribute to the formation of families of specialized

metabolism.

Recruitments in enzyme families identified by EvoMining usually are encoded in biosynthetic
gene clusters located in the immediate genomic neighborhood of the extra copy. | noticed
that these neighborhoods usually contain either classic enzymes of specialized metabolism
(e.g. NRPS, or PKS) or other extra copies of enzymatic families from the shell genome. In
addition, the gene content is variable, although there is usually a core of genes in these

neighborhoods there is also variety in the presence and absence of accessory families, which
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suggests a variety of metabolites, that is, an exploration of the chemical space. Therefore, in
chapter three | proposed to generalize the notion of an enzymatic family to a family of
genomic neighborhoods (biosynthetic clusters). To this end, | developed CORASON a tool
that considers a family of neighborhoods as those that share a query enzyme and at least
some other gene of the neighborhood of reference. CORASON also recovers Orthocore to
show the phylogenetic history of the cluster. The family of rimosamide-detoxin clusters’ is
suggested as a promiscuous biosynthetic pathway due to the large number of gene variants
found. Indeed, new molecular variants of rimosamide - detoxin were confirmed by our

collaborators and tested by mass spectrometry.

The last chapter investigates which of the genomic changes are present in the HisA family,
whose orthologous PriA in Actinobacteria is promiscuous. In this family there were no known
duplications prior to my work. In fact, in those genera where PriA has been characterized as
promiscuous, no duplications were found, but EvoMining does find in Actinobacteria: six extra
copies and one recruitment, both with changes in its corresponding genomic neighborhood.
These changes may indicate a possible new promiscuity for PriA, also suggesting the new
substrate. In addition, another member of the histidine operon HisF is pointed by EvoMining
as a result of a duplication of HisA in Archaea, Cianobacteria and Pseudomonas. Although
in Actinobacteria it has not been found that HisA is promiscuous for HisF function, it is
possible that in other lineages with lesser sequence divergence, members of the HisA family
can be found capable of catalyzing HisF reaction. In other aspects, molecular dynamics
simulations suggested affinity for new substrates, which was not reflected in catalytic activity
in enzymatic assays. Finally, | began an experimental design to measure the interaction of

native PriA substrates in the same trial.

The answer to is this enzyme promiscuous? could be better understood by considering the
following questions, does this enzymatic family have promiscuous members in this taxonomic
lineage? Of the family orthologs which are promiscuous for certain known substrates? And
finally, are the metabolic pathways in which the enzyme participates promiscuous? This work
uses changes identified by comparative genomics that helps to guide insights to answer

those questions.
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Introduccion

Las enzimas catalizan reacciones quimicas transformando sustratos en productos. Durante
el siglo XX, las enzimas fueron percibidas como catalizadores altamente especificos, sin
embargo, esta percepcién cambio6 con el descubrimiento de que pueden participar en varias
reacciones [Jensen, 1976]. Esta capacidad de catalizar varias funciones quimicas se conoce
como promiscuidad enzimatica. Por ejemplo, se ha calculado que Escherichia coli contiene
al menos 404 enzimas promiscuas [Nam, 2012]. Otro estudio ha mostrado que en mutantes
sencillas de 104 genes esenciales de E. coli en el 20% de la auxotrofia puede ser rescatada
debido a la actividad promiscua de otra enzima [Patrick, 2007]. La relevancia de la
promiscuidad radica tanto en su papel como mecanismo de evolucién de la funcién
enzimatica [Jensen, 1976; Pandya, 2014; Khersonsky 2010], asi como en la necesidad de
su deteccion para la correccién de modelos de flujo metabdlico y la determinacion de efectos
secundarios en drogas farmacolégicas. A pesar de su frecuencia e importancia aln se esta
en el proceso de entender las causas y las caracteristicas observables de la promiscuidad

enzimética.

Para estudiar la promiscuidad es necesario contar con una definicion, algunos autores
emplean el término promiscuidad para describir actividades enzimaticas distintas a la funcion
principal conocida [Khersonsky, 2010]. Otros lo ven como una actividad secundaria fortuita
[Copley, 2003] que pudo aparecer de forma accidental o inducida artificialmente [Hult, 2007].
Otros mas, cuando una enzima puede operar sobre un amplio rango de sustratos, prefieren
llamarla multiespecifica [Khersonsky, 2010]. A la accion de realizar distintas funciones
cataliticas, ya sea al catalizar varias reacciones quimicas o bien una misma reaccién en
sustratos diferentes se le conoce como promiscuidad enzimatica [Obrien, 1999]. Existen

varios tipos de promiscuidad enzimatica.

-Por sustrato cuando la reaccion es la misma, pero se lleva a cabo en distintos sustratos.
Como ejemplo tenemos a la familia PriA, una isomerasa de Actinobacteria que actua
abriendo anillos de 5 carbonos en dos sustratos ProFAR y PRA [Barona-Gémez, 2003]. Otro

ejemplo es la familia de las betalactamasas [Risso, 2014].
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-Catalitica cuando la enzima utiliza diferentes mecanismos de reaccion y/o residuos
cataliticos, e.g. la quimotripsina puede catalizar reacciones de amidasa y fosfotriesterasa en

un mismo sitio activo. [Obrien, 1999]

-Por condiciones del entorno, cuando la enzima cambia su conformacion dependiendo de
las condiciones quimicas y fisicas presentes como pH, temperatura, solventes organicos y
salinidad e.g. algunas lipasas pueden actuar como sintetizadoras de ésteres en lugar de
hidrolasas en presencia de solventes organicos [Hult, 2007; Kumari 2007].

La promiscuidad por sustrato es importante en términos evolutivos, por ejemplo, la enzyme
commission number (EC) separa las enzimas en clases, donde a cada enzima se asignan 4
digitos, los tres primeros corresponden a la reaccion y el dltimo al sustrato; el mayor nimero
de sustratos (4306 clases) que de reacciones quimicas (234 en el tercer nivel) sugiere que
la mayor variacion evolutiva se da a nivel de sustrato y no de reaccion [Li, 2004]. Otra
evidencia de la importancia de la multiespecificidad por sustrato esta en el descubrimiento
de las superfamilias, enzimas mecanistica y estructuralmente relacionadas que divergen en

su afinidad por sustrato [Glasner, 2006; Baier 2016].

Si bien existen familias de enzimas con alta especificidad por sustrato, otras familias como
el citocromo P450 [Bloom, 2007; Nath, 2008] y las B-lactamasas [Zou, 2015] son promiscuas.
Es posible que la vision previa de alta especificidad se deba a que las primeras rutas
metabdlicas estudiadas pertenecen al metabolismo central, donde la especificidad puede
haber sido favorecida por presiones de seleccién [Firn, 2009]. En contraste en el
metabolismo especializado o secundario, es decir aquel que no es esencial para la gran
mayoria de procariontes, sino que funciona para producir metabolitos especializados que
facilitan la adaptaciéon del organismo a ciertos ambientes parece que la promiscuidad esta
presente [Weng, 2012]. Se favorece especialmente la capacidad de producir varios
metabolitos, es decir la promiscuidad de producto, ya sea debida a la promiscuidad de
sustrato de una enzima o bien a las diferencias en el contenido génico del cluster de genes
al que pertenece dicha enzima de metabolismo especializado. Al ampliar las enzimas
estudiadas, esta vision previa de alta especificidad ha cambiado dando paso al conocimiento
de mas enzimas con funcionalidad [Jia, 2013], sin que por ello se afecte la eficiencia catalitica

por la funcién primaria [Aharoni, 2005]. En 1976 el interés por la promiscuidad comenzd por
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su influencia en la evolucion de la funcion enzimatica [Jensen, 1976; Pandya, 2014], las
aproximaciones variaron desde la aparicion de la sintesis funcional [Dean, 2007], cuando la
disponibilidad de genomas permitio la combinacion de andlisis filogenéticos con técnicas de
biologia molecular, bioquimica y biofisica. En 2003 la biofisica de las proteinas entra en
escena al postularse que la diversidad conformacional durante la dinamica molecular debe
incidir en la aceptacion de distintos sustratos. Recientemente se ha investigado su papel en
efectos secundarios en drogas farmacolégicas [Nobeli, 2009; Hopkins, 2009; Nath, 2010,
Von-Eichborn, 2011; Zhang, 2012; Zou, 2015]. Entre 2005 y 2010 se avanza del estudio de
una sola familia enzimatica hacia el interés por propiedades globales, por ejemplo, dado un
genoma se investiga la distribucién de familias promiscuas en subsistemas metabdlicos
[Nam, 2012]. En estos afios, surge el desarrollo de indices que reflejan las caracteristicas
bioguimicas de enzimas promiscuas [Nath, 2010]. En 2010, comienzan los intentos por
desarrollar un método computacional de prediccion de promiscuidad [Carbonell, 2010].
Desde 2012 a la fecha, a la par que las aproximaciones bioinforméticas se multiplican
[Nagao, 2014; Cheng, 2012], se desarrollan investigaciones de aspectos biofisicos [Noda-
garcia, 2013; Zou, 2015], bioquimicos [Verdel-Aranda, 2015; Plach, 2016] y evolutivos
[Copley, 2015; Espinosa-Cantu, 2015] de enzimas promiscuas reafirmando que todos estos
aspectos estan relacionados al fendmeno. En las siguientes secciones se describiran
trabajos importantes sobre la relacion que guarda la promiscuidad con expansiones
gendmicas y flexibilidad molecular. Ademaés, se hablara sobre andlisis bioquimicos y

metabdlicos para la descripcidon del fenébmeno.
Funcién bioldgica de la promiscuidad enzimatica

¢ Por qué existe la promiscuidad enzimatica? Se tiene evidencia de dos papeles bioldgicos:
el primero proporcionar robustez a la red metabdlica de un organismo mediante redundancia
de reacciones de otras enzimas [Patrick, 2007]; el segundo permitir plasticidad evolutiva, es
decir materia prima para la adaptacion a variaciones ambientales [Aharoni, 2005; Sanchez-
Ruiz, 2012; Martinez-Nufiez, 2015] mediante la adquisicion de nuevas funciones quimicas.
Respecto a la robustez, se probd que sobre expresar enzimas promiscuas puede rescatar
pérdidas génicas [Patrick, 2007]. De 104 knockout sencillos de genes esenciales para E. coli
K-12, 20% de las auxotrofias pudieron ser suprimidas por la sobre expresion de plasmidos

gue contenian enzimas promiscuas. Otro ejemplo que aporta a la robustez es PriA, enzima
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de la ruta de histidina que realiza en la ruta del triptéfano la reaccion E.C. 5.3.1.24 [Barona-
Gomez, 2003]. En cuanto a la plasticidad se propone que para que la promiscuidad pueda
dar origen a la aparicion de nuevas funciones la actividad promiscua debe proveer una
ventaja fisiol6gica inmediata para poder ser seleccionada positivamente, ademas una vez
gue una funcién promiscua se vuelva relevante se debe poder mejorar mediante pocas
mutaciones derivando en el intercambio entre la actividad promiscua y la principal
[Khersonsky, 2010].

Aun cuando el producto de la promiscuidad genera metabolitos que no se integran al
metabolismo central de la célula, su efecto es positivo ya que estos metabolitos podrian
colaborar a la adaptacién al entorno participando por ejemplo en una relacion de simbiosis
0 de competencia con otros organismos. Este tipo de metabolitos, por lo general, no son
dafinos [Notebaart, 2014; Linster, 2013, Khanal, 2015] y pueden servir como blogues de
construccion para vias metabdlicas nuevas [Ma, 2013; Adams, 2014, Soskine, 2010]. La
respuesta inmediata de adaptacién de un organismo podria ser una consecuencia de su

grado de promiscuidad.
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PriA como ejemplo de la dinamica evolutiva entre la especializacién y la promiscuidad

de una familia de enzimas.

PRA CdRP

Figura 1 PriA cataliza la isomerizacién de los sustratos nativos ProFAR y PRA. Convertir ProFAR es un paso
de la sintesis de histidina catalizado por HisA en otros linajes bacterianos. Andlogamente la isomerizacion de
PRA es catalizada por TrpF en otros linajes. En Actinobacteria PriA se ha dividido en subfamilias. Entre ellas
subHisA, que se ha subfuncionalizado a la funcién HisA, subTrpF que se ha subfuncionalizado a la funcion

TrpF y finalmente PriB, que aln retiene la funcion TrpF pero con baja actividad catalitica.

Los operones his y trp de histidina [Fondi, 2009] y triptéfano [Merino, 2008] respectivamente,
participantes del metabolismo de aminoacidos, estan ampliamente distribuidos en los
organismos bacterianos. En Actinobacteria la familia promiscua PriA participa
simultdneamente en ambas rutas biosintéticas (Figura 1), desarrollando el equivalente a la
funcion TrpF en la ruta de histidina y a la funcion TrpF en la ruta de triptéfano. Como HisA
isomeriza el sustrato ProFAR y como PRA isomeriza el sustrato PRA. Para su estudio se
han generado datos bioquimicos, gendmicos y estructurales. En bacterias gram negativas
estan presentes los operones his y trp y en lugar de PriA existen dos familias HisA y TrpF.

PriA es homologa de HisA y adquirio la funcion de TrpF en Actinobacteria coincidentemente
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con que en este phylum trpF esta ausente de la mayoria de sus miembros. PriA se ha
diversificado un conjunto de subfamilias en Actinobacteria, por ejemplo, en Streptomyces,
existe la subfamilia PriB disminuye su actividad de TrpF debido a la presencia de una copia
de trpF en alguna parte del genoma [Verduzco-Castro, 2016]. En otras Actinobacterias trpF
se pierde totalmente por ello PriA la familia homéloga de HisA, se vuelve promiscua [Barona-
Gomez, 2003] realizando tanto la funcion quimica correspondiente a HisA como la de TrpF.
Finalmente, en la familia subHisA se pierde la funcién TrpF debido posiblemente a la
ganancia del operon trp completo [Noda-Garcia, 2013] y en la familia subtrpF se conserva
solo a la funcién TrpF debido a la pérdida del operén his [Juarez-Vazquez, 2017]. Existen al
menos 43 familias de Actinobacteria sin explorar respecto a la funcionalidad de PriA. En la
tabla 1 se muestran las constantes cataliticas de PriA estimadas en diferentes organismos
para estos dos sustratos.
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Relacion del pangenoma con la promiscuidad enzimética

El pangenoma es el contenido génico total de un linaje taxondmico. Las familias génicas de
un pangenoma pueden clasificarse segun su frecuencia de presencia/ausencia en cada
genoma del linaje. De acuerdo con esta clasificacion los principales grupos de familias
génicas en un pangenoma son el core, el shell y el cloud también conocido como dispensable
0 accessory genome. El core genome es el conjunto de familias con presencia en todos los
genomas del linaje. Por ejemplo, tanto la secuencia de la subunidad 16s de rRNA, asi como
los diversos genes ribosomales suelen estar en el core de la gran mayoria de linajes
bacterianos. El shell genome es el grupo de familias presentes en la mayoria de los
genomas, pero no en todos. En el shell se ubican por ejemplo familias que estaban en el
core genome pero que algunas bacterias del linaje sufrieron una dinAmica de pérdida génica.
Mientras que el cloud genome o dispensable genome es aquel grupo de familias que sélo

ocurre en unos cuantos genomas del linaje.

En el Dominio Bacteria se estima que alrededor de 200 familias de secuencias estan
altamente conservadas. Si bien no estan en el core, estas secuencias estan compartidas por
90% de los genomas [Halachev, 2011]. El core depende de los genomas seleccionados,
entre menos amplio sea el rango filogenético elegido mayor seré el tamafio del core. Dada
su conservacion el core genome puede utilizarse para trazar mejores relaciones filogenéticas
gue las obtenidas con el uso exclusivo de marcadores como la subunidad 16s del RNA
ribosomal o la proteina RpoB. El dispensable y el shell genome son juntos el conjunto
complemento del core genome, es decir todas aquellas secuencias que estan ausentes de
uno o mas organismos del grupo y por lo tanto no son necesarias para todos, sino sélo
posiblemente para el organismo que las posee. Como en estos grupos la presion de
seleccidn esta relajada respecto al core-genome [Firn, 2009] es el conjunto ideal donde la

plasticidad gendémica tiene facilidades para desarrollarse.

Esta idea puede restringirse a subsistemas metabolicos para identificar genes cuyas
enzimas estan en proceso de cambio de funcidn quimica, por ejemplo, en este trabajo se

encontré que el gen trpF esta presente en sélo 49 de 290 genomas analizados del género
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Streptomyces. Por lo que trpF se encuentra en el dispensable genome de este género
taxonomico, posiblemente adquiriendo una nueva funcién [Ma, 2013]. Para evitar problemas
técnicos del célculo del pangenoma existen modelos de medicion de variabilidad del
gendmica entre especies bacterianas [Kislyuk, 2011].

Modelos bioinformaticos de promiscuidad

Con el fin de reducir la inversidén en el proceso de experimentacion, se han implementado
algoritmos computacionales para predecir promiscuidad enzimatica [Carbonell, 2010;
Cheng, 2012; Nagao, 2014; Noda-Garcia, 2015; Garcia-Seisdedos, 2012]. Estos
procedimientos cuentan con un conjunto de aprendizaje, unos descriptores del conjunto, una
fase de ajuste de pardmetros y finalmente una prediccion. En 2010, Carbonell propone un
algoritmo de soporte vectorial basado en subsecuencias de distinto tamafio que llama
huellas moleculares. En este trabajo aplicado sobre 500,000 proteinas reportadas en la
enciclopedia de Kioto de genes y genomas (KEGG) se reporta 85% de éxito en deteccion de
enzimas promiscuas anotadas en KEGG. En 2012, Cheng compara los métodos de random
forest y soporte vectorial en 6799 proteinas provenientes de la base de datos Universal
Protein Resource (UniProt). Las enzimas son descritas con subsecuencias de aminoacidos
incorporando ademas caracteristicas biofisicas como polaridad. Se utiliza como grupo de

control a familias de enzimas donde nunca se ha reportado una enzima promiscua.

Un aspecto no considerado en estos métodos es que hay familias de enzimas con alta
identidad de secuencia entre sus miembros, con cambios bruscos en promiscuidad, debidos
por ejemplo a la dinAmica gendémica [Noda-Garcia, 2013; Verdel-Aranda, 2015], o bien que
ortdlogos de la misma familia enzimética pueden variar en su grado de promiscuidad [Bloom,
2007]. Esta caracteristica dificulta considerar solo la secuencia conlleve a buenos
predictores de promiscuidad. Obtener una prediccion positiva utilizando los modelos
existentes significa que, dada esa secuencia, en su familia se conoce previamente un
elemento promiscuo y que ademas sus subsecuencias de cierto tamafio son suficientemente
similares. Estos enfoques no pueden predecir de novo, en familias donde la promiscuidad
no ha sido previamente detectada experimentalmente, pues no consideran aspectos

evolutivos ni mecanisticos de las enzimas.
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Otra limitante a los enfoques descritos es que mezclan en su conjunto de entrenamiento
fendmenos distintos de promiscuidad. Cheng p. g. incluye enzimas moonlight que, si bien
poseen funciones adicionales a la catalizacién, son distantes a las enzimas promiscuas
[Copley, 2003]. Ademas, en ambos casos mezclan en el mismo conjunto enzimas
bacterianas y eucariotas, con lo que si existia una huella basada en secuencia entonces ésta

puede diluirse por la gran distancia taxonémica entre estos grupos.
Promiscuidad in vitro y promiscuidad in vivo

La ganancia de promiscuidad no sélo puede entenderse como la capacidad de convertir mas
sustratos [Carbonell, 2010], sino también como la mejora de la capacidad catalitica respecto
a ellos. El l-index [Nath, 2008], esta definido como un rango de valores entre 0 y 1 que tiende

a 1 entre mas parecida sea la actividad de la enzima sobre distintos sustratos, la capacidad

o . , . . . . K, , . .
catalitica es medida en términos del cociente de Michaelis - Menten KC—‘” El indice ha sido

m

utilizado para predecir la afinidad por sustrato del citocromo P450 [Nath, 2010]. Una limitante
del indice I es que se deben conocer los sustratos a los que la enzima es afin; sin embargo,
se puede sospechar que una enzima ha ganado promiscuidad aun sin conocer sus
potenciales sustratos. Otro punto por sefialar es que las variables K,,;,K,, son mediciones
realizadas in vitro y no se consideran todos los sustratos presentes in vivo. Para solventar
esta dificultad e investigar variaciones de sustratos nativos se pueden buscar productos
similares a los ya conocidos por medio de analisis bioinformaticos o metabdlicos
[Nesvizhskii, 2007] como los empleados en la deteccion de rutas no conservadas en la
biosintesis de productos naturales [Medema, 2015]. En particular para este fin se ha utilizado

espectroscopia de masas Z—; [Nesvizhskii, 2007; Campbell, 2012] combinada con molecular

networking para identificar productos similares [Yang, 2013; Kocher, 2007]
El papel de la dinamica molecular en la promiscuidad

La mayoria de las estructuras tridimensionales de proteina se han obtenido por cristalizaciéon
de rayos X. Aunque mucho se ha hablado de la relacion estructura funcion, al cristalizar se
obtienen estados conformacionales homogéneos, que bien pueden no ser la Unica
conformacién que adopta la proteina en solucién [James, 2003]. En particular en el problema

de promiscuidad, se ha observado que la variacién funcional no queda obviamente reflejada
26



27

en la variacion estructural, lo que sugiere un rol significativo para la dinamica molecular
[Parisi, 2015; Noda-Garcia, 2013; Zou, 2015]. Se postula que un aspecto de la dinamica
molecular relevante para la diversificacion de especificidad por sustrato es el nimero de
conformeros [Javier-Zea, 2013]. Por ejemplo, en la Actinobacteria Corynebacterium
diphtheriae parece que el contexto gendmico correlaciona con pérdida de promiscuidad de
PriA ya que al poseer el genoma una copia de trpF, la enzima perdio esta funcién quimica
conservando solo la funcion EC 5.3.1.16 correspondiente a la ruta de histidina. Esta
subfuncionalizacién se refleja en la pérdida de estados conformacionales cambiando desde
un estado en C. diphtheriae hasta cuatro presentes en la dinamica de PriA de M. tuberculosis
[Noda-Garcia, 2013].

Las regiones rigidas de una enzima proporcionan orientacion adecuada con respecto a los
grupos cataliticos, mientras que las regiones flexibles permiten al sitio activo adaptarse a los
sustratos con diferentes formas y tamanos [Copley, 2003]. Esta consideracion sugiere que
la flexibilidad del sitio activo es otra caracteristica de la dinAmica molecular a considerar para
obtener informacion de la capacidad de ligacion de una enzima a distintos sustratos [Gatti-
Lafranconi, 2013]. Recientemente el indice de flexibilidad dinamica (dfi) se utiliz6 como una
medida cuantitativa basado en la respuesta a perturbaciones de aminoacidos (PRS). Este
indice se incrementd en regiones cercanas al sitio activo de beta lactamasas promiscuas

respecto al correspondiente dfi de B-lactamasas especialistas existentes [Zou, 2015].
Modelo biolégico: la diversidad de Actinobacteria

Al escoger un conjunto acotado para investigar familias de enzimas promiscuas se debe
recordar que la funcionalidad es jerarquica por lo que, para mejorar la anotacion, es deseable
reflejar el proceso evolutivo y restringirse a un grupo de organismos taxondmicamente
relacionados [Cruz-Morales, 2016]. Actinobacteria es un phylum que posee promiscuidad
tanto en el metabolismo periférico como en el core metabdlico. Entre datos publicos (NCBI)
y privados estan disponibles en 2014 alrededor de 1200 genomas no redundantes de
especies de Actinobacteria. Como punto de partida, se han estudiado las relaciones
filogenéticas y grupos de ortologia [Li, 2003; Waterhouse, 2013], en particular para identificar
relaciones entre las familias del phylum Actinobacteria, se han obtenido arboles multilocus

de entre 100 y 157 genomas [Gao, 2012, Sen, 2014]. Estos estudios sugieren como separar
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los genomas disponibles para hacer el célculo de grupos de ortologia. Finalmente, se han
realizado estudios de plasticidad gendmica en Streptomyces considerando 5 y 17
organismos de los 300 genomas disponibles en la actualidad [Zhou, 2012; Kim, 2015] donde
reportan respectivamente 2,018 familias en el core genome y 32,574 en el pangenoma.
Ademas de Actinobacteria, otros linajes con riqueza metabdlica conocida en metabolitos
secundarios como Cianobacteria y Pseudomonas también seran considerados en este
trabajo. Finalmente, Archaea un dominio desconocido, pero del que comienzan a haber
genomas disponibles ~800 genomas publicos en NCBI en 2016. Todos estos linajes pueden

ser considerados en la busqueda de variacion de promiscuidad.
Modelo metabdlico biosintesis de aminoacidos.

Al hacer el célculo vemos que Streptomyces, un género del phylum Actinobacteria cuenta
en su genoma con un promedio de 8316 secuencias codificantes segun la especie. Gran
parte de estas secuencias pueden ser agrupadas en subsistemas metabdlicos como
metabolismo de carbohidratos o de lipidos; de estos subsistemas uno de los mas amplios
es el metabolismo de aminoéacidos con entre 429 y 910 secuencias segun el organismo. La
sintesis de aminoacidos es un subsistema presente en todas las especies, pero con
suficientes variaciones que permiten hacer observaciones evolutivas. En un gran numero de
Actinobacterias las rutas de histidina y triptéfano de 7 y 11 pasos respectivamente convergen
en una enzima funcional llamada PriA, que realiza tanto la funcion de HisA como la de TrpF
[Barona-Gomez 2003]. La cantidad de familias en el subsistema de metabolismo de
aminoacidos, su variabilidad, su conservacién entre distintos grupos taxonémicos y la
existencia de estos ejemplos en Actinobacteria posicionan al metabolismo de aminoacidos
como un buen punto de partida para la busqueda de promiscuidad tanto de familias

promiscuas como de miembros promiscuos de las mismas.

En las cuatro décadas de estudio de la promiscuidad enzimatica, hemos aprendido que es
un fendmeno distribuido en distintos subsistemas metabdlicos [Nam, 2012] y que su
existencia puede deberse tanto al desarrollo de nuevas funciones para fines adaptativos
[Jensen,1976; Obrien, 1999; Firn, 2009; Copley, 2015], como al rescate de una funcién
perdida [Patrick, 2007; Barona-Gomez, 2003]. Por ello la dinamica de pérdida y ganancia de

genes asociada al contexto gendmico en bacterias se relaciona con cambio en la funcion
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enzimatica [Zhao, 2013; Zhao, 2014, Copley, 2015]. Precisando, respecto a la ganancia de
genes, se postula que la funcionalidad precede la duplicacion [Hughes, 1994; Obrien, 1999].
Lo que implica que dada una duplicacibn muy posiblemente previamente la promiscuidad
estuvo presente [Gerlt, 2001; Huang, 2012; Noda-Garcia, 2013; Risso, 2014].

Se han desarrollado técnicas bioguimicas y metabolicas de medicion [Nath, 2008], asi como
algoritmos computacionales de prediccion de promiscuidad [Carbonell, 2010; Cheng, 2012,
Noda-Garcia, 2015]. Un aspecto que mejorar dentro del modelado es la restriccion del
conjunto de estudio a un grupo taxondémico tan reducido que exista congruencia en las
familias de ortologia y a la vez tan amplio que permita observar efectos evolutivos; el phylum
Actinobacteria ha probado tener ejemplos de promiscuidad. Si bien la secuencia no ha sido
suficiente para la correcta prediccion de promiscuidad [Verdel-Aranda, 2015, Copley, 2015],
es posible que, dentro de las técnicas computacionales, incorporar consideraciones
evolutivas o bien flexibilidad durante la dinamica molecular nos proporcionan sugerencias
sobre promiscuidad de los miembros de una familia [James, 2003; Javier-zea, 2013; Noda-
Garcia, 2013; Zou, 2015].
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Figura 2: La promiscuidad puede entenderse a distintos niveles metabdlicos: enzima, familia

enzimética y ruta biosintética.

La promiscuidad puede abordarse a distintos niveles incluyendo enzima, familiay ruta

de metabdlica.

Si se entiende a la promiscuidad como funciones alternativas de alguna unidad molecular,
puede observarse promiscuidad a distintos niveles: desde un mismo gen que presenta
splicing alternativo, una misma enzima con funciones alternativas, o bien una familia
enzimatica donde al menos algunos homélogos codifican enzimas promiscuas [Nobeli,
2009]. Existen también rutas que generan productos metabdlicos alternativos [Lamble, 2003;
Weng, 2012], si se considera como la unidad de estudio a una ruta biosintética podemos
generalizar la nocién de promiscuidad al concepto de rutas promiscuas. La (Figura 2)
muestra tres niveles en los que se puede estudiar la promiscuidad: i) Distinguiendo familias

de enzimas promiscuas de familias especialistas, ii) Distinguiendo enzimas especificas de
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enzimas especialistas en una familia enzimatica promiscua y finalmente iii) encontrando

promiscuidad en rutas de metabolismo especializado.

Para clarificar la diferencia entre identificar familias promiscuas y miembro de familias
promiscua se propone el siguiente ejemplo: PriA en Actinobacteria y HisA en enterobacteria
son ambas familias que isomerizan ProFAR en la ruta de sintesis de histidina, pero solo la
familia PriA es promiscua pues puede ademas isomerizar el sustrato PRA durante la sintesis
de triptéfano [Barona-Gomez, 2003]. Sin embargo, dentro de Actinobacteria, existen
miembros no promiscuos de PriA. Cinéticas in vitro han mostrado que en algunas especies
del género Actinomyces los homologos de priA codifican para enzimas monofuncionales en
alguno de los dos sustratos [Juarez-Vazquez, 2017]. Asi pues, dentro de una familia
promiscua no todos los miembros tienen esta propiedad [Bloom, 2007]. En este trabajo se
buscara encontrar marcas de promiscuidad a nivel familia, enzima y ruta biosintética en el

metabolismo especializado.
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Figura 3: Antecedentes conceptuales de promiscuidad metabolica
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Algunos autores han intentado identificar enzimas promiscuas mediante aprendizaje
magquina utilizando Unicamente la secuencia de aminoacidos. Estos enfoques no han
distinguido entre los problemas identificacion de familias promiscuas e identificacién a nivel
de enzima [Carbonell, 2010]. Hasta ahora utilizar Unicamente la informacién de la secuencia
de aminoéacidos no ha sido suficiente para identificar una familia promiscua sin conocer
previamente al menos un miembro promiscuo de ella. Por otra parte, diferenciar la
promiscuidad a nivel de enzima una vez que se conoce una familia promiscua se dificulta
cuando la identidad de secuencia es alta. Tal es el caso de las PriA que han perdido la
promiscuidad en algunos miembros del género Actinomyces [Juarez-Vazquez, 2017]. En
este caso el establecimiento de las filogenia de los miembros del género permitié entender

la distribucién de la promiscuidad.

Para mejorar nuestro entendimiento del fenobmeno de promiscuidad, ademas de la
comparacion de secuencias es necesario integrar otros elementos al analisis, Es dificil medir
la promiscuidad en términos absolutos, por ejemplo, no se puede aseverar que una enzima
es “no promiscua” sin haber previamente descartado a todos los posibles sustratos del
universo quimico. Ademas, incluso enzimas que resultan no promiscuas en analisis in vitro
resultan que si son promiscuas al examinarlas in vivo [Noda-Garcia, 2012]. Sin embargo,
debido a que al adquirir una nueva funcién existe un umbral donde la funcién ancestral es
conservada, es plausible intentar transformar el problema de “encontrar promiscuidad” al de
“encontrar cambios en promiscuidad” al relacionar estos cambios con las huellas que dejan
los cambios funcionales [Soskine, 2010; Aharoni, 2005; Bloom 2007]. Entre los elementos
relevantes que correlacionan con la adquisicién de una funcién alternativa se encuentran
ademas de divergencia de secuencia, diversidad en vecindad gendmica (Zhao, 2014), la
pérdida o ganancia de genes [Juarez-Vazquez, 2017], las expansiones génicas, i.e. el
crecimiento del pangenoma dentro de un grupo taxonémico [Martinez-Nufiez, 2015] y
finalmente cambios estructurales o de flexibilidad durante la dinamica molecular [Zou, 2015;
Gatti, 2013]. Estos elementos tienen en comun que reflejan un cambio en alguna propiedad
gendmica o biofisica observable en el registro evolutivo, de lo que se deriva que el buscar
cambios en la promiscuidad de una enzima, familia o ruta, resulta mas factible por ahora que

la busqueda intrinseca de promiscuidad.
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Debido a la abundancia de datos gendmicos los primeros capitulos de este trabajo se
centran en encontrar variaciones en secuencia, distribucion del pangenoma, y vecindades

gendémicas para encontrar candidatos de familias, enzimas y rutas promiscuas.

El establecimiento de un marco de conservacion permite distinguir cambios

La funcién de una enzima es un concepto jerarquico, dependiente de la filogenia de un
organismo [Szklarczyk, 2015]. Por ello, para poder encontrar marcas de cambio funcional,
por ejemplo, diferencias en nimero de copias de una familia, primero es importante trabajar
en la construccion de un marco filogenético consistente que permita ordenar inclusive
organismos de la misma especie. La dificultad de esta tarea consiste en que, si los
organismos que se desea ordenar son muy cercanos, marcadores clasicos como el gen de
16s rRNA son también muy parecidos en secuencia y no permiten resolver las relaciones
entre ellos. Este caso dificulta la construccion de un arbol filogenético de Actinomyces y con
ello se imposibilitaba encontrar patrones en la matriz de presencia / ausencia de genes

[Juarez-Vazquez, 2017].

Para solventar la falta de resolucién de genes individuales en organismos cercanos puede
utilizarse el conjunto de todos los genes comunes en un linaje. Este conjunto es conocido
como el core genome. Se han desarrollado herramientas bioinformaticas para este
problema, por ejemplo, phyloPhlan [Segata, 2013] fija 400 genes comunes en bacteria y trata
de localizarlos dado un conjunto de genomas sin importar su linaje. Este enfoque enfrenta
gue el contenido génico de genomas procariontes suele ser muy variable debido a
mecanismos como transferencia horizontal y duplicacion génica [Land_insights 2015,
Koonin, 2015]. Esta variabilidad puede impedir encontrar muchos de estos 400 genes en un
cierto linaje. Entre organismos de la misma especie pueden suceder fenbmenos como que
el core siempre se reduzca al aumentar un nuevo genoma y que el conjunto total de familias
génicas (pangenoma) siempre aumenta. Aunado a esta observacion bioldgica estan también
las limitaciones técnicas, hay genes que no aparecen en un genoma porque este fue mal
secuenciado o ensamblado y por lo tanto estos genes disminuyen el tamafio del core. Para
distinguir cambios en el contenido génico en un linaje de organismos es Util establecer

primero un orden entre los genomas del linaje a analizar. Para ello, un camino que generaliza
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la propuesta de phyloPhlan es localizar los genes del core exclusivos de cada grupo de
genomas. Al momento existe publicada metaphor, una herramienta de seleccion de
ortélogos [Van-der-Veen, 2014] pero al comenzar este trabajo no existia un método
disponible para ello. Por ello el capitulo uno de esta tesis habla del desarrollo de Orthocore,

gue obtiene los genes del core y ademas los concatena y entrega un arbol filogenético.
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La genomica comparativa como herramienta en la distincién de familias y enzimas

promiscuas gue participan en el metabolismo especializado.
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Figura 4. El paradigma de EvoMining permitié localizar familias de enzimas de metabolismo central con
copias extra que habian sido reclutadas para una nueva funcién en metabolismo especializado. Un ejemplo
de ello es AroA, que cataliza una reaccion similar, pero sobre un sustrato diferente. La copia primaria cataliza
una reaccion sobre un metabolito con azufre y la secundaria sobre un metabolito con arsénico
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Una parte del metabolismo especializado esta compuesta por familias enzimaticas que
evolucionaron de rutas de metabolismo central [Caetano-Anolles, 2009]. En las familias
expandidas, ya sea por duplicacion o por transferencia horizontal, las expansiones pueden
retener la funcion quimica de las rutas centrales [Schniete, 2018; Verdel-Aranda, 2015], asi
como también la funcién alternativa suele estar presente aln a bajos niveles antes de la
divergencia o duplicacion [Soskine, 2010; Aharoni, 2005, Bloom, 2001]. Por tanto, las
familias con expansiones en un linaje son candidatas a ser familias promiscuas en él. Se ha
notado que en el linaje en que una familia enzimatica es promiscua hay una zona de cambio
en promiscuidad [Noda-Garcia, 2015], Las expansiones de rutas centrales que participan en
la sintesis de productos naturales son candidatos para presentar cambios en promiscuidad
tanto a nivel familia como a nivel enzima. Por ello la observacion de la retencion de funcion
ancestral al aparecer una funcion alternativa proporciona una zona favorable para la
busqueda de promiscuidad a nivel de enzima. En la familia existirA un gradiente de
promiscuidad donde las mas cercanas a la zona de duplicacién o divergencia tienen mas
indicaciones de tener un cambio en promiscuidad que las mas conservadas y cercanas al
metabolismo central. Estas copias extra son candidatas para pertenecer a rutas de

metabolismo especializado.

Como prueba de concepto esta idea de minar genomas incorporando informacién evolutiva
permitié la identificacion de la biosintesis de arseno lipidos [Cruz-Morales, 2016]. En este
trabajo se desarroll6 la idea de EvoMining, un método de mineria genémica que permite
localizar familias enzimaticas con copias extra en su linaje gendmico que ademas
presentaran marcas de reclutamiento a metabolismo especializado. La aplicacion de las
ideas de EvoMining llevaron a identificar una expansion en el nimero de copias de la enzima
AroA en Actinobacteria. Se demostro experimentalmente que la copia secundaria era parte
de un cluster de sintesis de arsenolipidos, . Es interesante remarcar que las funciones tanto
primaria como secundaria son similares, lo que cambia es la especificidad de sustrato en
cada copia. En la copia primaria el sustrato tiene un atomo de fosforo, en la secundaria uno
de arsénico. Otros genes del clluster biosintético también parecen ser expansiones de
familias del metabolismo central. Este descubrimiento se realizé con la primera version de
EvoMining que conto con 200 genomas de Actinobacteria [Cruz-Morales, 2016], una base
de datos de secuencias de enzimas de productos naturales y otra base de datos de
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secuencias de enzimas de rutas centrales curada a mano. En esta primera version quedaba
pendiente poder utilizar EvoMining como plataforma de exploracion de linajes
personalizables con genomas provistos por el usuario, asi como sistematizar la informacion

del conjunto de enzimas consideradas como participes de BGC de productos naturales.

La busqueda de productos naturales cuenta entre sus premisas que estos se producen en
vecindades genomas llamadas clisteres y que ademas clUsteres cercanos (ya sea en
contenido génico o en la secuencia de sus componentes), exploran variaciones metabdlicas,
es decir sus enzimas catalizan reacciones sobre sustratos parecidos, aungue no idénticos
[Cruz-Morales, 2016; Medema, 2015]. Los clusteres de genes biosintéticos (BGC) de
productos naturales que han sido caracterizados experimentalmente estdn depositados
gracias el esfuerzo de toda la comunidad en la base de datos Minimal information about a

biosynthetic gene claster MIBIG. Actualmente MIBIG cuenta con 1400 BGC.

EvoMining ha demostrado incorporar efectivamente premisas evolutivas para localizar
enzimas pertenecientes a estos BGC aun cuando pertenezcan a clases no conocidas.
Analogamente otra herramienta de mineria genémica ha utilizado con éxito la busqueda de
copias extra para encaminar su busqueda especificamente a BGC de resistencia a
antibidticos [Alanjary, 2017]. Desarrollar EvoMining en combinacién con algoritmos de
busqueda de cambios en la vecindad gendémica la haran una plataforma ideal para abordar
el problema de las familias, proporcionando una solucién la dificultad de no tener
conocimiento previo de un miembro promiscuo en la familia investigada. Respecto al
problema de los miembros, se propone explorar variaciones en vecindad gendmica, flujo
génico y dinamica molecular, como candidatos a reflejar la variacion en promiscuidad. Uno
de los modelos modelo biolégicos a explorar serd el phylum Actinobacteria, un grupo de
bacterias reconocido por su diversidad metabdlica donde se ha probado la existencia de
promiscuidad enzimética. Existen otros modelos interesantes como Pseudomonas Yy
Cianobacteria, linajes donde segun MIBIG hay abundancia de BGC. En contraste Archaea
no tiene mas que un BGC reportado, esto puede deberse a un fendmeno biolégico o bien a
falta de exploracion en dicho dominio. Aunque se ha avanzado tanto en el conocimiento de
la promiscuidad en Archaea [Martinez-Nufiez, 2017] como en la deteccion de productos

naturales, sin necesariamente caracterizar los genes biosintéticos [Charlesworth, 2015]
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EvoMining podria ayudar a entender los patrones de expansion reclutamiento y sugerir

familias con promiscuidad enzimatica en este dominio.

EvoMining es una plataforma bioinformética de analisis de expansion y reclutamiento de
familias que puede ser utilizada para la identificacion de enzimas que participan en cllsteres
de sintesis de productos naturales. Si se combinara EvoMining con la premisa de que
vecindades distintas son marcadoras de funciones quimicas distintas, al encontrar una
familia expandida con vecindades genomas diferentes se podria solventar la deficiencia de
otros métodos bioinformaticos consistente en que para identificar familias promiscuas se
debe conocer previamente un miembro promiscuo de la misma. Asi pues, al combinar
EvoMining con herramientas de vecindad gendmica tanto de comparacion como de
visualizacion estaremos mejorando su funcionalidad en la identificacion de familias

promiscuas.

La genOmica comparativa como herramienta en la priorizacion de cllsteres

promiscuos

La promiscuidad nos interesa por su producciéon de variantes. Si bien en rutas centrales
rescata la funcion, en metabolismo secundario crea nuevas variantes moleculares que
permiten adaptacion, de hecho, pangenomas grandes correlacionan con aparicion de
nuevas funciones enzimaticas. Considero que el concepto de promiscuidad puede ser
extendido a un nuevo nivel considerando a los clisteres de genes biosintéticos como una
nueva unidad. Asi pues, existiria la promiscuidad de una enzima, promiscuidad de una

familia y promiscuidad de un clUster.
Expansion y contextos gendmicos como herramienta de anotacion funcional

Al evaluar la herramienta de andlisis de promiscuidad PROMISE [Carbonell, 2010] en un set
de datos de la familia HisA/PriA [Noda-Garcia, 2015] obtuve que en su mejor desempefio es
(huella molecular de tamafio 6) clasifica correctamente casi todas las no promiscuas, (HisA)
pero no sucede lo mismo con la familia PriA donde tiene éxito en 16 de 45 casos. Al aplicar
el mismo tamafio de huella a 9 miembros promiscuos de la familia IlvC no consigue predecir

correctamente ninguno de ellos reflejando tal vez que en su conjunto de entrenamiento no
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habia miembros promiscuos ilvC. Por lo menos para estas familias el conjunto de

entrenamiento o los descriptores no son suficientes para la anotacion de promiscuidad.

La diversidad enzimatica existente es el resultado de un proceso de expansion, mutacion y
seleccidon que se ha desarrollado durante el transcurso de la historia evolutiva [Khersonsky,
2010; Pearson, 2012]. Existe evidencia de que cierto grado de promiscuidad o divergencia
funcional precede a la duplicacion génica [Hughes, 1994]. Por este motivo detectar
expansiones ya sea duplicaciones o transferencias horizontales [Treangen, 2011], puede ser
un buen punto de partida para determinar divergencia funcional y promiscuidad. No todas
las expansiones denotan cambio de funcidon enzimatica, algunas pueden ser meros
accidentes, sin embargo, dado que la funcién de una enzima suele estar relacionada con
sus vecinos [Overbeek, 1999; Zhao, 2014; Zhao, 2013, Verdel-Aranda, 2015], una expansion
en una vecindad genoma diferente de la tradicional sera un referente de adquisicién de una

nueva funcién y entonces un indicador de existencia previa de promiscuidad.

Para sistematizar el estudio de contextos y vecindades genémicas se desarroll6 Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins STRING [Snel, 2000], que cuenta con una
anotacion de ortologia jerarquica y consistente, realizada en 2000 organismos en cuyo
marco interacciones de proteinas con implicaciones funcionales son predichas tanto de novo
por informacién gendémica de coocurrencia como por mineria de datos en articulos
publicados. STRING es una base de datos, y como tal no permite agregar nuevos genomas
para su analisis. Sus 2000 organismos incluyen especies tanto bacterianas como eucariotas.
Al existir tanta diversidad, los genomas disponibles para un género o clase especificos son
escasos, p. g. de los mas de 300 genomas disponibles de Streptomyces solo 24 estan

incluidos.

Para resolver la baja cobertura de STRING hacia ciertos grupos taxonémicos se pueden
desarrollar scripts de vecindad gendmica utilizando RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology); un servicio interactivo de anotacion automatica de genomas de
bacterias y arqueas [Aziz, 2008; Overbeek, 2014] donde la funcion de cada gen se asigna
de acuerdo con conocimiento previo de subsecuencias de organismos cercanos
filogenéticamente, cuando es posible se incluye en un subsistema metabdlico. Estamos en

una era de explosién de datos gendmicos, prOximamente se espera contar con millones de
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genomas bacterianos incluso provenientes de bacterias no cultivables, por ello los algoritmos
deben ser constantemente optimizados a los nuevos volimenes de datos [Medema, 2015].
Ante esta expectativa seria muy Gtil desarrollar algoritmos de andlisis genémico que sean de
codigo libre o al menos interactivos para que cada laboratorio pueda personalizarlos para

sus propios genomas.

Finalmente, no solo la vecindad gendmica inmediata puede ser utilizada como distintivo en
la busqueda de promiscuidad, diferencias en el contexto gendémico en genes relacionados
con una enzima promiscua, sin importar su ubicacion dentro del genoma también pueden
ser relevantes para la pérdida o ganancia de funcion quimica [Noda-Garcia, 2013; Juarez-
Vazquez, 2017].

Contexto y vecindades gendmicas

En 2012 fueron analizados 102 genomas de 29 familias de Actinobacteria [Noda, 2012].
sugiriendo que al menos en Corynebacteria el contexto y la vecindad gendémica incidian en
la subfuncionalizacion de PriA en subHisA [Noda-Garcia, 2013]. Respecto a IlvC, otra familia
involucrada en la sintesis de aminoé&cidos fue estudiada y caracterizada bioquimicamente
en 1 Corynebacterium y 8 Streptomyces [Verdel-Aranda, 2015]. Para ampliar estos
resultados, utilizando la anotacion de RAST y una generalizacion de la definicién de vecindad
de STRING, se disefié un algoritmo para identificar vecindades similares asi como uno de

visualizacion de contexto, ambos disponibles como software libre en GitHub nselem/perlas .

El algoritmo de clasificacion de vecindades permite agruparlas en clisteres y calificar estos
clusteres segun su conservacion dado un grupo de bacterias. La definicién de vecindad y
similitud de vecindad esté descrita posteriormente en los métodos. El algoritmo fue aplicado
a la familia IlvC en 290 Streptomyces resultando 9 clisteres Datos entre los mas poblados
el primero cuenta con 279 elementos, otro con 9 elemento y dos mas con 7 miembros,
resultados experimentales son congruentes con que existe divergencia funcional entre

miembros de clusteres distintos [Verdel-Aranda, 2015]
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Estudio de la familia PriA
Caracterizacion in vivo

No todas las familias promiscuas provienen de expansiones, tal es el caso de PriA en
Actinobacteria, donde no tiene expansiones y hasta el momento no se le conoce
participacion en rutas de metabolismo especializado. La promiscuidad de PriA parece debida
al rescate de la funcidon TrpF. Algunas enzimas PriA no han mostrado promiscuidad in vitro,
pero si in vivo ya que sobreviven en un medio sin triptéfano, es decir in vivo complementan

la funcion TrpF.
Caracterizacion bioquimica in vitro.

De la familia PriA y sus subfamilias se han caracterizado bioquimicamente miembros
selectos de Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Micrococcaceae, Acidimicrobiaceae,
Corynebacterium, Mycobacteriaceae, Streptomycetaceae, Camera (provenientes de
metagenoma), reconstrucciones ancestrales, 80 mutantes de Corynebacterium, y 2
mutantes de Camera mediante cinéticas enzimaticas para calcular las constantes K.,;,K;,.
El genero Streptomyces, el que cuenta con mayor cantidad de genomas disponibles
representa una oportunidad muy poco explotada de explorar la influencia del contexto y la

vecindad genémicas en secuencias de PriA.
Modelado de dindmica molecular

La dinamica es un método que permite hacer simulaciones de particulas que sirve para
obtener informacién de propiedades macroscoépicas de un conjunto de atomos [Petrenko,
2001; Kukol, 2008]. Es util en el marco de mi proyecto porque permite la exploracion del
espacio conformacional, y se ha visto que este esta relacionado con la actividad de la enzima
[Sikosek, 2014], ademas dado un conformero permite verificar su estabilidad. Resuelve la
ecuacion de movimiento de Newton con base a una configuracion inicial, las fuerzas
interatdbmicas como los enlaces covalentes, las fuerzas de Van der Waals y la carga de las
particulas [Campbell, 2012]. Entonces para generar una simulacion de dinamica molecular,
debe contarse con una estructura como punto de partida, ya sea esta cristalografica o

modelada de novo o por homologia. El laboratorio de bioinformatica y biofisica
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computacional ha desarrollado un protocolo de generacion de modelos homdlogos
estructurales y dinamicas moleculares; con este pipeline se han generado dos estructuras
de Camera [Noda-Garcia, 2015], 30 estructuras y dindmicas de miembros de
Actinobacteriaceae y Bifidobacteriaceae [Juarez-Vazquez, 2017] y finalmente una estructura
de subHisA de Corynebacterium diphteriae. En el género Streptomyces, interesante debido
a su variacion en contexto genémico y en mediciones in vitro aun no se modelan dinamicas

moleculares ni se habian realizado estructuras por homologia previo a este trabajo.

En conclusion, la promiscuidad enzimatica es un fendmeno complejo debido a multiples
causas. Existe una gran variedad de estudios con enfoques puntuales sobre aspectos
estructurales, dindmicos y evolutivos sin embargo hasta ahora no se han reportado trabajos

multidisciplinarios que involucren a todas las partes involucradas
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar el fendmeno de promiscuidad tanto desarrollando estrategias para identificar
familias promiscuas, miembros promiscuos en dichas familias o clisteres biosintéticos
promiscuos dentro de un grupo taxonémico, como comparando variaciones de promiscuidad
in vitro con variaciones en contexto genémico y en propiedades relacionadas a la estructura

tridimensional en miembros de una familia.
Objetivos particulares

1. Entender cuales son los genes mas conservados en el core genome en un linaje
taxonomico y aplicar este conocimiento.

2. ldentificar de familias enzimaticas con cambios en vecindades gendmicas como
caracteristicas informativas provenientes de datos filogenémicos.

3. Entender la evolucion de clusteres biosintéticos y vecindades gendmicas diversas, para
poder organizarlas jerarquicamente tal y como se pueden organizar las secuencias de
enzimas. Con este conocimiento proponer y un BGC promiscuo Yy verificar la hipotesis
de rutas promiscuas

4. Estudiar la relacion entre historias filogendmicas y procesos biofisicos con la

promiscuidad in vitro, a través de mediciones de ciertas caracteristicas de la familia PriA.
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Estrategias

Obtener informacion genomica de diversos linajes genomicos.

Colectar genomas de Actinobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea de NCBI y de

colecciones privadas.
Anotar consistentemente las secuencias codificantes de estos genomas.

Utilizar un anotador automatizado y desarrollar los scripts necesarios para automatizar la

anotacion de los genomas.
Establecer las relaciones filogenéticas de los genomas colectados.

Mediante el uso del core genome construir un arbol filogenémico que permita establecer un

marco sobre el cual hablar de cambio.
Establecer las relaciones filogenéticas de los genomas colectados.

Desarrollar Orthocore. Proponer una métrica para identificar los ortélogos méas conservados

de una familia génica.
La promiscuidad en familias enziméaticas.

Desarrollar EvoMining hasta el punto de convertirla en una distribucion funcional de cédigo
libre disponible para otros investigadores. Agregar caracteristicas que faciliten la
investigacion como la visualizacion de la vecindad gendmica de los miembros de una familia

y otros metadatos como el nimero de copias por organismo.

Identificar cambios en la vecindad gendmica en familias selectas de enzimas de metabolismo

central.
Identificar familias de metabolismo central en los linajes gendmicos seleccionados.
Identificar mediante EvoMining las familias de metabolismo central con expansiones y

reclutamientos que pueden presentar promiscuidad enzimética.
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Desarrollar las herramientas bioinformaticas necesarias para entender la conservacion y
evolucion de BGC u otras vecindades gendmicas a las que pertenecen las expansiones de

las familias centrales previamente seleccionadas.
Promiscuidad in vitro dentro de miembros de una familia promiscua de enzimas.

Dados los sustratos conocidos de PriA investigar las posibles correlaciones entre mediciones
de constantes cataliticas, contexto gendémico, vecindad gendémica, estructura tridimensional

y cambio en el nUmero de copias en diversos linajes.

Sistematizar EvoMining para convertirla una plataforma descargable y utilizable en
cualquier set de datos bacterianos relacionados taxonémicamente proporcionados

por el usuario.

-Ampliar el contenido de EvoMining para poder analizar nuevas bases de datos gendmicas,
agregando por ejemplo los nuevos genomas colectados de Actinobacteria, asi como los

genomas de Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea.

-Sistematizar la base de datos de metabolismo central.

-Desarrollar la visualizaciéon e integrar la clasificacién de vecindades gendémicas como una

herramienta adicional en la busqueda de promiscuidad.
Seleccionar miembros homélogos de la familia de enzimas para modelado molecular.

Se escogieron 41 Streptomyces repartidos en un arbol de RpoB de 400 Streptomyces con
genoma disponible. Esta seleccion incluye los seis Streptomyces de los que se cuenta con

cinética enzimatica de PriA, tres de ellos con estructura cristalografica.
Medir cinéticas enzimaticas, contexto gendmico y vecindad genémica
Estudiar la existencia de distintas vecindades gendmicas. Determinar la cinética enzimatica

de PriA respecto a sustratos atipicos sugeridos por los estudios estructurales. Obtener
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mediante una colaboracion 37 modelos estructurales por homologia y modelar docking

molecular.
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Metodologia

A continuacioén, describiré la metodologia para cada una de las estrategias expuestas
previamente. Todos los scripts desarrollados fueron escritos en Perl y estan disponibles en

GitHub https://github.com/nselem/perlas y empacados como un contenedor de Docker.
La promiscuidad en familias enziméticas.
Actinobacteria gendémica

Para obtener informacién gendmica del phylum Actinobacteria mediante la coleccion de
genomas de NCBI se revisaron todas las familias de Actinobacteria de la base de NCBI
“‘genome”y se seleccionaron los genomas con minimo 5 genes por contig. Se crearon scripts
para utilizar la interfaz e-utils de NCBI y descargar estos genomas desde la terminal a partir
de una lista de identificadores. El mismo procedimiento se aplic6 a Cianobacteria,

Pseudomonas y Archaea.
Anotacion

Para anotar consistentemente las secuencias codificantes de estos genomas se utilizé el
anotador automatizado RAST y se desarrollaron los scripts necesarios para anotar los
genomas desde la terminal, conectado asi NCBI y RAST. Se empacaron estos scripts en

una distribucion Docker de myRAST.
Filogenia de la base de datos gendmica

Establecer las relaciones filogenéticas de los genomas colectados mediante el uso del core
genome para construir un arbol filogenémico, y para encontrar genes marcadores de un
linaje taxondmico. Para obtener el core genome y en base a ello reclasificar los genomas se
disefid el algoritmo Orthocore que generaliza el concepto de Best Bidirectional Hits (blast all

vs all).

Orthocore. Se realiza un blast all vs all de genomas deseados. Para cada secuencia,

centrado en cada genoma se realiza una lista (estrella) de sus mejores hits bidireccionales.
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Si las listas de todos los genomas coinciden es un BBH mudltiple y se agrega la lista al core
genome. Una vez con el core genome completo se puede reconstruir la filogenia. Este

método fue exitoso en la deteccion de una familia marcadora de Clavibacter michiganensis.

Organizacion y presentacion de familias extendidas mediante el desarrollo una

plataforma bioinformaética.

Se desarroll6 EvoMining como una plataforma interactiva de consulta, se complementa con

programas de visualizacion de arboles filogenéticos y contextos gendmicos.
Algoritmo de reconstruccion filogenéticay visualizacion

Las secuencias de las familias enzimaticas expandidas fueron alineadas con MUSCLE v3.2
[Edgar, 2004] y curadas con Gblocks v0.91b [Castresana, 2000]. Los parametros de Gblocks
fueron fijados en incluir 5 posiciones como el minimo tamafio de un bloque y diez posiciones
como el maximo de posiciones contiguas no conservadas. La seleccidn de color de las hojas
del arbol fue automatizada utilizando Newick Utilities una serie de programas llamados desde
la terminal para manipular arboles en formato Newick [Junier, 2010]. La anotacion funcional
de RAST en su version clasica [Aziz, 2008; Overbeek, 2014] fue agregada al SVG.

Algoritmo de visualizacion

Para facilitar el analisis visual de una vecindad genémica y a la vez generar imagenes de
alta calidad exportables para su uso en publicaciones, se desarroll6 codigo cuya salida es el
formato Scalable Vector Graphics (SVG). Este formato es basicamente un archivo de texto
XML que contiene instrucciones para que navegadores como Chrome o Firefox realicen un
dibujo. Al ser vectores, las imagenes generadas en SVG no pierden resolucion al ser
escaladas y justamente por ser escalables permiten explorar con detalle grandes cantidades
de datos organizados por ejemplo en arboles filogenéticos. Los scripts extraen para cada
gen informacion necesaria como coordenadas, direccion, funcion quimica. La anotacion de
funcion proviene de la anotacion de RAST, la visualizacion de vecindades gendmicas fue
desarrollada de novo. Los primeros andlisis de EvoMining, antes de la existencia de esta
plataforma fueron desarrollados en el lenguaje Perl; este lenguaje cuenta con un moédulo

para facilitar la elaboracion de SVG (perimaven/SVG 2015) por lo que se decidio utilizarlo y
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continuar el desarrollo en Perl para no agregar nuevos requerimientos y facilitar su

portabilidad.

Se amplificar4 EvoMining de los 200 genomas con que contaba su version inicial a los 1200
colectados en Actinobacteria, ademas, se incluiran otros linajes gendmicos. Se transformara
la curacion manual de su base de datos de rutas centrales a la anotacion por subsistemas
de RAST. Finalmente se presentara la variacion en vecindades gendmicos como una
herramienta adicional que ayude en la busqueda de promiscuidad en familias de enzimas

pertenecientes al metabolismo central.
Desarrollo de bio contenedores

Para desarrollar herramientas bioinformaticas relacionadas al estudio de la promiscuidad se
adoptod el enfoque de los contenedores bioinformaticos, todo el codigo fue depositado y
documentado en GitHub y distribuido a través de un contenedor Docker siguiendo las

especificaciones generales de desarrollo de contenedores [Schulz, 2016; Gruening, 2018 ].

Identificar cambios en la vecindad gendmica en familias selectas de enzimas de

metabolismo central.

Se definira como familia de vecindades gendmica aquellas que compartan una enzima
qguery y al menos un gen con el cluster de referencia. Los miembros de esta familia seran

identificados y organizados filogenéticamente en una visualizacion.
Dinamica molecular

Para generar dinamicas moleculares en primer lugar se recolectaran las estructuras
tridimensionales de miembros de PriA de Actinobacteria. Después se procedera a modelar
por homologia las estructuras tridimensionales faltantes utilizando el pipeline del laboratorio
de bioinformatica y biofisica computacional. Este pipeline utiliza el software Rosetta para el
modelado para las estructuras y GROMACS Groningen Machine for Chemical Simulation,
[Van-der-Spoel, 2005] para el modelado de la dinamica molecular. Esta parte del trabajo se

realizara en colaboracion con el laboratorio de bioinforméatica y biofisica computacional.
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Consideraciones

Falsos negativos respecto a promiscuidad estdn muy extendidos en la literatura y en las
bases de datos, en parte porque la mayoria de las funciones son asignadas por similitud de
secuencia y dado un falso negativo el error se propaga en secuencias similares. Por otro
lado, es muy dificil demostrar un verdadero negativo a menos que se prueben todas las
posibilidades de sustrato para la enzima. Sin embargo, el espacio de sustratos puede
acotarse gracias a técnicas como el docking que esta intimamente relacionado con la
dindmica molecular [Campbell, 2012; Kukol, 2008]. Limitar el espacio de sustratos puede

retroalimentarse con el estudio de la promiscuidad in vivo y viceversa.

Con los métodos propuestos en este trabajo sélo se podra detectar pérdida o ganancia de
promiscuidad entre enzimas de organismos respecto a otros miembros dentro un grupo
taxonomico, no asi el estado de promiscuidad intrinseco a la enzima. Si dada una enzima
no se detectan variaciones en contexto, vecindad genética o flexibilidad dentro de un grupo
taxondmico cercano, entonces no podemos decir en principio nada acerca de la
promiscuidad de la variante, posiblemente es promiscua, pero al mantenerse constante en
todos los parametros descritos, con estos métodos no se puede sugerir promiscuidad. Es
posible que al mirar en un grupo taxonémico mas amplio se detecte una neofuncionalizacion
de la familia, aunque también es posible que exista una variable z como la flexibilidad de
sustrato [Nobeli, 2009; Odokonyero, 2014] que no se esté considerando y que explique o

sea el mejor indicador para esta familia de promiscuidad enzimatica.

Se debe considerar que si existe una correlacion vecindad genémica-promiscuidad, esta no
indica causa efecto, mas bien, es plausible que la vecindad sea un amplificacion de
diferencias en secuencia, a un numero igual de variaciones en secuencia la existencia de un
cambio de vecindad indica un proceso mas largo y mas cambios, es una amplificacion de

las marcas dejadas por transformaciones funcionales.

Si bien no se resuelve el problema de anotar promiscuidad automaticamente, este trabajo
pretende aprovechar que los contextos gendmicos ayudan a la identificacion de familias
promiscuas para mejorar una plataforma de productos naturales, pretende también una

confirmacion de que los cambios en la dinamica molecular ayudan a identificar los miembros
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mas promiscuos hacia actividades recién adquiridas, asi como también ser pionero en la

investigacion de promiscuidad in vivo.
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Capitulo 1

Orthocore: una herramienta computacional para

entender el pangenoma de un linaje gendmico.

La organizacion filogenética de un linaje genémico permite la observacion de dinamicas de pérdida
y ganancia de familias génicas en organismos cercanos. Si los organismos estan desordenados
taxondémicamente es dificil apreciar la dindmica de apariciébn-desaparicién por genoma de ortélogos
gue son miembros de una familia génica. Asi pues, ordenar los genomas de un linaje de acuerdo con
su historia evolutiva facilita apreciar cambios en el nimero de copias de una familia. Esta
consideracion es relevante en el marco de esta tesis ya que cambios en la ocurrencia de
promiscuidad pueden estar relacionados a copias extra de organismos cercanos [Verdel-Aranda,
2015]. Como se explicod previamente en la introduccion, el pangenoma de un linaje taxonémico esta
dividido en el core, shell y dispensable genome. Orthocore es un algoritmo que se desarroll6 para
automatizar la obtencion del core conservado de un linaje genémico. Con este core realiza una
reconstruccion filogenética de los organismos del linaje (Figura 1.1). En esta seccion se explica el
funcionamiento de Orthocore, asi como casos en donde fue utilizado, especificamente en casos de
estudio de los 6rdenes Actinomycetales [Juarez-Vazquez, 2017], Micrococcales [Rodriguez, 2016] y
Nostocales [Gutierrez-Garcia, 2019] y en el género Salmonella [Delgado-Suarez, 2018]. Finalmente
se describen otros métodos implementados para entender el pangenoma de un linaje genémico que
han sido utilizados en aplicaciones relacionadas al patégeno del tomate Clavibacter michiganensis
[Rodriguez, 2016].
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Figura 1.1 Orthocore calcula las familias génicas comunes de un linaje taxondmico. Después de un
proceso de filtrado, alineamiento y curacion, Orthocore concatena las secuencias de estas familias y

entrega una reconstruccion filogenética.

1.1. La distribucion de la funcion metabolica de las
familias del pangenoma depende de la variabilidad del

linaje seleccionado.

El nimero de familias génicas presentes en el pangenoma, asi como su distribucién en el core, shell
y dispensable genome depende de la eleccién de los genomas y del linaje genémico. Para entender
esto se puede pensar en un ejemplo extremo, consideremos una bacteria con 1000 familias de genes
de la cual se secuencian diez genomas de la misma cepa. Estas secuencias deberian ser
practicamente idénticas y en ese caso el core genome seria 1000 familias, el shell y el dispensable
genome serian cero. En este caso, todo el metabolismo, tanto el central como el especializado
estarian conservados dentro del core genome, ya que el shell y el dispensable genome se encuentran
vacios. Sin embargo, si variamos el linaje taxonémico, y ahora estudiamos el pangenoma de 10
especies distintas del género Streptomyces ahora el core genome estara compuesto por
aproximadamente un tercio de su tamafio. Dentro del core genome es donde se encontraran muchos
de las familias dedicadas al metabolismo central o conservado (por ejemplo, familias de la glicélisis
o sintesis de aminoéacidos). En cambio, muchas de las familias dedicadas al metabolismo
especializado y pertenecientes a clisteres biosintéticos de productos naturales (BGC) estaran en el
dispensable genome pues Streptomyces es productor de una gran variedad de metabolitos

especializados y cada especie suele tener su producto caracteristico (Figura 1.2).

o

Dispensable genome

Cenomas

Shell genome
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Figura 1.2 El pangenoma de un conjunto de genomas de un linaje puede ser clasificado en varios grupos.
En este ejemplo, en el lado izquierdo de la figura se observa en gris el genoma dispensable compuesto
por familias génicas presentes so6lo en un genoma. En dos tonos de morado observamos el shell genome,
familias que estan presentes en la mayoria de los genomas del linaje, en este en caso dos o tres genomas.
Finalmente, en rojo se muestra el core, aquellas familias presentes en todos los genomas del linaje. El
core contiene tanto familias muy conservadas con una sola copia por genoma (C), como familias
expandidas. Las familias marcadoras(M) pueden ser parte del core conservado o de las familias
expandidas. Del lado derecho se muestra una representacion del pangenoma para cualquier nimero de
genomas. Familias de metabolismo conservado tenderan a estar concentradas entre el core y el shell
genome, mientras que el metabolismo especializado tendra mas representantes en el dispensable que
en el core genome. Sin embargo, tanto el tipo de metabolismo como el tamafio del core, shell y genoma

dispensable pueden variar segun la diversidad de los organismos seleccionados.

El core genome de un linaje se puede usar para encontrar familias marcadoras (Figure 1.3). Estos
genes marcadores permiten realizar pruebas que diagnostican la presencia de organismos de ese
linaje. A las familias que estan presentes en el core genome de un linaje A, pero que estan
completamente ausentes de un linaje B se les llama marcadoras. Por ejemplo, genes conservados
en la especie Streptomyces coelicolor, pero ausentes en Streptomyces rimosus son genes
marcadores de Streptomyces coelicolor respecto de Streptomyces rimosus. Estos mismos
marcadores tal vez no sean marcadores respecto de Streptomyces lividans, a pesar de la cercania
taxonOmica entre estos organismos. La presencia de genes marcadores en el core depende de
ambos linajes, y ya que es de interés cientifico y tecnolégico encontrarlos en para identificar
diferentes taxones es importante contar con algoritmos que permitan encontrarlos de forma

automatizada.
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Figura 1.3 El core genome puede contener familias con funciones en distintos grupos metabdlicos, asi
como diversidad en el nimero de copias. Arriba se muestra que en el core pueden coexistir familias tanto
de copia Unica como con expansiones. Las familias con funciones en el metabolismo conservado suelen
concentrarse en el core genome (rojas), pero también dependiendo de los organismos seleccionados
pueden encontrarse ya sea familias enteras o0 algunas copias dedicadas al metabolismo especializado
(azul). No de todas las copias se conocera su funcion, algunas pueden tener un destino metabdlico
desconocido (gris) o bien ser predichas por algun algoritmo como parte del metabolismo especializado
(cian). Abajo a la izquierda se comparan familias del core conservado con exactamente una copia por
genoma contra familias del core expandido. Ambas pertenecen al core, pero en el core expandido hay
dos genomas que tienen una copia extra en esta familia, uno a cian y una gris, que podria dificultar la
eleccioén de los verdaderos ortélogos. A la derecha se ejemplifican familias de genes marcadores, Utiles
para identificar un linaje genémico. Tanto familias del core conservado como del core expandido pueden
ser familias marcadoras, siempre que exista al menos una copia de cada familia en el linaje 1 y ninguna

copia en el linaje 2. Las familias dejan de ser marcadoras cuando el linaje dos contiene al menos una
copia en algun genoma.

El nimero de familias en el pangenoma ya sea en el core, shell o dispensable genome no solo
depende de la divergencia o proximidad taxonémica de los organismos del linaje seleccionado,
también depende de lo variable que sea el contenido génico en los genomas del linaje. A esta
caracteristica se le conoce como apertura. Hay especies, por ejemplo, algunos patégenos, cuyo

pangenoma se encuentra sumamente cerrado en el sentido de que no importa cuantos genomas se
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agreguen, el numero de familias parece converger y ser asintético rapidamente a una cota superior.
En cambio, especies 0 géneros que viven en una gran diversidad de hbitats suelen tener un
pangenoma abierto. Esto significa que cada vez que se agrega un nuevo genoma aparecen otras
familias que no estaban en los genomas anteriores. En los linajes con pangenoma abierto el nimero
de familias nuevas al agregar un genoma seguira una tendencia creciente y no asintética. Ademas
de la apertura, existen otros intentos de cuantificar la diversidad genética de un linaje. Esta por
ejemplo la fluidez, definida como el promedio de familias Unicas entre familias totales por pares de
genomas. El pangenoma bacteriano total, es decir el total de familias génicas en el dominio Bacteria

es considerado abierto.

Finalmente, la distribucién de las funciones metabdlicas encontrada en los subconjuntos del
pangenoma (core, shell o dispensable genome esta relacionada a la proximidad filogenética de los
organismos seleccionados en el estudio. Entre mas diversos sean los organismos menos familias
dedicadas exclusivamente a metabolismo especializado abundan en el core/shell genome. La
diversidad provocara que lo Unico que tengan los genomas de estos organismos en comin sean
funciones conservadas por una amplia variedad de especies bacterianas. Ahora bien, muchas
familias de metabolismo especializado provienen de reclutamientos de copias extra de familias de
metabolismo conservado. Asi pues, aunque decrece el nimero de familias con exclusividad en
metabolismo especializado en el core y shell genome, estos subconjuntos del pangenoma auln
pueden contener familias conservadas que tengan copias extra en proceso de reclutamiento para
algun Claster biosintético de genes (BGC) de metabolismo especializado. Considerando las
reflexiones anteriores, entre mas diverso sea un linaje, mas tendera su core genome a contener
exclusivamente familias de metabolismo conservado mientras que su dispensable genome estara

formado mayormente por familias de enzimas del metabolismo especializado.

1.2. El core conservado permite la reconstruccion de

fillogenias complicadas

Orthocore es el desarrollo bioinformatico que realicé para calcular las familias génicas mas
conservadas del core genome. Dos genes son homdélogos si poseen un ancestro comun, entre los
principales grupos de homélogos estan ortélogos y paralogos. Los ortélogos provienen de eventos

de especiacion de un ancestro comun mientras que los paralogos evolucionan por eventos de
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duplicacion. Orthocore obtiene un subconjunto del core genome: el core conservado, es decir,
familias de ortélogos presentes en todos los genomas del grupo y que ademas son libres de
paralogos de dificil identificacion. El core conservado facilita la organizacién en arboles filogenéticos

de organismos de un linaje genémico.

La comparacion de la variacion molecular entre ort6logos ha sido utilizada para establecer relaciones
filogenéticas entre organismos. Esta técnica ha dado lugar a grandes descubrimientos. Por ejemplo,
comparar la secuencia de la subunidad 16S del gen RNA ribosomal (16S rRNA) condujo a Woese al
descubrimiento del dominio Archaea en 1977 [Woese, 1977]. Un arbol de especies suele hacerse
con secuencias de familias que pertenecen al core genome de un Dominio, por ejemplo, las familias
16S rRNA o rob en los Dominios Bacteria y Archaea. Algunos autores realizan arboles multilocus
para mejorar la resolucién de arboles de especies realizados mediante la comparacion de secuencias
de 16S rRNA. Los genes seleccionados para los arboles multilocus deben estar en todos los
organismos y no tener copias extra tan parecidas que puedan confundirse y entorpecer la
reconstruccion filogenética, es decir, las familias seleccionadas deben ser parte del core conservado.

Orthocore automatiza la identificacion de estas familias.

Entre los factores importantes para establecer las relaciones filogenéticas que diferencian a las
Archaeas de las Bacteria estan los siguientes: 1) la presencia conservada de la subunidad de 16S
en los dos dominios y 2) la suficiente divergencia entre estas secuencias en los organismos de dichos
dominios. Ahora bien, establecer relaciones filogenéticas entre Archaea y Bacteria es en cierto
sentido mas sencillo que establecerlas entre organismos pertenecientes al mismo género o inclusive
a la misma especie. En ocasiones, como en el caso del género Streptomyces, la secuencia de 16S
rRNA por si sola no posee la suficiente variacion para resolver la filogenia [Labeda, 2017]. En
Streptomyces la variacion entre estas secuencias suele ser menor al 1%. Para resolver el problema
de escasa variacion en secuencias de 16S rRNA se pueden concatenar las secuencias de otros
ortélogos, siempre que estos aparezcan en todos los organismos que se estén estudiando, es decir,

siempre que sean parte del core genémico.

1.3. El algoritmo de Orthocore

Orthocore encuentra los genes del core conservado en todos los genomas que se le proveen. Para

poder ejecutarlo, el usuario tiene que proveer como entrada un conjunto de secuencias gendmicas
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gue ya debieron haber sido procesados por RAST, es decir ya deben tener anotaciones funcionales
de los genes presentes en dichos genomas. El algoritmo de Orthocore encuentra los genes que estan
conservados como ortélogos en todas las secuencias y proporciona como salida una matriz con
todos los genes y secuencias del core, es decir, todos los genes que resultaron mejores hits
multidireccionales (Figura 1.4). Una vez que tiene todas las secuencias realiza una reconstruccién
filogenética con las secuencias de aminoacidos y entrega la segunda salida, que es un arbol en
formato arbol en formato Newick. Con estas salidas se puede visualizar la filogenia de los organismos
en cuestion, identificar cuéles genes son parte del core. Una parte central de este algoritmo consiste

en determinar cuales genes realmente son ortélogos confiables para reconstruir la filogenia.

1.3.1. Los mejores hits multidireccionales definen los genes del core

conservado

Los ortologos suelen identificarse por similitud de secuencia, pero si se realiza la identificacion
manualmente también se suelen capturar paralogos que pueden confundir la elucidacion de eventos
de especiacion. Orthocore automatizé la busqueda de ortdlogos y el filtrado de pardlogos en
genomas procariontes mediante la generalizacion de la definicién del mejor hit bidireccional (BBH
por sus siglas en inglés). Dos secuencias son BBH si cada una es el mejor hit de un algoritmo de
distancia (BLAST usualmente) en el genoma de origen de la otra. Una primera generalizacion para
obtener el set de ort6logos de una familia del core es definir un genoma de referencia y tomar los
BBH respecto a ese genoma. En la practica, esta definiciébn da como resultado distintos resultados

segun el genoma de referencia, haciendo que algunos paralogos no sean filtrados.

Para solventar esta dificultad se definié en Orthocore el concepto de mejores hits multidireccionales.
Un conjunto de genes son mejores hits multidireccionales si todos entre si son BBH por pares y cada
uno de los miembros de ese conjunto de genes pertenece a cada una de las secuencias genémicas.
Es decir, si cada gen fuera un punto y ser mejor hit se expresara como una conexién con direccién
todos los puntos estarian conectados por una flecha de ida y otra de regreso. Con este método se
eliminé la dependencia de un genoma de referencia. Esta restriccién también ocasiona que en grupos
muy grandes por ejemplo mas de 100 genomas de distintas especies, o muy diversos de distintos
dominios, 0 muy fragmentados como con contigs de en promedio 3 Mbp, el core conservado puede

guedar vacio.

59



60

BBH entre dos secuencias Best n-directional Hit

._.@ 0<8 o—©
X

Figura 1.4 Orthocore utiliza los mejores hits n-direccionales para obtener grupos de ortélogos. Un hit es
el mejor resultado de una secuencia en otro genoma. Un Bidirectional Best Hit (BBH) es el mejor hit
bidireccional. La secuencia 2 es el mejor hit de la secuencia 1 en el genoma 2 y reciprocamente, la
secuencia 1 es el mejor hit de la secuencia 2 en el genoma 1. La existencia de una copia extra muy
parecida a la secuencia 2 puede romper el BBH. Un mejor hit n-direccional debe ser BBH todos contra

todos garantizando que estas secuencias estan muy conservadas entre si.

1.3.2. Ejecucién de Orthocore

Orthocore es una tuberia escrita en Perl que incorpora los hits multidireccionales permitiendo obtener
y usar el core conservado para realizar una reconstruccion filogenética mediante los siguientes

pasos:

- Obtiene el core conservado: los mejores hits multidireccionales (Blastp).

- Alinea cada familia del core conservado (MUSCLE).

- Cura autométicamente cada familia del core conservado (Gblocks).

- Concatena las familias del core conservado formando un alineamiento multilocus de
aminoécidos.

- Provee una reconstruccion filogenética que se genera a partir del alineamiento (FastTree).

- Provee los genes del core conservado y su anotacion funcional segin RAST.

Existen otros algoritmos como OrthoMCL [Li, 2003], y FastOrtho [Wattam, 2014] que dividen
pangenomas en cllusteres de familias de genes, get homologues [Contreras-Moreira, 2013] y
Metaphor que obtienen el core y filtran buscando verdaderas relaciones de homologia, y finalmente
BPGA [Chaudhari, 2016] que hace reconstrucciones filogenéticas tanto segun el core como segun el
pangenoma. Sin embargo, Orthocore resolvi6 en su momento la necesidad especifica de
proporcionar un alineamiento concatenada de genes del core conservado lista para utilizarse en un

arbol multilocus. Adicionalmente, como Orthocore fue disefiado para trabajar con la anotacion de la
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plataforma RAST, también se obtiene la anotacion funcional tanto de familias del core como del

complemento.

Orthocore incorpora todas las dependencias en un contenedor de Docker disponible en
https://github.com/nselem/orthocore. Ademas, en este contenedor esta un script que permite bajar
genomas de NCBI masivamente para posteriormente anotarlos en RAST desde la terminal. Los

protocolos de uso se encuentran al final de este capitulo.

1.4. Aplicaciones de Orthocore, identificacion del core

conservado y de familias de genes marcadores.

Cuatro aplicaciones de Orthocore seran presentadas en las siguientes secciones de este capitulo.
En la primera aplicacién el core conservado en Actinomycetales permitié organizar filogenéticamente
a este orden. Esta organizacion facilité el entendimiento en cambios de promiscuidad de la familia
enzimatica PriA mediante la distincion de patrones de pérdida y ganancia de genes en las rutas de
sintesis de histidina y triptéfano. En la segunda aplicacion cepas de Salmonella fueron ordenadas
filogenéticamente. La tercera aplicacion permitio realizar una reconstruccion filogenética del orden
Nostocales del phylum Cianobacteria y comparar asi patrones de presencia y ausencia de clisteres
de genes biosintéticos. Finalmente, en organismos del microbioma del tomate Orthocore de utilizé
para identificar genes marcadores que permitieran distinguir cepas de Clavibacter Michiganensis de

otras especies de Micrococcales.
1.4.1. Orthocore de Actinomycetales para mejorar el arbol de especies

A pesar de que se sabia que miembros de la familia PriA habian sufrido cambios de promiscuidad y
de especificidad entre la funcién HisA de la via de sintesis de histidina y la funcion TrpF de la
biosintesis de triptéfano [Noda-Garcia, 2013], se desconocia cémo habia ido cambiando la funcién
de esta familia de genes durante los procesos de especiacion en Actinomycetales. Para eso se
necesitaba entender filogenéticamente al orden Actinomycetales, el camino que seguimos fue hacer
una filogenia con las secuencias de su core conservado. Orthocore fue disefiado para resolver este
problema. Con el resultado de Orthocore se realizé un arbol de especies donde se observaron
patrones de pérdida y ganancia de genes en la vecindad genémica del gen que codifica para PriA.
Se encontrd que hay clados de Actinomyces donde los genes correspondientes a la sintesis de
histidina no estaban en la vecindad gendmica de PriA, y mediante la realizacion de cinéticas
enzimaticas se comprobd que la actividad de catalizar la reaccidon correspondiente a HisA estaba
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perdida en estos organismos. A estas enzimas se les llamé subTrpF ya que sélo poseian la
capacidad de catalizar la reaccion correspondiente a la familia TrpF. Del mismo modo existian clados
gue perdieron los genes de sintesis de triptéfano en la vecindad de PriA y estas enzimas se
subfuncionalizaron a la familia subHisA. De estos datos se observa que en estos organismos la
especiacion coincidié con el cambio de promiscuidad en la familia PriA, acorde a la pérdida y
ganancia de genes vecinos. Este caso es una muestra promiscuidad puede coocurrir con variaciones
en el contexto gendmico, pudiendo estos cambios ser una marca para sugerir cambio funcional en
una familia. De esta forma, se pudo concluir que los perfiles de promiscuidad de PriA en el orden

Actinomycetales se relacionan con la especiacion [Juarez-Vazquez, 2017].

1.4.2. Uso de Orthocore para entender la evolucion de la patogénesis de

Salmonella en México.

Los genomas conocidos de Salmonella en México estan tan conservados en sus genes marcadores
tradicionales que se dificulta hacer una filogenia. Esta situacién es comun en cepas de la misma
especie. En este caso era importante relacionar las especiaciones de cepas aparentemente no
patogénicas y la evolucién de las islas de patogenicidad que se sabia estaban presentes en la
mayoria de los aislados.
Por ello, como primer paso se desarrollé una distribucién de myRAST en un contenedor de Docker
gue pudiera usarse en cualquier servidor. Esta tuberia prepara los datos para Orthocore al realizar
la anotacién automatica de genomas ensamblados en RAST. El protocolo de myRAST esta
disponible en GitHub y ademas puede encontrarse en los apéndices de esta tesis. Después, con los
genomas ya anotados, Orthocore fue usado para reconstruir la filogenia de estos aislados de
Salmonella. Ademas, se buscé como fue la evolucidon de las islas de patogenicidad de estas cepas
mediante un analisis de CORASON [Navarro-Munoz, 2018], en el que visualizamos las islas de
patogenicidad organizadas filogenéticamente. En este caso se observé una alta conservacion de
toxinas tifoidales en islas de patogenicidad de Salmonella. Estas fueron identificadas en 76% de las
cepas analizadas. Este andlisis se public6 como parte de un trabajo donde ademas se mostré que
las islas de patogenicidad no pueden ser marcadores de la enfermedad ya que se encontr6 ganado
sin sintomas de la enfermedad pero que si contenia bacterias con estas islas [Delgado-Suarez,
2018].
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1.4.3. Las bacterias Nostoc provenientes del metagenoma de cicadas

estan en el mismo grupo filogenético

Cianobacteria es un phylum de bacterias que se han adaptado a diversos ambientes. Aunque
muchas de ellas son marinas algunas Cianobacterias viven como simbiontes de plantas. En particular
las cicadas han desarrollado un tipo especial de raiz donde se sabe que vive como simbionte el
género Nostoc. La presencia de Nostoc en la raiz coraloide de las cicadas es facilmente distinguible
por la formacién de un anillo verde conocido como anillo Cianobacterial. En la Figura 1.5 se muestra
la filogenia de 76 Cianobacterias de 7 drdenes distintos construida con 198 proteinas del core
conservado obtenidas por Orthocore. En esta reconstruccion se puede observar que los Nostoc
asociados a plantas tienden a agruparse en la filogenia [Gutierrez-Garcia, 2019] lo que sugiere que
entre las Cianobacterias de nuestro set de datos pudiera ser que las 3 Nostoc provenientes de raiz
coraloide provengan de un evento de colonizacién. Queda por mostrar si esta filogenia corresponde
a la de las cicadas simbiontes, lo que sugeriria una estrecha coevolucién entre ambos organismos.

Identificacion de genes marcadores de la bacteria del ‘cancer del tomate’ Clavibacter michiganensis
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Figura 1.5 Reconstruccion de 76 taxa provenientes de 7 6rdenes de Cianobacteria. La matriz final
incluyé 45,475 aminoacidos curados de 198 familias de proteinas pertenecientes al core conservado. A
la derecha se muestra un acercamiento sobre el orden Nostocales. En este orden se incluyen algunas

bacterias simbiontes de cicadas. Metadatos como el tamafio de genoma, contenido de GC y habitat de
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origen muestran una posible tendencia de incremento de tamafio en los genomas provenientes del

microbioma de plantas.

1.4.4. Identificacion de genes marcadores de la bacteria del ‘cancer del

tomate’ Clavibacter michiganensis.

Los Micrococcales es un orden de Actinobacteria que contiene a Clavibacter, Micrococcus vy
Microbacterium, entre otros microorganismos. El género Clavibacter comprende especies que
pueden causar enfermedades en diversas plantas. En particular la especie Clavibacter michiganensis
es una bacteria causante de la enfermedad del cancer del tomate. Clavibacter michiganensis ha sido
frecuentemente aislada en compafia de otros Micrococcales morfoldgicamente parecidos. La
distincion entre microorganismos debida a la comparacién de la secuencia de 16S rRNA no era
suficiente para distinguir entre Micrococcales del microbioma del tomate, por lo que una prueba de
diagnéstico se hacia necesaria. Se habian utilizado como marcadores genes como tomA, ppaC y
celA entre otros, sin embargo, estas elecciones en ocasiones resultaban en falsos positivos segln

arboles de especies de 16S rRNA, por lo que nuevos marcadores eran necesarios.

Tldb(l]() pf(‘\/l() en
marcadores moleculares
sugeria los genes

Core conservado
de 7 cepas de
Clavibacter

michiganensis Marcadores
patogenas No
concluyentes
47 Familias de TomA PANGENOMA
genes ppaC del microbioma
\ DUF region ppaH de tomate
Pseudoclavbacted (1 clvA,civG pelA1
| celA
\ Micrococcus luteus
\ Horticonhe @) '\ Microbacterium sp AER114
Micrococcus (2 Zona de posibles Microbacterium testaceum
genes marcadores Pseudoclavibacter

Herbiconiux

Clavbacter (2

Figura 1.6 Los marcadores moleculares previos a este trabajo no permitian diferenciar correctamente a
Clavibacter michiganensis respecto al microbioma del tomate en invernaderos mexicanos. Arriba a la
izquierda se muestran los antiguos marcadores tomA, ppaC, ppaH, pelAl, celA. Abajo organismos
pertenecientes al mcrobioma del tomate. Orthocore obtuvo el core conservado de siete cepas de Cmm
patégenas, y este core se utilizd para definir nuevos marcadores. Aunque tomA pertenecia al core
conservado de Cmm, estaba también incluido en el pangenoma del microbioma del tomate. Después de
calcular la interseccion core conservado de Cmm y pangenoma del microbioma se obtuvieron entre las

familias marcadoras genes clv parte del cluster biosintético de clavidicina (michiganina).
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Al analizar en Orthocore genomas de Microbacterium y Micrococcus aislados de tomate se encontrd
gue tomA y los otros marcadores propuestos previamente no eran exclusivos de Clavibacter
michiganensis (Cmm). Al utilizar Orthocore en siete genomas de Cmm encontramos que varios genes
del claster biosintético de michiganina (BGC0000528 en MIBIG) codificado por los genes civVAFGLKM
pertenecian al core conservado, pero que al agregar los genomas no Cmm del resto del microbioma
del tomate los genes clv se pierden. El descubrimiento de que clv pertenecia al core de Cmm se
realizé con secuencias de genomas muy fragmentados, en la Figura 1.6 se muestran las cepas

originales que fueron analizadas.

Esta observacion se corrobor6 con mas genomas, en la Figura 1.7 se muestran como ejemplo 10
genomas de bacterias del microbioma del tomate, entre ellas siete Clavibacter, seis de tomates de
invernadero y uno Clavibacter proveniente de tomate silvestre y Clavibacter RA1B. Con Orthocore
vemos que el tamafio del core decrece al ir agregando genomas de Clavibacter y decrece ain mas
rapido al agregar los genomas de Micrococcus y Microbacterium La reconstruccién filogenética de
este microbioma, ubica a Clavibacter RA1B cerca de los otros Cmm, pero no en un clado junto con
ellos. Una busqueda por blast revela que los genes marcadores de Cmm: clvF, clvR son también
marcadores de Clavibacter RA1B, pero no asi clvA y clvG que solamente estan presentes en el core
de Cmm. Sin embargo, clvF y clvR no estan en el contexto del clister de michiganina en RA1B y su

similitud de secuencia es menor que la que se observa entre los otros Cmm.
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Figura 1.7 El Cluster clv es un marcador de la especie Clavibacter michiganesis en el orden
Micrococcales. Los genes clvEGAM que son una proteina de membrana, un transportador y dos
proteinas de sintesis del BGC clv estan muy conservados en la especie Clavibacter michiganensis.
clvFRK, es decir un transportador y el sistema de dos componentes estan presentes en otros

Micrococcales, pero con baja identidad de secuencia y nunca en el contexto del BGC de clavidicina.
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De hecho, al considerar mas genomas dentro del microbioma del tomate, la familia clvF no solo no
esta en el core conservado de Microbacterium y Micrococcus, sino que no esta presente en ningin
otro genoma distinto a Clavibacter. Con distintos niveles de conservacion de secuencia los genes clv
son un buen marcador para distinguir Cmm de otras especies, por esta razén estos genes aln se
encuentran en uso como genes marcadores de Cmm. Previamente se reportd que las familias clvA,
clvF y clvG son exclusivas de Cmm, de acuerdo con evidencia experimental [Yasuhara-Bell, 2014]
pero sin analisis gendémicos que confirmaran que esos genes no estaban presentes en otras especies
sin ser expresados. Este descubrimiento ha permitido bajar los costos de identificacion de
Clavibacter, ya que ahora en lugar de enviar a secuenciar el genoma es suficiente identificar por PCR

clvF en conjunto con otros marcadores.

Con Orthocore ademas de obtener los genes marcadores podemos obtener también la matriz del
core conservado para realizar la reconstruccion filogenética de especies cercanas de Clavibacter
(Figura 1.8). Ya que los productores querian conocer de donde provienen las bacterias que infectan
al tomate con el fin de evitarlas, se determind la organizacion taxonémica de cepas de Cmm y de
otras bacterias del microbioma de tomate. Para esto se han secuenciado y mantenido como datos
privados unos doscientos genomas provenientes del microbioma del tomate y se han analizado con
Orthocore para obtener matrices multilocus que pueden diferenciar entre cepas de Clavibacter de la

misma o de diferente especie.

Core genome de organismos del microbioma del tomate ~Micrococcus sp AeR106-1
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Figura 1.8 El core genome de micrococcales ayuda a identificar genes marcadores. El core genome de
siete organismos del microbioma del tomate muestra como decrece este conjunto al agregar un
Clavibacter que no es de la especie michiganensis, y como cae aun mas al incluir en el analisis otros
micrococcales. A la derecha se muestran los genes marcadores, que estan en el core de los genomas

de C. michiganensis, y simultineamente no pertenecen a ningln organismo fuera de esta especie.
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Debido al intercambio génico por transferencia horizontal en las bacterias, es posible que los genes
marcadores actuales alguna vez aparezcan en otros organismos. También las bacterias pierden
continuamente genes, por lo que es posible que algin gen marcador de Cmm se pierda en una cierta
cepa. Esto hace que la definicion de estar presentes en el core del grupo de interés y ausentes
totalmente de cada uno de los genomas de otro linaje ya no funcione completamente. Sin embargo,
en estas dos situaciones presentadas, ganancia de genes marcadores de organismos externos al
linaje original o pérdida de genes marcadores en algunas cepas, se sigue cumpliendo que los ex
genes marcadores, estardn presentes en la mayoria de los organismos del linaje de interés y
ausentes de la mayoria de los organismos del linaje externo. Por ello, se pensé que esta definicion
de genes marcadores se podia generalizar clasificando a grupos de genes ortélogos acorde a sus
porcentajes de ocurrencia. Esta idea se desarroll6 en la herramienta Clavisual, explicada en la

siguiente seccion.

1.4.4.1. Clavisual: ldentificacion de genes marcadores a un cierto porcentaje de

grupos seleccionados

La idea de que Orthocore puede ser usado para obtener los genes marcadores de un grupo
taxondmico frente a otro fue generalizada en el software Clavisual. Ya se ha explicado previamente
gue el core puede salir vacio por diversas razones, entre ellas baja calidad de los genomas, o0 que
éstos provengan de organismos muy divergentes, verdaderas razones bioldgicas como dinamica
génica o0 un core no convergente. Asi pues, es posible que si sélo se utiliza el core no se obtengan
marcadores. Pero el core puede relajarse de varias maneras una de ellas es el pseudocore, donde
en lugar de multidireccionales hits se toman BBH a un genoma de referencia. Otra forma es
establecer un porcentaje de presencia /ausencia de interés. El pseudocore consiste en utilizar
informacion previa especifica del core de un linaje para obtener los genes de y la metodologia esta
depositada en GitHub integrada en el repositorio clavigenomics. El blast fue optimizado cambiando
hacer un blast todos contra todos por archivos genémicos individuales genomai_vs_genomaj.blast

gue luego son concatenados segun se necesiten.

Los porcentajes de genomas son diferentes porque al no bastar los mejores hits bidireccionales
conservados, todo el pangenoma es decir todos los genes contenidos en los genomas del grupo de
interés necesitan ser clasificados por familias, para de ahi obtener las familias que tienen presencia

en un porcentaje %p y ausencia en un porcentaje a% del grupo externo. Estos perfiles fueron
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desarrollados para Clavisual (Figura 1.9) utilizando FastOrtho para clasificar las familias y de ahi

obtener los grupos. Con ellos se consiguieron marcadores para Kurtobacterium.

Finalmente, Clavisual despliega un arbol realizado con el pseudocore respecto a un conjunto de
genes de Cmm NCPP previamente seleccionados. En este arbol Clavisual permite la visualizacion
de metadatos, como afio, género de la bacteria, estado de salud de la planta e invernadero donde

fue aislada.

YEAR GENUS PLANT_CONDITION VARIETY
— A 1B 2017 Clavibacter . Asintomatica . Silvestre
o S— AER 1002 2013 . Cmm . Enferma . Torero
—— 30 . 2005 . Cmm . Desconocido . Desconocido
— ER ] . 2010 . Cmm . Enferma . Komeett
— FR 1372 2016 . Cmm . Enferma Pai Pai
— 56 C . 2018 . Cmm Marchitez en hojas tallos amarillos . Komeett
— S GE . 2018 . Cmm Marchitez en hojas tallos amarillos . Komeett
— ] C 2017 . Microbacterium . Asintomatica . Silvestre
- = AeR106-1 . 2014 . Micrococcus . Enferma . komeett
-AcR12T2 . 2015 . Micrococcus . Enferma . Bigdena

Figura 1.9 Clavisual organiza filogenéticamente cepas de Clavibacter y generaliza Orthocore. Clavisual
no se restringe a la basqueda del core conservado, permite la identificacién de familias conservadas
sélo en un cierto porcentaje. Ademas, puede filtrar estas familias permitiendo sélo las que estén
ausentes en una proporcion minima de un grupo de genomas de interés. Ademés, Orthocore optimiza
el funcionamiento de Clavisual ya que fue utilizado para proveer un conjunto de familias génicas
conservadas en el género Clavibacter. Estas familias son buscadas cada vez que ingresa un genoma
nuevo y con ellas se construye un arbol filogenético. Los metadatos disponibles son desplegados al lado

de la cepa correspondiente del arbol.

1.4.4.2. El pangenoma de Clavibacter michiganensis es abierto

Después de desarrollar métodos de identificacidn de genes marcadores y generalizarlo a obtener
grupos con patrones de presencia/ausencia definidos por el usuario, quedaba por responder la
pregunta como es el pangenoma de Cmm. Algunos autores consideran que el pangenoma de
patégenos es reducido porque sus genomas suelen sufrir proceso de reduccién de tamafio debido a

la pérdida de genes. Como Cmm es un patégeno de planta quedaba por investigar como es su
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pangenoma. ¢ Es posible saturar el contenido génico de Cmm con sélo secuenciar mas genomas?

Aunque actualmente existen ya herramientas web para el andlisis de pangenoma, en su momento

se utilizé el software Bacterial PanGenome Analysis Tool que se corre desde la terminal. Para facilitar

su instalacion se desarrollé un contenedor Docker (ver abajo, descripciones técnicas). Como ejemplo

de su funcionamiento, se analizé el pangenoma de los mismos diez genomas del tomate utilizados

en la visualizacion de Clavisual (Figura 1.10). Tomando otros siete genomas del género Clavibacter,

utilizando OrthoVenn tenemos la misma observacion, el numero de familias de genes agregadas al

adicionar genomas, es después de siete genomas casi tan grande como su core (Figura 1.11).
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Figura 1.10 El pangenoma de Clavibacter es abierto segun el andlisis de BPGA. En este ejemplo el
pangenoma de Clavibacter se mantiene creciente mientras que el core no alcanza el cero. En contraste,

al ampliar el rango taxondémico el core genome si se acerca a cero segun BPGA.
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Figura 1.11 Diagrama de Venn del pangenoma de genomas selectos del género Clavibacter. Venn-
Chart permite visualizar la distribucion de las familias génicas mediante un diagrama de Venn siempre
que sean pocos genomas. En la parte 1superior izquierda se muestra el nimero de familias compartidas
entre distintos grupos de genomas. Por ejemplo, existen 1678 familias génicas compartidas entre los
seis genomas. Entre los grupos de cinco genomas, el mas abundante es el que no contiene a RA1B con

243 familias, asi pues, RA1B es de los genomas mas divergentes de este grupo.

1.5. Relacion entre genes marcadores, Orthocore y la

promiscuidad enzimatica.

Orthocore es pues una herramienta para detectar el core conservado, es decir los genes del core
genome que o bien no tienen copias extra o éstas son tan diferentes de la copia primaria que no
pueden ser confundidas con ella. En este capitulo aprendimos que los genes marcadores son parte
del core conservado de un grupo taxondmico, pero no necesariamente se dedican a lo que se
entiende como metabolismo central en procariontes. Es decir, el core conservado no solo esta
compuesto por rutas centrales como la sintesis de aminoécidos o la glicolisis. Como ejemplo de ello
se mostraron familias pertenecientes al cluster de clavidicina clvVABCDEF que pertenecen al core
conservado de la especie Clavibacter michiganensis pero que salen del core cuando se considera

todo el linaje de Micrococcales, i.e. no son parte del metabolismo central de ese orden. Estas
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consideraciones nos explican que no hay una relaciéon uno a uno entre metabolismo central y genes
del core. Segun el linaje que se considere existen genes del core que no son esenciales, y existen
también genes de metabolismo conservado en Bacteria que no estan en el core de un linaje, como

por ejemplo trpF en Actinobacteria.
1.6. Consideraciones finales.

Asi pues, en este capitulo aprendimos que con Orthocore podemos detectar los genes del core
genome que no tienen copias extra. En oposicidn, en el siguiente capitulo veremos qué pasa con los
otros genes del core, los que si tienen copias extra. Estas familias de genes como se mencion6 en
la introduccién son interesantes porque pueden presentar promiscuidad enzimatica debido a la
retencion de la funcidn ancestral. Sin embargo, las familias expandidas no necesariamente tienen
qgue provenir del core. El siguiente capitulo veremos que el shell genome también puede presentar
expansiones y que varias de ellas han sido reclutadas al metabolismo especializado. Esta busqueda
y clasificacion de familias que han sido expandidas mediante copias extra fue sistematizada en el

desarrollo de la herramienta EvoMining que es de lo que trata el siguiente capitulo.
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Capitulo 2

EvoMining como herramienta para identificar el
origen y el destino metabolico de familias

enzimaticas

2.1. Introduccioén

2.1.1. Las copias extra de familias enziméticas que son reclutadas para

una nueva funcion estan relacionadas con la promiscuidad.

La promiscuidad enzimatica puede buscarse en familias envueltas en procesos de divergencia
funcional [Jensen, 1976; Zou, 2015; Copley, 2015; Huang, 2012]. Uno de dichos procesos es la
expansion de familias pertenecientes a rutas metabdlicas conservadas y su posterior reclutamiento
hacia nuevo metabolismo [Caetano-Anolles, 2009; Soskine, 2010; Cruz-Morales, 2016]. Dentro de
cada familia los niveles de promiscuidad pueden variar en cada ortdlogo [Khanal, 2015, Verdel-
Aranda, 2015, Verduzco-Castro, 2016]. Cuando se identifica que en una misma familia de enzimas
existe un subgrupo de homologos con una funcion del metabolismo central bien caracterizada y al
menos otro homalogo con evidencia experimental de poseer otra funcion bioquimica, se puede inferir
gue la neo-funcionalizacion probablemente ocurri6 a través de promiscuidad enzimética. Los
homoélogos con la funcién ‘secundaria’ suelen ser producto de expansiones previas de genes con la
funcion ‘primaria’ [Huang, 2012; Jensen, 1976; Khersonsky, 2010]. Muchas mutaciones son neutrales
a la funcion primaria [Bloom, 2007], por lo que esta puede ser retenida temporalmente cuando se

estad ganando una nueva funcion. EvoMining es un algoritmo que sigue esta estrategia para sugerir
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cambios en la promiscuidad de una familia de enzimas dentro de un linaje definido por el usuario. Al
cambiar la familia de enzimas en la que se buscan neo-funcionalizaciones se puede encontrar cuales
familias han sido mas frecuentemente promiscuas dentro de un linaje, mientras que si se busca como
han evolucionado las funciones conocidas de una misma familia en distintos linajes se pueden
descubrir los patrones caracteristicos de cada grupo de organismos. Ademas de que EvoMining
permite analizar los origenes y destinos metabdlicos de las familias enzimaticas para entender la
evolucién del metabolismo, también permite la identificacion de rutas de metabolismo especializado

gue frecuentemente conduce al descubrimiento de nuevos productos naturales.

Los productos naturales o metabolitos especializados son sintetizados generalmente por cllsteres
de genes distribuidos en un pequefio porcentaje de los organismos de un linaje taxonémico. Estos
clusteres, conocidos como BGC (Biosynthetic Gene Cluster), contienen copias extras de genes de
familias que pertenecen al metabolismo conservado. En este trabajo aprovechamos que en la
actualidad es posible predecir nuevos BGC mediante estrategias bioinforméticas gracias a la gran
cantidad de secuencias disponibles publicamente, asi como la facilidad para secuenciar nuevos
genomas. La similitud de secuencia de los genes que pertenecen a los BGC, asi como su sintenia
en diversos organismos de un linaje hacen que genémica comparativa sea de utilidad para intentar

localizarlos.

En este capitulo se explica el desarrollo de EvoMining como plataforma bioinformética dedicada a
presentar una visualizacion del origen y destino de todas las copias de familia escitonemina
enziméticas provenientes del metabolismo conservado. Se discutird también la evolucion de las
expansiones de familias génicas en cuatro linajes gendmicos Actinobacteria, Cianobacteria,
Pseudomonas y Archaea. Finalmente se analizaran BGC que fueron detectados a partir del uso de

EvoMining con énfasis en el de la escitonemina.

2.1.2. EvoMining es un paradigma que permite ubicar copias extra de
familias enziméticas y organizarlas visualmente acorde a eventos

evolutivos para encontrar BGC no tradicionales

Existen varias clases de BGC que son arquetipos de los productos naturales. Entre ellas se
encuentran las clases non ribosomomal peptide synthetase (NRPS), poliketide synthase (PKS),
terpenos, péptidos ribosomales modificados postraduccionalmente (RIPPs), alcaloides, etc. En estas
clases, hay enzimas cuya presencia lleva a la deteccién de los BGC. Por ejemplo, las sintetasas no

ribosomales son las que al encontrarlas dan nombre a los BGC tipo NRPS vy las policétido sintasas
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son las que dan nombre a los BGC de la clase PKS. No todos los productos naturales estan dentro
de los BGC clasicos. Dentro de MIBIG v1.3 (la base de datos de BGC caracterizados
experimentalmente) hay 231 BGC [Medema, 2015] (12.7%) clasificados como “otros”, que de hecho
carecen de PKS, NRPS o cualquiera de las otras clases de enzimas caracteristicas del metabolismo
especializado. Como ejemplo se muestra la Figura 2.1 donde se aprecia que un porcentaje de los
BGC reportados tanto en Actinobacteria como en Cianobacteria pertenece al grupo “otros”. La
ausencia de enzimas biosintéticas conocidas hace que estos BGC sean “atipicos”, dificiles de
identificar. Los BGC no tradicionales suelen pasar desapercibidos porgue no hay conocimiento previo

de ellos que permita reconocerlos.

Figura 2.1 Existen clusters biosintéticos no clasificados (other) entre los reportados en MIBIG.

EvoMining implementa una estrategia de busqueda de divergencia del metabolismo conservado en
lugar de la estrategia de buUsqueda de similitud con metabolismo especializado, lo que permite
identificar BGC que no pertenecen a ninguna categoria del metabolismo secundario previamente
descritos. Para ello facilita la identificacion de las ramas divergentes en el registro de secuencias de
una familia de enzimas analizada a través de la evolucion y las utiliza como una marca que sugiere
funciones divergentes del metabolismo conservado. De esta forma se puede localizar alguna enzima
de un BGC no clasificado Como ya se mostrdé en EvoMining 1.0 encontramos una enzima que ya no
hace la reaccion sobre el metabolito con fésforo sino con un analogo que tiene arsénico en su lugar
(Figura 4). Luego de identificar esta enzima divergente de su homoéloga de metabolismo central
pudimos identificar que era parte de una regién que ademas mantiene la sintenia en un clado de los
Streptomyces. Este descubrimiento constituy6 el primer caso de un BGC con quimica nueva predicho
a partir de secuencias de enzimas que eran divergentes de sus homadlogas de metabolismo central
[Cruz, 2013]. Otro ejemplo de este escenario es el BGC de la escitonemina [Garciapichel, 1992], un
pigmento Cianobacteriano que absorbe luz UV. Su biosintesis requiere de ScyB y ScyA, dos enzimas

gue sostienen la sintesis de este metabolito especializado [Balskus, 2008, Soule, 2009].
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Curiosamente, ScyB y ScyA son homoélogos distantes de las enzimas glutamato deshidrogenasa
(GDH) y acetolactato sintasa (ALS), que participan en la desaminacion oxidativa reversible del
glutamato a a —cetoglutarato y amoniaco [Engel, 2014] y en la sintesis de amino&cidos de cadena
ramificada [Liu, 2016], respectivamente. Una descripcion amplia del origen y destino de las enzimas

del BGC de escitonemina sera provista en este capitulo.

2.2. Algoritmos y bases de datos de EvoMining 2.0

EvoMining estd compuesto de dos algoritmos: el primero que utiliza a la familia semilla para encontrar
todos miembros de la familia entre todos los genomas blanco para asi detectar genomas donde haya
habido expansiones e identificar a todos los miembros de la Familia Expandida (FE) y luego busca
cuales homologos seguramente tienen la misma funcién que las secuencias semilla y cuales otros
miembros de la familia son méas similares a genes que han sido reclutados por BGC de acuerdo a
reportes previos. El segundo algoritmo permite la visualizacién de todas las copias de una familia
expandida en un arbol clasificadas segun sus posibles destinos metabdlicos. Para ello, los algoritmos
EvoMining necesitan tres bases de datos: i) los genomas blancos, ii) las secuencias de enzimas

semilla, y iii) la de productos naturales verificados (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Representacion de la tuberia bioinformatica de los dos algoritmos que componen EvoMining.
a) Algoritmo de expansién - clasificacion/reclutamiento. Se ingresan la Enzima DB (cilindro anaranjado) y
la Genome DB (cilindros grises) para identificar por medio de BlastP a todos los que sean miembros de
la Familia de las enzimas en Enzima DB, luego se identifican los ort6logos de la base de datos de enzimas
(Flechas rojas), finalmente se buscan homdélogos de la familia similares a genes reclutados a BGC
(Flechas azules), b) EvoMining toma en cuenta las predicciones de antiSMASH. Cuando un gen es
encontrado como miembro de un BGC predicho por antiSMASH se colorea de cian, o bien de morado si
habia sido detectado también como parte del metabolismo central (rojo). ¢) El Algoritmo de visualizacion
muestra un arbol donde cada homélogo de la familia expandida tiene un cédigo de color que lo clasifica

como se describe en la leyenda.

2.2.1. Algoritmo de expansion y clasificacion de grupos de homaologos.

La primera parte de la mineria genémica evolutiva de EvoMining consiste en detectar las expansiones
de la familia semilla y clasificar los homdélogos que son muy similares a la secuencia de las enzimas
con la funcion primaria separandolos de los que son mas similares a genes que han sufrido

reclutamientos a BGC. Este algoritmo requiere las siguientes entradas:
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a) Secuencia semilla (Enzyme DB). Es una secuencia 0 un conjunto de secuencias de la misma
familia que seran interpretadas como las enzimas con una funcion primaria. Por esta razén es
importante que el usuario haga una curacién minuciosa en la que se sugiere que utilice genes con
evidencia experimental que si sean de una familia enzimatica Unica y conservada. La implementacion
actual de EvoMining 2.0 permite que se introduzcan en el archivo de entrada varias familias bien
identificadas simultaneamente, sin embargo, el algoritmo procesa una familia a la vez.

b) Base de datos de genomas blanco (Genome DB). Son las secuencias gendémicas de todos los
organismos en los que se quiera realizar el andlisis. Se recomienda que los genomas incluidos
pertenezcan a un mismo linaje taxonémico.

c) Base de datos de genes reclutados a BGC (NP DB). La versién actual utiliza MIBIiG, que

contiene genes de BGC que se han demostrado experimentalmente.

La primera parte de este algoritmo consiste en identificar las Familias Expandidas (FE). Una FE
consiste en todas las copias detectadas mediante una busqueda con BLASTp, e-value de 0.001 y
bitscore de 100, usando como query las secuencias de aminoacidos de las enzimas semilla (Enzyme
DB) y como base de datos de busqueda las secuencias de genomas blanco de un linaje taxonémico
(Genome DB). En la primera version de nuestro trabajo definimos que un organismo poseia una
expansion si el nimero de copias de una familia estaba por encima del promedio mas dos
desviaciones estandar. Siguiendo esta definicion EvoMining colorea en un diagrama de calor las
expansiones de las familias enzimaticas respecto a un linaje taxonémico, sefialando explicitamente

el nimero de copias de cada familia que se haya agregado como semilla.

Una vez detectados todos los homdlogos de la FE sigue encontrar a los ortélogos mas parecidos a
las enzimas semilla de la Enzyme DB mismos que son identificados por Best Bidirectional Hit (BBH).
Estos ort6logos seran considerados parte del metabolismo conservado y seran posteriormente
identificados con color rojo en la visualizacién. Se infiere que son enzimas que tienen la misma
funcién que las semillas. Por otra parte, las copias extra de la familia expandida hasta este punto son
enzimas de las que no se conoce el destino metabdlico. Es posible que en los pasos subsecuentes
de EvoMining sean reconocidas como posibles reclutamientos a metabolismo especializado con el
uso de antiSMASH y MIBIG. En otro caso permanecerdn como copias extra con destino metabdlico

desconocido.

El dltimo paso de este algoritmo consiste en encontrar miembros de la familia que se encuentren
reclutados a BGC reportados anteriormente. En este paso definimos un reclutamiento como una
copia extra de una familia de metabolismo conservado que ahora participa en un cllster de
metabolismo especializado. Ejemplos de reclutamientos conocidos han sido observados en BGC
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reportados en MIBIG. En esta parte, los homologos de la FE que tengan alta similitud con algun gen
de MIBIG se clasifican como casos de reclutamiento. Una vez obtenidas las FEs expandidas e
identificado los ortélogos del metabolismo central, se conduce una nueva busqueda con BLASTDp, E-
value 0.001, utilizando las FEs como query contra la base de datos NP DB, la de enzimas
biosintéticas presentes en BGC. Podrian utilizarse otras bases de datos que contengan enzimas con
un destino metabdlico conocido en lugar de NP DB. Hasta este punto se tienen clasificados los genes
con la funcién primaria y en este paso se designan los que tendrian una funcién divergente. Es
posible agregar un andlisis opcional en el que se agregan predicciones de los genes que estan en
BGC de acuerdo con las predicciones de antiSMASH. AntiSMASH busca secuencias con dominios
conocidos de BGC tradicionales en la base de datos de genomas blanco (Genome DB) y ademas
busca entre los genes circundantes la presencia de otras enzimas que ya hayan sido reclutadas a
BGC conocidos. Si alguna enzima de la FE es detectada por antiSMASH nos sera también util para
identificarla como el producto de una expansion que esta en proceso o se ha neofuncionalizado. La
mineria gendmica tradicional realizada por antiSMASH no es parte de la tuberia de EvoMining, pero
las predicciones de antiSMASH pueden ser calculadas previamente por el usuario y utilizadas por
EvoMining. En este trabajo antiSMASH 3.0 [Weber, 2015] fue utilizado en las secuencias de los

genomas de la Genome DB (Figura 2.2, panel b).

Los usuarios de EvoMining, por lo tanto, deben definir de antemano las familias enzimaticas semilla
mas apropiadas para un determinado grupo taxondmico. El Enzyme DB seleccionado debe contener
un conjunto de familias donde se puedan detectar los patrones de expansion. A su vez, las familias
con una distribucion restringida a un pequefio porcentaje de genomas no son adecuados para el
andlisis de EvoMining, situacién que se puede detectar en el mapa de calor en el primer paso del
primer algoritmo de EvoMining. También es importante determinar qué familias enziméticas estan
compartidas por la mayoria de los genomas dentro de los linajes genémicos de interés, y si esto es
importante para el tipo de andlisis de EvoMining que se realizardn. El EvoMining DB original incluia
las familias curadas manualmente que solo incluian enzimas metabdlicas centrales, pero éstas no
representaban el repertorio enzimético central de Actinobacteria. Esto se relaciona con la dificultad
de definir qué es el metabolismo central; por lo tanto, preferimos utilizar el término enzimas centrales
en diferentes umbrales de conservacion. En nuestro caso, usamos 50% para definir las enzimas del
shell. Esta nocion implica la posibilidad de automatizar la integracion de Enzyme DB mediante la
seleccién de familias enzimaticas en cualquier linaje genémico dado, evitando la necesidad de definir

arbitrariamente qué es el metabolismo central.

En conclusion, el algoritmo de expansion - clasificacion/reclutamiento trabaja para identificar tres

clases de copias en las familias enzimaticas expandidas y tiene como resultado tres salidas. La
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primera es una matriz que contiene el nimero de genes de cada familia semilla por cada genoma
gue se haya provisto y que puede ser visualizado e interpretado independientemente de los otros
resultados y procesos de EvoMining. La segunda es una tabla por cada FE que enlista todos los
homologos pertenecientes a ella, asi como su identificador de a qué categoria pertenece, (i) copias
altamente conservadas con algun miembro en el metabolismo conservado; (ii) reclutamientos
conocidos en BGC de productos naturales; y (iii) copias extra que no son reclutamientos conocidos
ni parte obvia del metabolismo conservado, quedando por definir su destino metabdlico. La dltima
salida son las secuencias de los genes de la FE, que serviran para hacer un analisis de su evolucién

mediante una filogenia en el siguiente algoritmo de visualizacion.

2.2.2. Algoritmo de reconstruccion filogenética y visualizacion

Una vez que se tienen definidos los genes de una familia expandida (FE) de enzimas y que ya se
conoce cudles de los homélogos realizan la funcién primaria, asi como los que han sido reclutados
a BGC para realizar una funcion divergente, en este algoritmo se visualiza esa informacion junto con
la inferencia de los genes que no han sido clasificados todavia. Para eso se alinearon las secuencias
de la FE y se construye un arbol filogenético para luego visualizar cada uno de los homdlogos como

una hoja del arbol con un cédigo de color que clasifica de acuerdo con la inferencia de origen-destino.

Las secuencias de la FE detectadas por el algoritmo de busqueda - clasificacion/reclutamiento se
alinean con MUSCLE v3.2 y son curadas con Gblocks. Las posiciones ausentes en mas del 50% de
las secuencias se filtran y remueven del alineamiento final. Para reconstruir filogenéticamente la
historia de las enzimas se utiliza FastTree 2.1 [Price, 2010] que es un método muy rapido pensado
para miles de secuencias que utiliza un algoritmo definido como “aproximadamente maxima
verosimilitud”. Asi se obtiene un arbol en formato Newick, mismo que puede ser utilizado con el
software de visualizacion de Microreact [Argimon, 2016] y que también es usado por EvoMining para

ser visualizado en su propia plataforma.

Los arboles visualizados en EvoMining diferencian entre la funcion metabdlica de cada miembro de
una familia génica mediante un codigo de color (Figura 2.2, panel b y c). Las secuencias mas
conservadas se identifican mediante BBH contra la Enzyme DB, los hits de este proceso son
considerados copias de metabolismo central, y son marcadas en rojo. En el otro extremo estan los
reclutamientos conocidos con alguna evidencia experimental que fueron reportados en MIBIG

[Medema, 2015]. Estos reclutamientos son marcados en azul. Una vez definidos estos dos grupos,
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una prediccion de EvoMining es definida como aquellas hojas sin una categoria definida en el primer
algoritmo y que estan mas cerca de una hoja azul que de una hoja roja. Es decir, son los homologos
gue estadn en ramas del arbol que contienen genes descritos como reclutados por BGC y que no
estan en ramas de los homadlogos con la funcidn primaria. Estas predicciones consideradas con mas
posibilidades de pertenecer al metabolismo especializado que al conservado, son coloreadas en

verde en la Figura 2.2, panel c.

Ademas de los tres destinos metabdlicos descritos marcados respectivamente en rojo, azul y verde,
se puede opcionalmente agregar informacion predicha por antiSMASH. Cuando el usuario provee
resultados de antiSMASH sobre qué genes pertenecen a un BGC que contiene una enzima tipica de
metabolismo especializado, estos se colorean en cian y son llamados predicciones antiSMASH. Si
una secuencia es al mismo tiempo prediccién EvoMining y prediccion antiSMASH se colorea cian y
se ignora el verde para enfatizar en los verdes las posibles novedades quimicas. Cuando una
secuencia esta en la interseccion de las reconocidas como metabolismo conservado marcada como
rojay predicciéon de antiSMASH es decir color cian entonces es coloreada de purpura. Estas enzimas
de interseccidén entre metabolismo conservado y metabolismo especializado son definidas como
enzimas de transicion ya que se podrian pertenecer al metabolismo conservado, al especializado o
a ambos. Ademas, las enzimas de transicidon suelen estar en ramas intermedias entre ramas de
metabolismo conservado y ramas de metabolismo especializado. Finalmente, para todas las copias
extra que no fueron marcadas como rojas, azules, verdes, cian o parpuras se les asigna el color gris.
Asi pues, gris son aquellas hojas del arbol de las que no se tiene un clave sobre su destino

metabdlico, estas secuencias son llamadas de destino metabodlico desconocido.

En este trabajo se disefi6 e implement6 el codigo para hacer el visualizador de EvoMining que
permite expandir visualmente en las ramas de interés ademas de que tiene links en las hojas azules
gue llevan al BGC en la pagina de MIBiIG. También tiene la funcién de que cuando se seleccionan
hojas de otro color se expande un recuadro que muestra un mapa del contexto genémico de ese
homologo. Finalmente, este algoritmo también produce archivos de salida con otros metadatos como
el nimero de copias por organismo y para que los arboles producidos por EvoMining sean compatible

con la visualizacion de Microreact [Argimon, 2016].
2.2.3. Actualizaciones de las bases de datos de EvoMining

Tres bases de datos son requeridas como variables de inicio de EvoMining, la primera es el conjunto
de secuencias de genomas de un linaje, esta base fue llamada Genome DB. La segunda es un grupo
de secuencias de enzimas de metabolismo conservado llamada Enzyme DB. La base de datos se
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secuencias de genes que pertenecen a un clister biosintético de metabolismo especializado es
abreviada como base de datos de productos naturales o por sus siglas en inglés NP DB. Las
transformaciones que sufrieron estas bases de datos desde la primera version de EvoMining hasta

este trabajo estan resumidas en la tabla uno y seran descritas a continuacion.

-Genome DB La primera version tenia 230 genomas de Actinobacteria, incluyendo 50 géneros
diferentes. Gracias a la explosion de datos gendmicos disponibles, en EvoMining 2.0 ahora tiene
1245 genomas, incluyendo 193 géneros diferentes. Asi pues, adicional a la actualizacion de
Actinobacteria donde fue la primera vez que una prueba de concepto de EvoMining fue probada, tres
nuevas bases de datos Genome DBs fueron integradas, incluyendo Cianobacteria (416 genomas),
Pseudomonas (219 genomas) y Archaea (876 genomas). estas bases estan disponibles en el

DOl 10.5281/zeno0do.1219709 Estos taxa

repositorio de datos publico Zenodo con identificador
fueron elegidos por su diversidad de exploracion respecto a BGC, por ejemplo, Actinobacteria posee
602 MIBIG BGC, Cianobacteria cuenta con 60 MIBIG BGC y Pseudomonas 53 MIBIG BGC. Estos
tres taxa han sido ampliamente explorados experimentalmente y su riqueza metabdlica esta fuera de
duda; en contraste Archaea so6lo posee 1 BGC en la nueva version MIBIG (v.1.4), y no habia ninguno
al tiempo de la realizacion de este trabajo (v.1.3). Por esta razén, incluir el dominio Archaea en los

analisis permitia explorar espacios metabdlicos previamente ignorados en la mineria genémica.

Las predicciones de EvoMining se basan en identificar expansiones de familias de enzimas en lugar
de buscar BGC completos, por esta razon los borradores de genomas con un promedio de al menos
5 genes por contig también pudieron ser incluidos en la base de datos Genome DB. Los genomas
elegidos fueron recopilados de la base de datos publica NCBI tal y como estaba disponible en enero
de 2017. Las secuencias de DNA de estos genomas fueron anotadas como aminoacidos por la
plataforma RAST[Overbeek, 2014] que a su vez realiza anotaciones funcionales basadas en la
homologia con otras secuencias con funciones descritas. Estos genomas, previo al analisis de
EvoMining fueron minados por antiSMASH [Weber, 2015] con un parametro cf_threshold de 0.7.
Estos resultados fueron suministrados como una base de datos interna, la antiSMASH DB para

finalmente esta informacion ser incorporada a los arboles de EvoMining.

-Enzyme DB La version previa de la base de datos de EvoMining Enzyme DB comprendia 106 FEs,
de metabolismo central de acuerdo con reconstrucciones metabdlicas de los organismos
Streptomyces coelicolor, Mycobacterium tuberculosis y Corynebacterium glutamicum [Cruz-Morales,
2016]. Estos 106 EFs comprenden 339 secuencias de aminoacidos de Actinobacteria, que fueron
usadas como secuencias semilla. En la version actual, las 106 familias fueron filtradas hasta quedar

sOlo 42 que estan presentes en Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea. Durante el proceso de
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seleccion se escogieron genomas semilla que estuvieran contenidos en un sdlo contig para evitar
excluir familias debido a huecos debidos a problemas técnicos relacionados a la secuenciacion o al
ensamble de los genomas. Los genomas semillas son los proveedores de las secuencias semilla
gue conforman la base de datos Enzyme DB. Para Cianobacteria, los genomas seleccionados son
Cianothece sp. ATCC 51142, Synechococcus sp. PCC 7002 y Synechocystis sp. PCC 6803; para el
género Pseudomonas, se escogieron Pseudomonas fluorescens pf0-1, Pseudomonas protegens
Pf5, Pseudomonas syringae y Pseudomonas fulva 12-X; y para el dominio Archaea, los elegidos son
Natronomonas pharaonis, Methanosarcina acetivorans, Sulfolobus solfataricus y Nanoarchaeum
equitans Kin4-M. Las enzimas semilla que conforman la base Enzyme DB, fueron determinadas en
los genomas semilla de cada linaje mediante BBH contra la base de datos de secuencias de
metabolismo conservado original de EvoMining, la Actinobacteria Enzyme DB [Cruz-Morales, 2016].
La herramienta Metaphor [Van-der-veen, 2014] fue implementada para obtener los BBH, se filtraron
aquellas secuencias con menos del 30% de identidad en un alineamiento del 80% de la secuencia
de las dos proteinas. Como resultado, las 106 familias de Actinobacteria quedaron reducidas a 42
FEs, compartidas por los genomas semilla de Actinobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y
Archaea. Las bases de datos Enzyme DBs de todos los linajes estan disponibles en Zenodo con
nimero de identificacion AU RV lL L PA ey

-NP DB (Base de datos de genes biosintéticos de productos naturales). Los primeros analisis
realizados con EvoMining incluian un base de datos de productos naturales NP DB de 226 BGC
reunidos de la literatura y curados manualmente [Cruz-Morales, 2016]. En este trabajo la base NP
DB que se utilizé para los analisis es MIBIG v1.3 [Medema, 2015]. La base que viene incluida con el
contenedor de EvoMining fue actualizada a la siguiente versiéon MIBIG v.1.4 liberada en agosto de

2018. Esta nueva version comprende 1813 NP BGC y un total de 31,023 secuencias de proteinas.
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2.3. EvoMining detecta distintas dinamicas evolutivas de
las enzimas metabdlicas que dependen de la familia

enzimaticay del linaje taxonGmico.

2.3.1. Los perfiles de expansidn de las proteinas dependen del linaje.

Para entender la evolucién de las enzimas y rutas metabdlicas se seleccionaron cuatro linajes de
diversas caracteristicas los phyla Actinobacteria y Cianobacteria, el género Pseudomonas y el
dominio Archaea. Todos los resultados en las figuras son presentados en este orden. Estos taxa
fueron seleccionados para tener un espectro de analisis que abarcara tanto microorganismos
ampliamente reconocidos como productores de NP, es decir Actinobacteria (602 MIBIG BGC),
Cianobacteria (60 MIBIG BGC) y Pseudomonas (53 MIBIiG BGC); como también Archaea (0 BGC en
MIBIG versién 1.3), que representa un dominio poco explorado en lo que respecta a los genes que

forman parte de metabolismo especializado [Charlesworth 2015].

Basandonos en estas bases de datos de genomas blanco (Genome DB), como es explicado en la
Figura 2.3, un conjunto de familias enzimaticas comunes fue identificado. Notablemente, de las 106
familias actinobacteriales menos del 50% estan conservadas en los nuevos taxa. Cada base de
datos, una para cada taxén, contiene solo 42 FEs (Tabla A.1). La observacién de que 64 FEs no
estdn conservadas en los cuatro taxa refleja lo especifico del metabolismo en cada linaje con

respecto a los otros [Jordan, 2001].

Ya que la cantidad de expansiones de un gen en un organismo seria proporcional al tamafio de su
genoma, verificamos cémo cambia el nimero de copias de los genes que pertenecen a las 42 FEs
conservadas con respecto al tamafio de los genomas en los cuatro linajes. Todos los linajes tienen
patrones de expansion similares en las 42 FEs analizadas hasta un tamafio de genoma 5 Mbp. En
genomas mas grandes, el nimero total de secuencias crece mas en Pseudomonas que en el phylum
Actinobacteria, que a su vez es mas grande que el phylum Cianobacteria y que el dominio Archaea
(Figura 2.3). Se observa como Pseudomonas es el linaje en el que su tamafio de genoma crece tanto
como el nimero de copias de genes de familias muy conservadas (Glucdlisis, sintesis de
aminodcidos, Ciclo de Krebs, etc.). El resultado en Archaea se debe a que no se han descubierto

organismos tamafios de genoma Archaea de tamafio comparable a los de Streptomyces o
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Pseudomonas (> 5Mbp). Actinobacteria y Cianobacteria, aunque tienen genomas > 5Mbp, el
incremento en tamafio podria ser porque tienen expansiones de genes que no son del metabolismo
mas conservado, porque obtienen mas genes por transferencia horizontal u otros mecanismos por
los que se incremente el tamafio del genoma. Cianobacteria a pesar de tener genomas grandes no
tiene tantas expansiones en estas FEs Esta observacion, es posible que sea generalizable a todas
las FEs de metabolismo conservado o bien que se deba a un sesgo en la seleccion de las familias

gue componen a las FEs.
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Figura 2.3 EvoMining Enzyme DB. (a) La base de datos de enzimas de la version previa de EvoMining
se filtr6 para establecer un conjunto comun de 42 familias enzimaticas conservadas para los phyla
Actinobacteria y Cianobacteria, el género Pseudomonas y el dominio Archaea. (b) Todos los taxones
muestran expansiones de familias enzimaticas que correlacionan con el tamafio del genoma. Las
diferencias en las tasas de expansion entre los taxones se observan principalmente después de un
tamafio de genoma superior a 5 Mbp. En este umbral, Pseudomonas supera las expansiones de

Actinobacteria, que a su vez supera a Cianobacteria en las 42 familias seleccionadas.

Los 6rdenes con mayor niumero de copias fueron en las expansiones de las familias de la Enzyme
DB fueron Streptomycetales y Nostocales, en Actinobacteria y Cianobacteria respectivamente. Esta
observacién es congruente con que estos 6rdenes tienen un tamafio de genoma grande en sus
linajes correspondientes, y ademas estan ampliamente representados en MIBIG como sintetizadores
de productos naturales. Interesantemente la clase Halobacteria es la que muestra mayor nimero de
expansiones en Archaea, aunque no es la clase con mayor tamafio de genoma en promedio (Figura
2.4).
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Figura 2.4 Tamafio de genoma en 6rdenes de Actinobacteria y Cianobacteria yen clases De Archaea.
Actinobacteria y Cianobacteria tienen algunos genomas con tamafios superiores a 6 Mbp, que es el
maximo que se encuentra en Archaea. El tamafio promedio en el género Pseudomonas es de 5.8 Mbp

con un maximo de7.6Mbp entre los genomas utilizados en este trabajo. (no se muestra en la figura)

Esta observacién es congruente con que las archaeocinas, dicetopiperazinas, carotenoides y otros
productos naturales de Archaea fueron aislados de especies de Halobacteria, los genes,
probablemente en BGC, que sintetizan de estos metabolitos no han sido caracterizados
[Charlesworth, 2015]. Por ello EvoMining una herramienta de mineria genémica que puede ayudar a

explorar linajes poco minados con el potencial de descubrir nuevas rutas metabdlicas.

Es claro que en las familias conservadas seleccionadas el nimero de copias extra correlaciona con
el tamafio de genoma los perfiles de expansiones son diferentes en cada grupo taxonémico y que
este incremento parece cambiar su patrén en todos los linajes a partir de 5 Mbp (Figura 2.3). Por ello

se concluye que para ensamblar una base de datos gendmica para EvoMining se debe considerar
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gue las expansiones dependen tanto de los distintos linajes taxondmicos como de la diversidad del

tamarfo de genoma.

2.3.2. El shell genome posee expansiones en sus familias enzimaticas

Pseudomonas posee en promedio mas copias por genoma que los otros taxa como se puede ver en
la Figura 2.3. De las 42 familias analizadas el 54.8% tiene su maximo numero promedio de copias
por genoma en este linaje. En contraste, Actinobacteria es el maximo en 26.2% de las FEs, mientras
gue Archaea y Cianobacteria empatan en ser el linaje con expansiones soélo en el 9.5% de los casos.
Aunque existen ejemplo como las familias acetil ornitino aminotransferasa y la acetolactato sintasa
(ALS) que estan expandidas en todos los linajes (Figura 2.5, coordenadas Al y E1, Tabla A.1). En
esta figura, para cada familia en los ejes horizontales siempre se muestran en orden cuatro barras:
Actinobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea. El codigo de color es el mismo que el de
los arboles de EvoMining, con excepcion del verde, pues aun no hay arbol filogenético. Asi pues, es
como sigue: rojo para el metabolismo conservado, azul para los reclutamientos anotados en MIBIG,
cian para predicciones de antiSMASH de pertenencia a un BGC de metabolismo especializado,
parpura para la interseccion entre el metabolismo conservado y predicciones antiSMASH y gris para
expansiones sin destino metabdlico conocido. La letra en la parte inferior y los nimeros a la izquierda
son coordenadas para facilitar la identificacion de la familia en la Tabla A.1. Los triangulos indican el
linaje con el mayor nimero de copias por genoma en promedio, y los circulos representan la menor
cantidad de copias. Aunque Archaea tiende a ser los taxones menos expandidos, esta tendencia
revierte en las familias A4, C4, G4 (GDH) y B5. GDH y ALS (E1) estan encerradas en un cuadro,
estas enzimas son el origen de los reclutamientos en el BGC de escitonemina. Muchas otras familias
exhiben expansiones so6lo en ciertos linajes. Tal es el caso de la familia fumarato reductasa
subunidad de hierro-azufre, coordenada C3 de la figura, muy expandida en Actinobacteria, pero con

menos de una copia por genoma en promedio en Cianobacteria.
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Figura 2.5 Perfiles de EvoMining de las 42 enzimas conservadas en linajes gendémicos seleccionados.
Las coordenadas en forma de letras A-G y los nimeros 1-6 se muestran en esta figura para Localice
facilmente la familia y sus propiedades en la Tabla A.1.

No todas las FEs estan expandidas, aunque las 42 familias conservadas estan presentes en alguno
de los genomas semilla de cada linaje, varias de ellas no se encuentran en la mayoria de los genomas
del resto de su base de datos. Este es el caso de AroB en Archaea, donde tiene muy poca
representacion. Sin embargo, un gran porcentaje de familias muestra perfiles de expansion acordes
a la tendencia del numero total de copias extra. Por familia, Pseudomonas suele ser el linaje con el
mayor nimero de expansiones mientras que Archaea suele ser el linaje menos expandido. Entre las
excepciones a esta tendencia estd GDH una familia incluida dentro de los ocho casos seleccionados.
Para ilustrar esta diversidad que son mostrados (Figura 2.6, panel a). En esta figura los maximos
estan marcados con un circulo mientras que los minimos con un triangulo, los colores de estas
formas geométricas representan los mismos linajes que los mostrados en la Figura 2.3. Del total de
las 42 familias, GDH es una de las cuatro FEs en las que el mayor nimero de expansiones se

encuentra en Archaea. De hecho, GDH tiene menos de una copia por genoma en promedio en los
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otros taxa, probando que no se encuentra dentro del core gendmico de estos linajes. Esto contrasta
con AroB, que muestra una tendencia opuesta, no es parte del core de Archaea, pero muestra copias
extra y una presencia mayor que uno en promedio en los otros tres taxa analizados (Figura 2.6, panel
b). Los ocho casos mostrados en la figura son todos parte de un clister biosintético de Cianobacteria,

descrito en las secciones posteriores de este trabajo.
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Figura 2.6 Perfiles de expansiones de EvoMining de enzimas conservadas seleccionadas. (a) Patrones
de expansion de las ocho familias conservadas cuyas copias adicionales participan en la biosintesis de
escitonemina. La codificacién de colores es la siguiente: rojo para el metabolismo conservado, azul para
los reclutamientos anotados en MIBIG, cian para las predicciones antiSMASH de metabolismo
especializado, parpura es la interseccion entre metabolismo conservado y las predicciones antiSMASH,
y gris para las expansiones sin destino metabdlico conocido. El orden en el eje x es: Actinobacteria,
Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea. Los triangulos estan el linaje con el mayor nimero de copias
por genoma en promedio, y los circulos en el linaje menos expandido. Aunque Archaea tiende a tener
menos expansiones, esta tendencia se revierte en la familia GDH. (b) Se proporciéon aun ejemplo de un
core frente a una familia enzimatica shell. AroB es un EF basico porque tiene al menos una copia por
genoma, mientras que GDH es un familia del shell debido a su ausencia en tres genomas. A pesar de ser

una familia shell, GDH tiene expansiones que pueden ser reclutadas en un metabolismo especializado.
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(c) Modelo para la nube o0 genoma variable compuesto parcialmente por enzimas que pertenecen a BGC
de productos naturales. En este modelo, el metabolismo conservado se compone de familias tanto del
shell como del core genome. Estas familias pueden sufrir eventos de expansion, y algunas de las copias

adicionales son reclutadas para realizar nuevas funciones en el metabolismo especializado.

Con estas observaciones sospechamos que GDH es miembro del shell genome (Ver capitulo 1)
[Koonin, 2008] en los taxa Actinobacteria, Cianobacteria y Pseudomonas, ya que en promedio esti
cerca de tener una copia promedio por genoma. El promedio no es suficiente para decir que una
familia pertenece al shell, podrian suceder casos sobre todo cuando hay mucha variacion en un taxon
como en el caso de un domino o un phylum en contraposicion con taxones conservados como
géneros en los que para una cierta familia la mitad de los genomas de un linaje tuviera dos copias y
la otra mitad cero. Sin embargo, en el caso de la GDH si es consistente en que esta presente en mas
del 50% de los genomas de cada linaje (Figura 2.6, panel a). Las modas de numero de copias
también son informativas, una sola copia extra puede ser la que sea reclutada en metabolismo

especializado.

En la Figura 2.6 se muestra un ejemplo donde AroB es una enzima core en oposicién a GDH que es
una enzima shell. En este esquema conceptual, en algunos de los genomas que contienen a AroB
existen copias que se dedican al metabolismo especializado marcadas en color cian, otras copias no
tienen un destino metabdlico conocido por lo que estdn marcadas en gris, y otras mas marcadas en
puarpura son enzimas de transicién que estan llevando a cabo simultaneamente una funcién en
metabolismo central y otra en metabolismo especializado. En contraste a AroB se muestra GDH, que
a pesar de no tener copias en algunos genomas y con un promedio de copias por genoma menor a
uno y una moda de uno en esta muestra, GDH existe por duplicado en dos genomas. En uno de esos
genomas donde GDH tiene una copia extra, mas alla de la moda, esa copia se muestra como un

reclutamiento al metabolismo especializado en cian.

Las expansiones encontradas por EvoMining en la familia GDH incluian predicciones de antiSMASH
para Actinobacteria, Cianobacteria y Archaea, no asi para Pseudomonas. La secuencia del
reclutamiento de GDH por los clisteres biosintéticos escitonemina y el policétido pactamicin [Kudo,
2007], es suficientemente parecida como para que EvoMining la detecte como expansion en
Actinobacteria, Cianobacteria y Archaea, pero es tan divergente respecto a la familia GDH en
Pseudomonas que EvoMining lo deja fuera de la familia expandida en este linaje. Los arboles donde

puede apreciarse esta observacion pueden consultarse mas adelante en la Figura 2.7.
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Figura 2.7 Arboles de EvoMining de glutamato deshidrogenasa en cuatro linajes gendmicos. (a)
Reconstrucciones filogenéticas especificas del linaje que muestran claras diferencias en los perfiles de
expansion en Actinobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea. Actinobacteria no tiene
predicciones de EvoMining, y a que su rama de expansién principal carece de reclutamientos de MIBIG.
Sin embargo, es posible que se produzca un metabolito especializado dentro de esas copias de destino
desconocido (gris). (b) El arbol de Cianobacteria posee cuatro predicciones de EvoMining y cuatro de
antiSMASH. scyB se encuentra junto a esta rama del metabolismo especializado. (c) La mayoria de las
copias de Pseudomonas estan etiquetadas como metabolismo conservado, con solo dos predicciones de
EvoMining ubicadas en una rama divergente. Pseudomonas tiene un promedio de copias por genoma
menor que uno en esta familia lo que se refleja en que casi todas las copias fueron etiquetadas como
metabolismo central. (d) Archaea, el taxbn mas expandido, tiene una rama poblada con expansiones
etiqguetadas como hits de antiSMASH (cian), pero sin ninguna prediccién de EvoMining. Los cuatro linajes
tienen reclutamientos de MIBIG, pero scyB solo fue reconocido por Actinobacteria, Cianobacteria y

Archaea.
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Los resultados anteriores sugieren que la evolucion del metabolismo especializado es linaje
dependiente, y mas aln que tal y como ya se conocia en las FEs del core genome las enzimas del
shell como GDH también poseen el potencial de ser reclutadas en NP BGC. A partir de estos
resultados, de la figura 2.6 paneles a y b, se realiz6 un esquema conceptual para explicar c6mo en
linajes gendmicos diversos las familias de enzimas con origen en el metabolismo central que forman
parte del core genome o bien las familias en el metabolismo conservado que incluye tanto al core
como al shell genome, evolucionan al metabolismo especializado que tiene una mayor
representacion en el cloud genome Figura 2.6, panel c. Este modelo es relevante porque establece
el papel de las familias del shell genome, que no fue considerado en la primera iteracién que explotd
las capacidades de EvoMining como herramienta de mineria gendémica para encontrar BGC

novedosos [Navarro-Munoz, 2018].

En la siguiente seccién se analizaran los patrones de expansion reclutamiento de GDH provistas por
EvoMining para GDH y se describiran los arboles filogenéticos de cada linaje mostrados en la Figura
2.7, asi como un arbol que incluye conjuntamente secuencias de todos los linajes. En Archaea, GDH
tiene en promedio 1.23 copias por genoma, mientras en Actinobacteria, Cianobacteria y
Pseudomonas esta media es de 0.74, 0.56 y 0.65, respectivamente. En estos tres taxa GDH es parte
del shell genome. Ademas de GDH se estudiaron las expansiones y los arboles filogenéticos de
TrpA, TrpB, TrpC, TrpD, TrpEG, AroB y ALS. Todas ellas pertenecientes a las 42 familias enzimaticas
conservadas entre los cuatro linajes y a la vez reclutadas en escitonemina [Balskus, 2008; Soule,

2009] un claster biosintético de Cianobacteria (Figura 2.8).

2.3.3. GDH y ALS en el cluster escitonemina ejemplifican como familias
pertenecientes a un mismo BGC pueden tener distintos patrones de

expansion.

La enzima GDH, se encuentra presente en muchos linajes debido tanto a su origen ancestral como
a la transferencia horizontal [Andersson, 2003; Lilley, 1991] (Figura A.3). GDH cataliza la reaccion
reversible de desaminacién oxidativa de glutamato en a-cetoglutarato y amonio. De acuerdo con el
uso de cofactores, la familia GDH puede dividirse en tres clases, la primera usa NAD+ y es nombrada
como GDH(NAD+). La segunda clase utiliza NADP+ y es conocida como GDH(NADP+). La tercera
clase utiliza ambos cofactores NAD+ y NADP+; por lo que se le conoce como GDH (NAD+ y NADP+)
[Engel, 2014].
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Aunque existen otras clasificaciones de la diversidad de enzimas GDH esta fue seleccionada porque
se relaciona con la historia evolutiva de la enzima. GDH(NAD+) es utilizada para la oxidacién del
glutamato mientras que GDH(NADP+) para fijar amonio, algunas enzimas de Archaea funcionan bien
con ambos cofactores, es decir tienen promiscuidad de cofactores [Engel, 2014]. La especificidad
por NAD+ o NADP+ probablemente emergid en repetidas ocasiones, una evidencia a favor de esta
hipétesis es que se ha mostrado que algunas mutaciones pueden revertir la especificidad
[Lilley_partial _1991]. Esto sugiere que en los cofactores analogamente al caso de promiscuidad por
sustrato, la similitud de secuencia no siempre es suficiente para evidenciar la especificidad. En
ocasiones la divergencia o cercania filogenética de los organismos productores de la enzima es una
informacion adicional a la similitud de secuencia, esta consideracion es importante al analizar

enzimas en linajes muy divergentes.

La familia GDH muestra expansiones aungue no muy abundantes en Actinobacteria ,y en
Cianobacteria. Las expansiones estan practicamente ausentes en Pseudomonas. En contraste, un
namero significativo de expansiones es encontrado en Archaea Figura 2.7. El arbol de EvoMining
de la familia GDH en Archaea fue enraizado con la secuencia semilla de Sulfolobus, que fue predicha
por RAST como una enzima dual en el uso de cofactores NAD(P)+ [Consalvi, 1991]. En Archaea las

tres clases de GDH alternan en las ramas del arbol (Figura A.4).

Muchas de las secuencias clasificadas como de metabolismo conservado se concentran volviendo
rojas las ramas basales del arbol. Se observa otro clado mas grande y diverso compuesto casi
exclusivamente por enzimas especificas para NAD(P) [Ferrer, 1996], incluyendo muchas
predicciones de antiSMASH, y s6lo dos marcadas como metabolismo conservado. Estas dos marcas
pueden deberse a la pérdida real de una enzima de metabolismo central en las ramas centrales o
bien a huecos debidos a la calidad del ensamblado y la secuenciacion de los genomas. La anotacién
funcional de estos ortélogos de GDH apunta hacia reclutamientos en el metabolismo especializado.
Estos reclutamientos fueron identificados en organismos de los genera Haladaptatus, Haloterrigena,
Natrialba, Natrinema, Natrialbaceae y Natronococcus. Los genes se encuentran un contexto de
posible sintesis de terpenos. Este contexto incluye enzimas relacionadas al geranio pirofosfato, un
precursor de todos los terpenos y terpenoides [Tholl, 2006]. Este arbol tiene también casos de
divergencia reciente. Hay una pequefia rama indistinguible en la figura, pero explorable en la
plataforma Microreact donde los paralogos aparecen junto a las secuencias de metabolismo central.
Finalmente, a pesar de la divergencia las Ultimas ramas corresponden a enzimas de metabolismo
conservado, es decir son las copias mas parecidas en esos organismos a las semillas provistas en

la Enzyme DB Figura 2.7.
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En contraste con la amplia expansion de GDH relacionada a las adaptaciones metabdlicas en
Archaea, el arbol de Cianobacteria tiene copias extra sélo en el 4.5% de sus genomas (Figura 2.7,
Tabla A.1). En esta rama expandida se encontraron cuatro predicciones de antiSMASH y cuatro
predicciones de EvoMining en la rama que contiene a ScyB el homdélogo de GDH que fue reclutado
por el BGC escitonemina. ScyB es pues parte de la sintesis de escitonemina, un pigmento amarillo
producido por muchas Cianobacterias como proteccion contra la radiacion UV-A solar [Balskus,
2010]. Nostoc punctiforme PCC 73102 es el organismo productor de escitonemina cuyo BGC fue
caracterizado y anotado en MIBIiG. EvoMining sélo unas pocas secuencias GDH copias extra de
especies de Nostoc aun cuando se conoce que homologos de scyB pueden encontrarse en estos
genomas. Esta observacién puede deberse a la gran divergencia de secuencia entre copias de

metabolismo central y de metabolismo especializado en estos organismos.

En la vecindad gendémica de algunas expansiones de GDH se observé la secuencia de ALS, un gen
identificado en la literatura como homologo de scyA. ademas, en los BGC conocidos de escitonemina
se observo que scyB se conserva cerca del gen scyA (Figura 2.8, panel a). scyA es homologo de la
subunidad larga de ALS. Esta familia tiene un nimero promedio de copias de 1.87% en la base de
datos Genome DB de Cianobacteria. La media es de hecho de 2.1 copias en organismos que
contienen al menos una copia ALS, pero la moda del nimero de copias es 1. Estos datos indican
gue muchos organismos tienen mas de dos copias de ALS lo que puede correlacionar con que esta

familia es mas dispersa alrededor de la moda.

Al generar el arbol de EvoMining de ALS en Cianobacteria, se observo que scyA es un reclutamiento
gue se localiza en una rama repleta de secuencias de ALS provenientes de Nostoc sp., que fueron
etiquetadas como predicciones de EvoMining (c). Estas predicciones incluyen mas de veinte
organismos conocidos como productores de escitonemina [Balskus, 2008]. Ademas, ramas cercanas
muestran secuencias de ALS que son predicciones de antiSMASH, reforzando la sugerencia de que
esta seccion del arbol se dedica al metabolismo especializado. Una ultima rama contiene a los
mismos organismos encontrados en el arbol de EvoMining de la familia GDH. Estos organismos son

mostrados en el acercamiento de la rama de scyB (Figura 2.8, panel b).
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Figura 2.8 Reclutamientos de GDH y ALS por el cluster biosintético de escitonemina. (a) El BGC de
escitonemina de Nostoc punctiformese compone de genes reguladores (verde), genes que participan en
la biosintesis de escitonemina (azul) y de genes dedicados al suministro de precursores (marrén). Se
encontr6 que ocho familias enziméticas del BGC de escitonemina tienen su origen dentro de las 42
familias enzimaticas conservadas. Estas ocho familias comunes estan marcadas con asteriscos. (b)
Acercamiento de la rama de expansién de Cianobacteria GDH cerca de ScyB. Inesperadamente, muchos
de los productores conocidos de escitonemina no se encuentran en esta rama. (c) Acercamiento de la
rama ScyA, que muestra las expansiones de ALS correcta y exclusivamente marcadas por EvoMining
como un destino en el metabolismo especializado. Los productores de escitonemina conocidos estan
marcados con estrellas. Los cuadrados indican expansiones dedicadas al metabolismo especializado
ubicado en la vecindad gendmica de las expansiones de GDH que coinciden con la rama ScyB. Los
arboles de EvoMining de TrpA, TrpB, TrpC, TrpD, TrpE y AroB de Cianobacteria estan disponibles en
Microreact.
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Esta observacion sugiere co-diversificacion, via un evento de expansién reclutamiento de ScyA y

ScyB a partir de su origen en ALS y GDH, respectivamente. Los perfiles de expansion de estas

familias difieren ya que a diferencia de la muy poblada rama de scyA en el arbol de ALS, la similitud

entre homélogos de la FE de GDH y homélogos de ScyB no fue suficiente para reconstruir una rama

de scyB con todas las expansiones sugeridas por la ocurrencia del clister de escitonemina. Estas

observaciones son una leccién para usar EvoMining como herramienta de mineria gendmica:

enzimas cercanas pueden co-diversificarse en ocasiones formando parte de un mismo BGC, pero a

la vez estar sujetas a distintas restricciones evolutivas.
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2.3.4. El cluster de escitonemina es una familia de clusteres cuyas

variantes en los genes accesorios muestran promiscuidad de producto.

Definimos cluster promiscuo como una familia de BGC homdlogos cuyos miembros sintetizan
distintos productos naturales con la misma estructura base, pero con algunas modificaciones que
son especificas de cada organismo incluyendo aquellos BGC que en un mismo organismo pueden
producir varias moléculas muy similares. Un cllster puede ser promiscuo ya sea por la promiscuidad
de alguna de sus enzimas o por la diversidad en los genes accesorios particulares a cada organismo.
En oposicion tenemos los clusteres u operones del metabolismo central, donde la seleccion ya ha
actuado siempre obtener el mismo producto, por ejemplo, algin aminoacido en particular. Como

veremos mas adelante el BGC de escitonemina presenta diversidad de productos.

El cluster de la escitonemina reportado en MIBIG y mostrado en la Figuras 2.8 y 2.9 en comprende
18 genes [Soule, 2009]. Ademas de genes reguladores, este BGC incluye a los genes biosintéticos
scyABC, los genes conservados con funcion desconocida scyDEF y los proveedores de precursores:
tyrA, dsbA, aroB, trpE/G, trpC, trpA, tyrP, trpB, trpD, aroG. Las familias enzimaticas TrpABCDEG y
AroB son parte de las rutas de los aminoacidos aroméaticos y del &cido shiquimico, parecen haber
sido reclutadas para proveer de los precursores L-triptéfano y prefrenato, que son necesarios para
la sintesis de escitonemina. En oposicién a las enzimas del operon de triptéfano y a AroB que siguen
realizando su funcién de metabolismo conservado ain como parte de una ruta de metabolismo
especializado estan ScyA y ScyB. Estas dos familias también tienen un origen en el metabolismo
conservado, ya se ha explicado que tienen su origen en las familias ALS y GDH, pero en este caso
si ha cambiado la especificidad por sustrato al momento de la incorporacién al metabolismo
especializado (Figura 2.9). ALS une dos piruvatos, transformandolos en S-2-acetolactato [Liu, 2016],
mientras que ScyB cataliza la unién de indol-3-piruvato con acido p-hidroxi-fenil pirGvico. De forma
analoga, GDH convierte L-glutamato en 2-oxoglutarato [Engel, 2014], mientras que ScyA cataliza
una desaminacién oxidativa de tript6fano. El producto de estas dos enzimas actuando
secuencialmente en un dipéptido, el cual es ciclado por ScyC. La ruta metabélica culmina con una
serie de oxidaciones y dimerizaciones hasta llegar al producto escitonemina, ain no es claro como

se llevan a cabo estos ultimos pasos [Balskus, 2008].

95



w
HO, o
rouli Ny o NCEY
HO/ % O0—p—aH p—0 A H

I'. -:H‘A é’H
} OH
h o] "2 0 [ g /
Erythose- : f{ / D,
aphosphate NN o_|F|. —oh | o /" EKLAC
OH JJ I /
H 4
w
HO.. .0 COOH | [a] OH OH
> / 4
~ 0
/ /’I\ \\J ’ _/f:'l @
Q- S o —
'I—;N)W X i 1 _ }‘:* o
i | N «— D . b 0
- Chorismate Prephenate
L-glutamate L-tryptophan
g PP NADH™ /
Hz0 |- NAD[P) + coz /
/ NAD — V4
)
GDH NADH® v—| SCYB e /
h AD 4
K apmmt /
NH3+H* v /
A IEEEEEEENR IIIIIIIIIIIIIIIIII/I’IIIIIIIIIIIIIIIIII.
o} 0 . K o .
| ”\ . o o = .
NN N . ~"\_ _-COOH | S \>-<0 =
[ g ] X % o .
= . N— O HOO - -
. _ Pyruvate Pyruvate =
2-oxoglutarate a Indole-3-pyruvate p-HPP acid =
- n
= Ht —_T ALS .
: ScyA \—¥CO; ™
. —V¥co; .
™ L]
n - | ]
m 0 © R o :
= — O
- T N O I | =
. \ I 4"coon .
] b= O - 0 o :
. OH .
.-----llIlllIllIIllIIll-----\i,‘-Illllllllllllllll-:

= ', 8] .
o /\ 4 Cyclization
o, N @ (decarboxylation)
."I\ ¥ ___’ N _| -
{ =M r 1 r ta 1 .-'f \

Scytonemin

Figura 2.9 Origen metabdlico y destino de GDH / ScyA y ALS / ScyB en la biosintesis de escitonemina.
AroG y AroB participan en la sintesis de corismato, un intermediario que se transforma en los precursores
gue conducen a sustratos de ScyA, es decir, I-triptéfano y prefenato. La reaccion catalizada por ScyB que
convierte el triptéfano en indol-3-piruvato es similar a la conversion de I|-glutamato en 2-oxoglutarato,
catalizada por GDH (cuadrado con un contorno solido). ScyA cataliza la descarboxilacion de indol-3-
piruvato y acido p-hidroxi-fenil-piravico (p-HPP) para formar un dipéptido que sirve como un precursor de
escitonemina. Esta reaccién es anéloga a la descarboxilacién de dos piruvatos por la enzima ALS

original(rectangulo con un contorno de puntos). ScyC realiza una ciclacion seguida de pasos de oxidacion
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y dimerizacion que concluyen con la ruta de scytonemin. Las enzimas del BGC de escitonemina dedicadas

a la sintesis de precursores estan coloreadas en marrén y las enzimas biosintéticas en azul.

Ademas de GDH y ALS el BGC de escitonemina tiene seis familias que son parte de las 42 FEs
analizadas aqui, es decir 8 de los genes que participan en la sintesis de escitonemina tienen un
origen en metabolismo conservado y fueron reclutados en el clister de escitonemina (Figura 2.6 y
Figura 2.8). De estas familias, seis de los siete arboles de EvoMining contienen copias extras
identificadas como predicciones de EvoMining, debido a que en su rama de expansion se encuentra
el correspondiente gen de escitonemina del claster reportado en MIBIG. Los reclutamientos incluyen
AroB y todos los genes de la ruta del L-triptéfano excepto trpF. Estos arboles pueden ser consultados

interactivamente, los enlaces de Microreact estan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Arboles de EvoMining de enzimas relacionadas con la escitonemina en MicroReact

Linaje Enlace al &rbol de EvoMining en Microreact
TrpA https://microreact.org/project/SyZMprKum?tt=cr
TrpB https://microreact.org/project/H1jWOrFdX?tt=cr
TrpC https://microreact.org/project/rkN1THFum?tt=cr
TrpE/G https://microreact.org/project/rkv20SFOm?tt=cr
TrpD https://microreact.org/project/HLUUQEOgm?tt=cr
AroB https://microreact.org/project/SKT1Wp_dm?tt=cr
GDH https://microreact.org/project/HyjYUN7pQ?tt=cr
ALS https://microreact.org/project/B11HkUtdm?tt=cr

Los arboles de EvoMining de estas familias incluyen ramas marcadas por reclutamientos que son
enzimas que forman parte de las rutas de sintesis de otros pigmentos protectores solares. Entre ellos
la shinorina y los aminoacidos de tipo micosporina (MAAs) [Balskus_genetic_2010]. Entre los
reclutamientos también estan otros no relacionados a la proteccion solar, como la welwitindolinona
[Hillwig, 2014], la ambiguina [Li, 2015] y la fischerindolina [Li, 2017]. Estos resultados ilustran cémo
EvoMining puede complementar a antiSMASH mediante la identificacibn de secuencias que

pertenecen a BGC no tradicionales.
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Figura 2.10 Arbol de EvoMining de AroB. El nimero promedio de copias de esta familia es 1.3, la moda
es uno con 29.5 por ciento del total de los genomas superando este umbral. Estas caracteristicas se
reflejan en tres ramas llenas de copias adicionales marcadas ya sea como predicciones de antiSMASH o
como predicciones de EvoMining. La primera rama de abajo hacia arriba tiene los compuestos MAA como
reclutamientos. La segunda rama fue reclutada para la sintesis de shinorine y la tercera rama para la de
escitonemina. Estos tres productos naturales MAAs, shinorine y escitonemina son protectores solares. En
contraste a las familias del operdon de triptéfano, AroB no tiene Welwitindolinone, Ambiguine o

fischerindoline como reclutamientos.

Para investigar la coocurrencia de ScyA y ScyB, que son necesarias juntas para producir
escitonemina, reconstruimos su historia evolutiva conjunta. Para ello se obtuvieron las secuencias
de los genomas donde ambas tenian presencia, se concatenaron sus secuencias y se realizé una
filogenia con ellas. Las variantes de la vecindad gendmica del BGC de escitonemina fueron
visualizadas mediante el uso de CORASON [Navarro-munoz_computational_2018]. En el siguiente
capitulo seré explicado con mas detalle este software de visualizacion y organizacion de vecindades
gendmicas. Los andlisis filogenémicos resultaron en 34 Cianobacterias con diversidad quimica en el

BGC de escitonemina. Es decir, en conclusion, escitonemina es un ejemplo de clister promiscuo, ya
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gue parece haber un core conservado, pero diversidad en enzimas accesorias y por tanto en sus

productos finales.

Se pudieron predecir cinco estructuras putativas que son variantes de escitonemina y correlacionan
con episodios de pérdida y ganancia de genes en este locus (Figura 2.11). En esta figura la
clasificacién de EvoMining para la familia ALS se muestra en un circulo acorde con los colores de
EvoMining. Al core de genes scyABCD se incorporan genes que realizan ornamentos como
hidrolasas, prenil-transferasas, fosfodiesterasas y mono oxigenasas, para formar congéneres de
escitonemina como los compuestos 1y 2. La pérdida de los genes scyDEF y la aparicién de otras
enzimas como la tirosinasa y o la amidasa pueden derivar en la sintesis de los compuestos 3 y 4.
Ademas encontramos que homaologos de scyA y scyB son parte de otro BGC que contiene un hibrido
NRPS-PKS. Siguiendo las reglas biosintéticas de estas enzimas se propuso el compuesto 5. La
diversidad quimica sugerida en estas predicciones s6lo puede ser validada mediante trabajo
experimental, sin embargo, si existen variantes reportadas de la molécula de escitonemina [Grant,
2013]. Las variantes producidas por la dinamica evolutiva del metabolismo especializado fueron
sugeridas mediante el s6lo uso de ScyA y ScyB como semillas de blusqueda. Estos resultados
sugieren el poder predictivo de EvoMining para explorar espacios metabdlicos tipicamente ignorados
por métodos de busqueda tradicionales de BGC que no consideran la evoluciéon dentro de sus

algoritmos de mineria gendmica.
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Figura 2.11 El analisis filogendmico de scyA y sycB mostré una diversidad quimica en torno al BGC de la

escitonemina. Las proximidades gendmicas que contienen tanto scyA como scyB en Cianobacteria se

muestran junto a una reconstruccion filogenética utilizando las secuencias de proteinas de estos dos genes.

2.4. EvoMining aplicado a TauD, enzima comun de los

BGC Rimosamida y Detoxina sugieren otra clase de

clusteres con promiscuidad de producto.

Ademas del ejemplo de las familias del BGC de escitonemina ampliamente discutido en este capitulo,

y de las 42 familias de metabolismo conservado apliqué EvoMining para estudiar las expansiones de

otras familias enzimaticas. Una de ellas es TauD una enzima del shell genome de Actinobacteria que

cuya contraparte homéloga en Enterobacteria forma parte del operén de E. coli metabolismo de

taurina. En Actinobacteria una copia de tauD pertenece a este operén que esta parcialmente
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conservado, mientras que otras copias, cuyo destino metabdlico nos muestra EvoMining aparecen
en una rama marcada por reclutamientos de MIBIG (Figura 2.12). EvoMining también encuentra
expansiones de esta familia en Pseudomonas donde ademas el contexto gendémico de la copia
secundaria se conserva cerca de una PKS, sugiriendo la pertenencia de tauD a BGC de productos
naturales. En Actinobacteria tauD es parte de 15 BGC, entre ellos los clusteres que producen los
metabolitos rimosamida y detoxina (Tabla 2.2). Estos metabolitos comparten un core molecular y
difieren en ornamentaciones. Esta observacion y el hecho de que estos BGC comparten mas genes
ademés de la rimosamida, nos pueden sugerir que los BGC de Rimosamida y detoxina, también
pueden considerarse como parte de una sola clase de BGC que presentan promiscuidad de producto.
El estudio de las variantes de rimosamida - detoxina BGC sera objeto del siguiente capitulo donde
cambiaremos de estudiar las variaciones a nivel secuencia de enzimas a estudiar variantes de

clusteres biosintéticos.

@ Central metabolism
@ Recruited Enzyme (MIBIG)

@ Secondary metabolism
(EvoMining Hit)

@ Secondary metabolsim
(antiSMASH)

@ Seed Enzyme

@ Transition Enzyme
(antiSMASH and Central
metabolism)

@ expansion

Rimosamida Detoxin

Figura 2.12 Andlisis de EvoMining de las expansiones de la famila TauD. En Actinobacteria existe una

rama dedicada al metabolismo especializado. Dentro de esta rama hay copias extra en géneros como
Streptomyces, Rhodococcus, Frankia y Amycolatopsis. Esta figura muestra un clado dentro de las
expansiones de la familia que contiene quince homologos de tauD que pertenecen a clusters
biosintéticos experimentalmente caracterizados y depositados en MIBIG, incluyendo los de detoxin y
rimosamidas. La variedad de BGC mostrada en este clado abre la posibilidad de encontrar variantes

moleculares de estas familias
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Tabla 2.2 Homélogos de tauD en BGC reportados en MIBIG

MIBiG BGC Compuesto Clase Organismo Productor
653 _ADO085576 pentalenolactone Terpene Streptomyces arenae
678_BAC70706 pentalenolactone Terpene Streptomyces avermitilis NBRC 14893
163_ACR50790 tetronasin Polyketide Streptomyces longisporoflavus
961_ABC36162 bactobolin NRP-Polyketide Burkholderia thailandensis E264

287_AAG05698

846_ctgl orf9

1183_AGC09526
1156_ADD83004
1140_ACO31277

1140_ACO31282

715_ABWS87795
1205_KGO40485
1205_KGO40482
1183 AGC09525
654_ABB69741

1070_CAN89617

2-amino-4-methoxy-
trans-3- butenoic acid
tabtoxin

lobophorin
platencin
platensimycin-
platencin
platensimycin-
platencin
spectinomycin
communesin
communesin
lobophorin
phenalinolactone

kirromycin

NRP

Other
Polyketide
Terpene

Terpene

Terpene

Saccharide
Polyketide
Polyketide
Polyketide
Saccharide-Terpene
NRP - Polyketide

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pseudomonas syringae
Streptomyces sp. FXJ7.023
Streptomyces platensis

Streptomyces platensis

Streptomyces platensis

Streptomyces spectabilis
Penicillium expansum
Penicillium expansum
Streptomyces sp. FXJ7.023
Streptomyces sp. Tu6071

Streptomyces collinus Tu 365

2.5. Consideraciones finales sobre el uso de EvoMining

EvoMining fue desarrollado como una herramienta de mineria genémica descargable que puede ser
aplicada a bases de datos de secuencias de metabolismo conservado (Enzyme DB) provenientes de
familias enzimaticas de distintos phyla. Nuestros andlisis llevaron a la conclusion de que los patrones
de expansién reclutamiento dependen tanto de la familia enzimatica como del linaje genémico en el
gue se analiza. Una consideracion importante al usar EvoMining es que el tamafio de genoma
correlaciona con el nimero de copias extra de familias expandidas. Aunque el tamafio de genoma
es importante, también encontramos excepciones donde EvoMining pudo predecir enzimas de BGC
no tradicionales en genomas relativamente pequefios, sugiriendo que hacen falta mas analisis para
estudiar esta relacion. En este sentido, optamos por comparar linajes gendmicos que no solo son
altamente divergentes y, en algunos casos, poco conocidos con respecto a la biosintesis de NP, sino

también desproporcionados en cuanto a su resolucién taxondmica y distancias. Por lo tanto, es
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posible que estos factores hayan impuesto un sesgo al establecer relaciones entre el tamafio del

genoma, la tasa de expansion de genes y la diversidad metabdlica.

Es interesante observar que las familias mas expandidas segun los andlisis de prueba de concepto
anteriores de EvoMining [Cruz-Morales, 2016] fueron asparagina sintasa, 2-dehidro-3-
deoxifosfoheptanoato aldolasa y 3-fosfosquimato-1-carboxivinil transferasa, que son las que llevaron
al descubrimiento de enzimas biosintéticas de arsenolipidos. Cabe destacar que ninguna de estas
enzimas formaba parte de los 42 FE analizados en el presente documento, lo que refuerza la idea
de que no solo las enzimas conservadas, sino también las enzimas del shell con copias adicionales,
pueden servir como semillas para el descubrimiento de nuevos BGC. Después de observar que la
familia de la GDH tiene numerosas expansiones en Archaea, pero no en otros taxones,
proporcionamos un ejemplo de un reclutamiento de una enzima metabdlica central por un BGC en
Cianobacteria, donde no hay tantas expansiones, lo que sugiere que las predicciones en Archaea
deben ser exploradas experimentalmente. Estas observaciones enfatizan la naturaleza predictiva de

EvoMining.

En este punto conviene enfatizar como fue clave el papel de MIBiG [Medema, 2015] para esta version
de EvoMining ya que permite incrementar consistentemente y sin esfuerzo de curacion manual a los
BGC reportados por investigadores de todo el mundo. La version previa de EvoMining no incluia por
ejemplo ningun BGC de Cianobacteria o de Archaea. Gracias a esta actualizacion que la nueva
version de EvoMining pudo identificar correctamente secuencias de genes del BGC de la
escitonemina. Sin la presencia de la sefial de los BGC de Cianobacteria en MIBiG estas hojas habrian

sido catalogadas como de destino metabdlico desconocido.

En este capitulo se describié el funcionamiento de EvoMining y sus aplicaciones como una
herramienta de mineria genémica que permite relacionar la historia evolutiva de familias enziméaticas
con su funcion. Especificamente, lo empleamos para sefialar familias de genes con expansiones que
sugieren la presencia de elementos con promiscuidad. También, EvoMining fue utilizado para ubicar
a los homdlogos de familias expandidas que probablemente forman parte de BGC. Estos ultimos
seguramente producen nuevos productos naturales, razén por la cual, abordaremos el estudio de la
conservacion de estos BGC a partir de estas enzimas en el siguiente capitulo. Se mostré también
gue el metabolismo se puede expandir a partir de genes de metabolismo conservado considerando
tanto el metabolismo shell, como el metabolismo core. Se ilustré con el ejemplo de escitonemina que
en un BGC se encuentran genes provenientes de la expansion de distintas familias de enzimas, que
una misma expansion puede ser utilizada para producir distintos analogos con estructuras similares
y que los patrones de expansion son especificos de cada familia y linaje. Queda por explorar los

103



104

patrones de neofuncionalizacion de forma exhaustiva con todas las familias del shell genome, asi
como el determinar de los BGC conocidos en MIBIG qué familias del metabolismo conservado fueron
las que les dieron origen. En el siguiente capitulo retomaremos el ejemplo de tauD para describir el

descubrimiento de 3 nuevos BGC cuyo producto natural fue sido demostrado por colaboradores.
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Capitulo 3

Desarrollo de CORASON como herramienta para
organizar clusteres Dbiosintéticos y otras

vecindades gendmicas conservadas.

En este capitulo presento CORASON, CORe Analysis of Syntenic Orthologs to prioritize Natural
products biosynthetic gene clusters, una herramienta para explorar la diversidad en el contenido de
los Clusteres de Genes Biosintéticos (BGC por sus siglas en inglés) asi como su distribucion en un
linaje proporcionado por el usuario. CORASON es una herramienta en linea de comandos para
organizar filogenéticamente la variacion de una familia de clisteres, Figura 3.1. Ya que sabemos que
hay variantes de BGC que producen productos naturales similares dentro de los linajes gendmicos.
Otros métodos de minado de genomas han acelerado el descubrimiento de nuevos BGC. Casi cada
nueva bacteria que es secuenciada aporta alguna novedad al pangenoma bacteriano conocido. Una
fraccion de estos genes descubiertos formara parte de variantes de BGC previamente conocidos
aportando diversidad a las familias de clUsteres biosintéticos. La diversidad genética que existe en
las familias de BGC esta relacionada con cambios moleculares, incluso pequefias variantes en un
metabolito pueden ocasionar diferencias en su funcién biolégica por lo que es de interés identificar
analogos de productos naturales tanto como entender su evolucion. Se disefi6 CORASON que
identifica el core génico de un BGC y genera una visualizacion de las variantes de la familia

organizadas filogenéticamente.
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Figura 3.1 La herramienta CORASON localiza familias de clusters biosintéticos en un linaje genémico
partiendo de un cluster y un gen de referencia. Todos los contextos genémicos que contengan ese gen
y algun otro gen del cluster de referencia serdn encontrados en el linaje seleccionado por el usuario.
CORASON identifica el core génico de la familia. La informacion del core se utiliza para organizar
filogenéticamente todos los miembros de la familia del BGC, es decir todas las variantes del BGC seran
organizadas. El core génico esta relacionado con el core de la molécula, la parte variable del BGC
codifica enzimas accesorias que producen ornamentos. Al cambiar de gen de referencia CORASON
permite explorar otras familias de BGC que contengan las mismas modificaciones. Los resultados se
presentan en una visualizacion que permite al mismo tiempo apreciar variacion a nivel de presencia-
ausencia de genes entre miembros de una familia de BGCs, como también apreciar variaciona nivel de
secuencia a través de un gradiente de color entre genes conservados entre una variante y el BGC de

referencia.

3.1. Algoritmo y caracteristicas de CORASON

La herramienta CORASON, como se muestra en la Figura 3.1 localiza familias de BGC en un linaje
gendmico partiendo de un clister y un gen de referencia. Para ello el usuario debe proveer una base
de datos de genomas (Genome DB) de un linaje definido con las mismas caracteristicas y
precauciones descritas para EvoMining el capitulo anterior. También debe poner como entrada un

BGC y un gen de referencia que sea parte de ese BGC. El algoritmo de CORASON busca los
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homologos de ese gen en cada genoma de la base de datos y luego también detecta a los otros
genes del BGC de referencia si es que se encuentran en la vecindad del gen de referencia. Esto lo
repite para todas las secuencias del linaje seleccionado por el usuario. Posteriormente, CORASON
identifica el core génico de la familia con el algoritmo de Orthocore. La informacion del core se utiliza
para organizar filogenéticamente todos los miembros de la familia del BGC. Ya que el core génico
esta relacionado con el core de la molécula, CORASON permite detectar en la parte variable del
BGC a las enzimas accesorias que producen ornamentos i.e. variantes moleculares. Los resultados
son un arbol en formato Newick junto con una visualizacion que permite al mismo tiempo apreciar
variacion a nivel de presencia-ausencia de genes entre miembros de una familia de BGC, asi como
la divergencia a nivel de secuencia entre genes conservados entre una variante y el BGC de

referencia, mismo que se distingue con un cédigo de color.

CORASON fue disefiado con las siguientes caracteristicas: (i) Se implementa en una interfaz de linea
de comando simple. (i) Identificacién de todos los homdlogos de un gen de referencia en una base
de datos de genomas. (iii) Identificacion del core génico del BGC. (iv) Reconstruccion filogenética de
la familia de BGC utilizando la informacion del core. (v) Salida visual en formato SVG, que muestra
tanto la anotacion funcional de los genes como como la distancia respecto a sus ortélogos del clister

de referencia.

3.2. Las familias de BGC son variantes del BGC de

referencia.

Asi como existen familias génicas, un gen y todos sus homologos, incluidos paralogos, ortélogos y
xendlogos, también existen familias de BGC. Sin embargo, no es trivial definir los limites de un BGC
porgue no tiene un codén de inicio y un codén de paro como un gen. En algunas ocasiones como en
el caso de escitonemina todos los genes del BGC se expresan al recibir un estimulo, como los rayos
UV en este caso. Otras veces en la produccion del metabolito participan genes que no son
necesariamente contiguos, y por ello al cambiar el BGC de organismo y realizar expresion heteréloga

no se obtiene el mismo metabolito.

Asi pues, cuando se habla de un BGC no se debe pensar que este es igual en todos los organismos

del linaje, es decir que tiene el mismo contenido génico. Hay variacion tanto a nivel de contenido
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génico como a nivel de secuencia entre los genes ortdlogos. Esta variacion produce la promiscuidad
de producto, una familia de BGC produce distintos productos a partir de precursores similares. En
este trabajo tomamos como BGC de referencia a los anotados en MIBIG, que son de los que se
tienen productos reportados con datos experimentales. Para CORASON consideramos como parte
de la familia del BGC todas las variantes de BGC que contengan al menos dos genes en comun, uno

de referencia seleccionado por el usuario y otro cualquiera, pero comun con el BGC de referencia.

Como ejemplo de familias de BGC conviene pensar en analogia con los operones. Un operon es el
conjunto de genes dedicados a la sintesis de un mismo proceso que regulan de forma coordinada su
propia expresion, estos genes suelen ser contiguos y transcribirse simultaneamente desde un solo
promotor. Ejemplos de estos operones son los que producen los aminoacidos histidina y triptofano.
Estos “BGC” hace millones de afos fueron posiblemente parte del metabolismo especializado vy
debido a su éxito se fijaron en lo que ahora vemos como BGC conservados en ciertos linajes
gendmicos. En estos casos las fronteras son claras y la variacién génica es poca. Aun asi, existen
otros ejemplos donde puede constatarse variacion en las rutas de sintesis de mecanismos centrales
de metabolismo procariota. En el caso de histidina y triptéfano, como hablaremos en el siguiente
capitulo, es la variaciéon a nivel de secuencia y no tanto a nivel de composicion génica la que produce
diversidad de producto. En oposicién a los BGC u operones de metabolismo conservado, estan los
BGC del metabolismo especializado, asi como se encuentran familias con mucha variacion génica

pueden encontrarse otras muy conservadas.

En las siguientes secciones presento cuatro ejemplos que ilustran como CORASON puede ser
utilizado tanto para priorizar nuevos BGC como para ligar la variacién génica de familias de BGC con
diversidad estructural. Asimismo, se describe como este algoritmo es una expansion de las
habilidades de EvoMining para encontrar enzimas en el proceso de diversificacion funcional. En
resumen, CORASON encuentra familias de BGC, y presenta una rapida visualizacion de sus
variantes. Con esta herramienta podemos expandir nuestro conocimiento sobre nuevas variantes
guimicas mediante la gendémica comparativa. CORASON esta disponible en su contenedor de

Docker en GitHub https://github.com/nselem/corason.
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3.3. Aplicaciones de CORASON en Actinobacteria y

Pseudomonas

En el capitulo anterior las variantes del BGC escitonemina en Cianobacteria fueron encontradas al
aplicar CORASON a dicho linaje. En este capitulo presento ejemplos del uso de CORASON para
investigar los patrones de conservacién/variacién en familias de BGC en los linajes Actinobacteria y
Pseudomonas. Primero, las versiones iniciales de CORASON fueron usadas junto con cromatografia
y espectrometria de masas (LC-MS) para estudiar la ecologia y evoluciéon de los sideréforos de tipo
desferroxiaminas en Actinobacteria [Cruz-Morales, 2017]. En un segundo ejemplo, CORASON fue
utilizado para investigar la existencia de variantes en Actinobacteria del clister productor de
arsenolipidos que se encuentra en Streptomyces lividans. Finalmente, un tercer ejemplo es
presentado: el de los contextos gendmicos del metabolismo secundario de tauD. Esta enzima
proviene de una di oxigenasa involucrada en el metabolismo de taurina en su papel de enzima del
metabolismo conservado. En Actinobacteria tauD es parte de 15 BGC reportados en MIBiG. Aunque
en Pseudomonas no existen BGC reportados EvoMining predice expansiones en este linaje
gendémico y CORASON predice conservacion de los contextos gendémicos de estas copias extra.
Estas vecindades gendémicas guardan cierta similitud con variantes de los BGC conocidos en

Actinobacteria.

3.4. Detectamos variantes de siderdforos en

actinobacterias de vida libre

El hierro es necesario en el metabolismo de muchos seres vivos. Para poder utilizarlo las bacterias
han desarrollado moléculas captadoras de hierro llamadas sideréforos. Un ejemplo de sidero6foro es
la molécula de desferroxiamina sintetizada por los genes des en Actinobacteria. Usamos CORASON
para identificar variantes del clister biosintético de desferroxiamina en actinobacterias de cuatro
ciénegas (Figura 3.2). En particular, encontramos una variante del BGC que se diferencia del cluster
reportado por la ganancia de un miembro de la familia penicilina-amidasa. Al gen que codifica esa
funcién se le llamé desG y es responsable de la arilacién de desferroxiaminas en actinomicetos
acuaticos [Cruz-Morales, 2017]. Ya fue verificado que la variacion génica esta ligada con la variacion

molecular.
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Cruz-Morales, P. et al FEMS 2017

Figura 3.2 Variantes del cluster biosintético de desferroxiamina fueron identificadas por CORASON en
Actinobacterias de cuatro ciénegas. Una variante del BGC de desferroxiamina fue identificada. Esta
variante se diferencia del cluster reportadopor la ganancia de una penicilin amidasa. A este gen extra

se le llam6 desG.

3.5. Un BGC de metabolismo de arsénico tiene variantes

gue conforman una familia de BGC

Analizamos los patrones de expansion-reclutamiento de la 3-fosfoshikimato-1-carboxivinyl
transferasa (AroA) en el linaje de Streptomyces usando EvoMining. Se encontré un cambio de funcion
en esta familia tal que en una de las ramas de expansiones se detectd especificamente una
arsenoenol piruvato sintasa. Estudios de mutagénesis y de expresion diferencial génica en presencia
de arsénico confirmaron que en Streptomyces coelicolor y en Streptomyces lividans esta enzima
pertenece a un BGC que sintetiza arsenolipidos [Cruz-Morales, 2016]. Mediante curacion manual se
descubri6 por la diversidad en las secuencias de aminoacidos que el contexto genémico de AroA en
estos organismos incluye una enzima PKS localizada a seis genes de distancia. antiSMASH predice
los BGC tipo PKS de estas enzimas, pero no incluye en ellos a la arsenoenol piruvato sintasa. El
valor de EvoMining fue descubrir que esta copia extra de AroA estaba dedicada al metabolismo
especializado y por tanto bien podia tener su propio BGC o dada la cercania con las PKS podia ser
parte de estos PKS-BGC. Nos preguntamos si la diversidad de secuencia a nivel de BGC, si se

encuentran variantes con distintos patrones de presencia/ausencia en los genes que componen al
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BGC de S coelicolor. O mas aun, quedaba por investigar si el BGC tenia cierto grado de conservacion

0 era exclusivo de estos dos organismos S. coelicolor y S. lividans

El contexto gendmico conservado en las expansiones de AroA puede apreciarse en la Figura 3.3. La
arsenoenol piruvato sintasa fue descubierta en un arbol de EvoMining como parte de una rama de
expansiones de AroA en Actinobacteria. El contexto gendmico de la arsenoenol piruvato sintasa de
S. coelicolor tiene un core conservado en Actinobacteria. Este BGC esta dedicado a la sintesis de
metabolitos secundarios de tipo arsenolipidos. Primero se identificaron en otras secuencias
gendmicas contextos que contengan el homdélogo de AroA y algun otro gen de su vecindad en S.
coelicolor. A continuacién, se ordenaron manualmente los contextos obtenidos y se pudo identificar
al menos cuatro diferentes subclases de BGC. La primera clase mostrada en un rectdngulo morado
no contiene PKS o NRPS, la segunda enmarcada en verde contiene una PKS-NRPS hibrida. Los
otros dos subgrupos sélo contienen una PKS, en un caso esta rio arriba y en otro rio abajo de AroA.
La tercera clase incluye una PKS a la izquierda y a mas de cinco genes de distancia de la arsenoenol
piruvato sintasa; finalmente la Ultima clase contiene una PKS a la derecha a s6lo un gen de distancia
de esta enzima. Asi, se muestra que existen variantes de un BGC que contienen un core comdn,

presumiblemente pueden producir variantes de arseno compuestos.

Hasta esta version de CORASON la visualizacién realizada para los arsenolipidos no incluia ningan
tipo de orden y era dificil distinguir grupos de BGC. Por esta razén se penso que el orden filogenético
ya no de una enzima sino del core del BGC ordenaria las variantes del BGC. Este orden mostraria
en un continuo la dinamica genémica del BGC establecida por los procesos evolutivos. En el caso
de los arsenolipidos se utilizé6 Orthocore para la identificacion del core del BGC. En las siguientes

versiones de CORASON esta caracteristica fue implementada como parte del algoritmo.
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Figura 3.3 El contexto gendmico conservado en las expansiones de AroA sugiere que es una familia de

BGC con promiscuidad de productos. El contexto gendmico de la arsenoenol piruvato sintasa de S. coelicolor

tiene un core conservado en Actinobacteria que produce arsenolipidos. Se identificaron cuatro clases de

BGCs. La primera clase en morado no contiene PKS o NRPS, la segunda enmarcada en verde contiene una

PKS-NRPS hibrida. La tercera clase incluye una PKS a la izquierda ya mas de cinco genes de distancia de

la Arsenoenol piruvato sintasa y finalmente la Gltima clase contiene una PKS a la derecha y a sélo un gen

de distancia de esta enzima.

3.6. Combinamos CORASON y BiG-SCAPE para mejorar

la clasificacion de BGC y logramos predecir dos nuevos

compuestos de la familia rimosamida - detoxina que

fueron caracterizados experimentalmente

BIG-SCAPE es una herramienta bioinformatica para clasificar un conjunto de BGC en familias de

acuerdo con el contenido, conservacion y distribucién de sus dominios [Navarro-Munoz, 2018]. Un
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dominio es una regién conservada de una proteina que evoluciona y funciona independientemente
del resto de la proteina. La identificacion de dominios es particularmente importante en los BGC
porque las modificaciones quimicas que catalizan los genes de los BGC frecuentemente estan
codificadas en dominios que pueden o no ser parte del mismo gen conservado pero que de cualquier
forma repiten la misma reaccion. Es decir, un dominio con la funcién conservada puede realizar el
mismo paso de una ruta biosintética formando parte de genes que no son homdlogos. BIG-SCAPE
usa la conservacion de dominios (no de genes) para agrupar BGC en diferentes familias de clUsteres,
sin embargo, no permite una visualizacion eficiente su evolucién. Por ello se utilizé una parte del
algoritmo de CORASON que al proporcionar un algoritmo para ordenar la diversidad dentro de la
familia usando el core de dominios conservados Figura 3.4. Asi se consigue proponer la filogenia de
los BGC y en ocasiones conectar mediante la evolucion a familias de BGC aparentemente separadas
por BiG-SCAPE.

o
M I B Il G GCF 1 b,._.
-»»»r»»»

‘ : MIBIG reference BGC

antiSMASH-predicted BGCs

Figura 3.4 CORASON permite ordenar visualizar las familias de genes propuestas por BIG SCAPE. BIG
SCAPE toma BGC que pueden provenir de MIBiG, de AntiSMASH vy los clasifica en familias (GCF1,
GCF2 y GCF3) que comparten dominios conservados. Con CORASON encontramos el core de

dominios para hacer la filogenia de los BGC con ellos y visualizar su evolucién.
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3.6.1 Identificamos nuevos productos variantes de la familia de BGC
Rimosamida - Detoxina en Actinobacteria integrando BiG SCAPE vy
CORASON

Ya que el TauD fue sugerida por un andlisis de EvoMining como una familia con expansiones
reclutadas a productos naturales de distintas subfamilias en Actinobacterias, en esta seccién
utilizamos CORASON y BIG-SCAPE para analizar una base de datos de miles de genomas. Con
estas herramientas se organizé la diversidad biosintética de las familias de BGC detoxina y
rimosamida [Mcclure, 2016]. El analisis revel6 diversidad tanto en los géneros de los organismos que
contienen a esta familia, y en la composicion genética del BGC. Entre los géneros con alguna variante
del BGC estan Amycolatopsis, Streptomyces. El core conservado de los BGC detoxina y rimosamida
esta compuesto por una NRPS, una NRPS/PKS hibrida, y un homélogo de tauD. En E. coli tauD se
encuentra en el operén tauABCD. La ruta de sintesis de rimosamida difiere de la de detoxina porque
tiene una NRPS adicional, que codifica para una modificacion del core de molécula

detoxina/rimosamida con isobutirato y glicina.

El hecho de que el gen tauD estuviera presente en todos los miembros de la familia capté nuestra
atencion Figura 3.5. El TauD pertenece a la superfamilia de enzimas hidroxilasas dependientes de
Fe (ll)/a-cetoglutarate. En particular tauD codifica una taurina dioxigenasa dependiente de a-
ketoglutarato involucrada en la asimilacion de sulfito por la liberacion oxigenolitica del aminoacido
taurina. Interesantemente, esta familia también esta presente en linajes como hongos, bacterias y
plantas. Dichas enzimas catalizan hidroxilaciones, desaturaciones, expansiones y formaciones de
anillos entre otras transformaciones quimicas. A la fecha, el rol de TauD en la biosintesis de los
metabolitos detoxina y rimosamida alun es desconocido, se ha sugerido que es responsable de la

oxidacion de la prolina observada en algunos anélogos.

Para identificar variantes de los BGC relacionados a detoxina y rimosamida dentro de la rama de
metabolismo especializado los 1175 BGC que contenian un homdélogo de tauD se pasaron por un
andlisis combinado de BiG-SCAPE/CORASON. Se us6é tauD como gen de referencia en CORASON
ya que es el unico gen miembro del ‘BGC core’ que esta presente en todos los genomas. Es
importante notar que el core del BGC podria contener hasta 3 genes porque la NRPS, y la NRPS-
PKS hibrida quedan fuera en este ejemplo debido a que algunos genomas no estan completamente
secuenciados y justamente hay huecos a los extremos de los contigs que contienen estos BGC. Este
es el caso de los organismos Streptomyces humi, Streptomyces spectabilis y Amycolatopsis

vancoresmycina.
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3.6.2. CORASON sugiere que las familias detoxina y rimosamida
pertenecen a un amplio grupo de familias dedicadas a la sintesis de

péptidos.

El analisis de CORASON revel6 que las familias de los BGC detoxina y rimosamida identificados en
BiG-SCAPE eran parte de una familia expandida de BGC de biosintesis de péptidos que incluia
clados inexplorados del phylum Actinobacteria (Figura 3.5). La organizacion filogenética de los BGC
provista por CORASON, revel6 familias de BGC que fueron omitidas debido al umbral utilizado por
el algoritmo de agrupamiento de BiG-SCAPE. Esto debido a la cercania de genes biosintéticos
detectados por antiSMASH como suficientemente diferentes como para ser clasificados en otras

familias.

Hipotetizamos que las moléculas de la familia detoxina codificadas por los BGC en los clados
inexplorados contendran cierta novedad quimica relacionada con las variaciones genéticas.
Afortunadamente, 40 de las 152 cepas identificadas como portadoras de un BGC estaban
representadas en nuestros datos metabolémicos de 363—cepas por LC-MS/MS. Los analisis de redes
moleculares de estos datos indicaron la presencia de tres detoxina conocidas, cuatro rimosamida
conocidas y otras 103 variantes de detoxina o rimosamida, el basto universo quimico sugerido por el
andlisis BiG-SCAPE/CORASON.
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Figura 3.5 Visualizacién de la Familia Expandida de BGC de TauD detectada porCORASON y sus 5
subfamilias de BGC detectadas por BIG SCAPE. A la derechase muestra la molécula producida por

cada subfamilia.
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3.6.3. El arbol de CORASON de las familias rimosamida/detoxina muestra

casos de diversidad génica que correlaciona con novedad quimica.

Tres de los clados que codifican para detoxina BGC fueron identificados por BiG-SCAPE dentro del
arbol de CORASON capturaron nuestro interés (ver las cajas coloreadas de la Figura 3.5). En esta
seccion se describe el trabajo experimental realizado por Michael Mulloney del grupo de
colaboradores de West Chicago, de los tres clados y especificamente de los organismos que

seleccioné como candidatos a presentar diversidad quimica.

3.6.3.1 ElI clado P450/enoil agrega una heptanamida al core molecular

detoxina/rimosamida

El primer clado es el ‘P450/enoyl clade’ contiene genes como el citocromo P450 y una enoil-CoA
hidratasa/isomerasa dentro de cada uno de sus BGC. Este clado esta marcado en rojo en la Figura
3.5. Andlisis de datos por tandem MS de extractos de Streptomyces sp. NRRL S-325, que se
encuentra dentro de este clado, llevo al descubrimiento de la detoxina S1. Este nuevo analogo
contiene una cadena lateral de heptanamida, una estructura Unica entre las detoxinas y rimosamidas

cuya instalacién posiblemente depende de la enzima enoil - CoA hidratasa/isomerasa.

3.6.3.2 El super clado espectinomicina / detoxina - rimosamida produce al menos

cinco variantes de detoxina.

El segundo clado de interés, fue nombrado el ‘supercluster clade’ (Figura 3.5, en verde claro),
comprende los BGC con genes de detoxina adyacentes al clister que produce espectinomicina. El
cluster de espectinomicina (MIBIiG BGC0000715) contiene en su periferia al gen tauD como se
muestra en la linea gris punteada de la Figura 3.5. La secuencia del clister de espectinomicina
depositada en MIBIG es la Unica secuencia disponible de Streptomyces spectabilis NRRL 2792.
Como no se sabe que tauD participe en la sintesis de espectinomicina se hipotetiz6 que pueden
existir los genes del cluster de detoxina al lado de los genes del BGC de espectinomicina en S.
spectabilis NRRL 2792. Adquirimos esta cepa para determinar si el analisis de CORASON podia
ayudar a la prediccion de detoxina basado solamente en la presencia del gen de referencia, pero en
ausencia completa de la secuencia del BGC de detoxina. El andlisis en tandem de espectrometria
de masas de extracto S. spectabilis NRRL 2792 reveld la presencia de cinco compuestos tipo

detoxina.
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Los tiempos de retencidn de iones y los patrones de fragmentacion de los Ultimos dos compuestos
también fueron observados en extractos de Streptomyces sp. NRRL B-1347 parte del clado del super
claster. Esto confirma la habilidad de CORASON para guiar un descubrimiento mediante la utilizacién
de la filogenia a pesar de lo limitado de los datos en la cepa NRRL-2792. El andlisis de LC-MS de
cultivos de NRRL-2792 suplementados con isGtopos estables etiquetados de aminoacidos
corroboraron las predicciones estructurales basadas en los andlisis de la cepa cercana Streptomyces
sp. NRRL B-1347. Aunque los datos de MS fueron insuficientes para desenmascarar esta estructura,
el compuesto 2 fue producido por S. spectabilis NRRL 2792 en suficiente abundancia para el

aislamiento y la elucidacién estructural por NMR.
3.6.3.3. El clado Amycolatopsis P450 produce cinco variantes de detoxina.

El tercer clado que se estudio es al que pertenecen las familias rimosamida - detoxina, contiene BGC
casi enteramente provenientes del género Amycolatopsis. Este clado esta marcado en morado en la
Figura 3.5. Este clado de BGC también contienen un gen P450 Unico entre los BGC del arbol, asi
que fue llamado el clado ‘Amycolatopsis /P450 clade’. Aunque no se contaba con datos
metabolémicos de las cepas del clado de BGC definidos por BiG-SCAPE como una Gene Cluster
Family (GCF), la visualizacién filogenética de CORASON permitié la seleccion de una cepa de
Amycolatopsis de la que se tenian datos metabolémicos con un BGC muy similar, y que también
contiene el gen P450 (Figura 3.5, linea gris cerca del clado Amycolatopsis/P450). Los analisis de los
datos de tAndem MS de extracto fermentado de Amycolatopsis jejuensis NRRL B-24427 revel6
isbmeros de detoxinas P1 que contienen tirosina, P2 mostrando fenilalanina y una valina hidroxilada,
asi como la detoxina P3, un analogo cercano libre de hidroxilacion. Ademas, se consigui6 validar la
asignacion de aminoacidos observados en los patrones de fragmentacion de MS/MS mediante el uso

de experimentos de incorporacion de is6topos estables etiquetados de aminoacidos.

3.7 CORASON permitic explorar la promiscuidad de
familias de BGC de enzimas divergentes de metabolismo

central.

Nuestros resultados ilustran como BiG-SCAPE puede identificar conjuntos de BGC relacionados, en
un gran numero de secuencias de genomas. Ademas, al usar CORASON para reconstruir las
filogenias de BGC para ordenar visualmente la evolucién de un clister biosintético y su diversidad

proveen herramientas poderosas para el descubrimiento de nuevos clados de BGC que codifican en

118



119

consecuencia para nueva quimica. Respecto a los BGC detoxina/rimosamida, CORASON mostré
habilidad para ayudar a minar bases de datos gendmicas y descubrir siete nuevas detoxinas.
Especificamente, la organizacion de las variantes de los BGC facilitd la identificacion de las
correspondientes variaciones en la estructura quimica -la presencia de un enoil-CoA
hidratasa/isomerasa corresponde a la familia de amida 4cido graso detoxina S1y la presencia de un

gen P450 corresponde a la presencia de hidroxilaciones en detoxinas P1-P3.

Estos resultados demuestran una forma alternativa en la que la mineria genémica permite identificar
como se genera la diversidad de funciones ahora a nivel de BGC. Al identificar como es la evolucién
de los genes conservados de los clusteres y diferenciarlos de los cambios en los genes accesorios
de los rodean fue posible guiar el descubrimiento de nuevos productos naturales. También este
analisis nos permitié observar que existen distintos niveles de variacion que generan diversidad
guimica y que pueden ser entendidos como promiscuidad. Dicha variacion se puede originar debido
a la divergencia a nivel de secuencia de dominios proteicos pasando por variacion a nivel de la
variaciéon entre genes de la misma familia enzimatica y llega hasta grupos de genes que varian en
cuanto a presencia/ausencia de algunos los genes que los componen. Por si esto fuera poco, ademas
detectamos que hay familias de BGC que a su vez forman superfamilias de BGC 0 que estan
compuestas por subfamilias de BGC y cuya diversidad a todos esos hiveles correlaciona con la

diversidad de los productos naturales que producen.
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Capitulo 4

La familia PriA/HISA

PriA es la familia de enzimas de Actinobacteria homodloga a la familia HisA existente en
Enterobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea. Segun las definiciones de este
trabajo PriA es una familia promiscua ya que se ha encontrado que varios miembros de PriA
in vitro tienen la capacidad de catalizar tanto la reaccion correspondiente a su homadlogo
HisA en la sintesis de histidina como la isomerizacién que cataliza TrpF cuya reaccion esta
involucrada en la produccion de triptéfano. Es decir, se ha mostrado mediante cinéticas
enziméaticas y andlisis de complementacion genética que en varias Actinobacterias PriA
participa a la vez en las rutas de sintesis de histidina y triptéfano mediante la isomerizacion
de un anillo de cinco carbonos (Figura 4.1). Los primeros miembros caracterizados como
promiscuos en esta familia fueron Streptomyces coelicolor y Mycobacterium tuberculosis
[Barona-Gomez, 2003]. La mayoria de las actinobacterias han perdido el gen trpF, aunque
su actividad es esencial. Ademas, conservan el resto del operdn de triptéfano, por lo que se
cree que la promiscuidad de PriA esta extendida en un gran subconjunto de Actinobacteria.
En la ruta de histidina PriA isomeriza el sustrato ProFAR en PRFAR, realizando la funcién
HisA. En la ruta de triptéfano PriA lleva a cabo la isomerizacion de PRA en CdRP catalizando
la reaccién de TrpF en la ruta del triptéfano. La vecindad genémica de PriA en Streptomyces
coelicolor y en otras Actinobacterias contiene genes tanto del operdn de histidina como del

de triptéfano.

o PriA H  oH ?
RHN O—p___

0 P OH -
e e A0
é E 0 Isomerizacion o OH OH

H H

Figura 4.1 La reaccion que cataliza PriA es una isomerizacion donde abre un anillo de cinco carbonos

120



121

En este capitulo usamos como modelo de una familia promiscua la familia de PriA/HisA
porque ademas PriA ha mostrado un gradiente funcional en Actinobacteria. Esta variacion
divide a la familia en varias subfamilias segun su capacidad catalitica en los sustratos
ProFAR y PRA. La evolucion de las subfamilias de PriA y sus funciones es compleja y
muestra dinamicas distintas en cada linaje (ver introduccion). Por ejemplo, incluye a los de
miembros de PriB, la subfamilia ubicada en el género Streptomyces con baja capacidad de
catalisis para la funcion TrpF. Varios Streptomyces con un ortélogo en la familia PriB, se
diferencian de otras Actinobacterias en que contienen en su genoma un gen trpF localizado
fuera del contexto genémico inmediato de los operones de histidina y triptofano. Otra
subfamilia de PriA es subHisA, que ha perdido totalmente la actividad TrpF, existen
miembros de subHisA en Corynebacterium y en Actinomyces. Finalmente, en Actinomyces
también encontramos la subfamilia subTrpF que ha perdido la actividad de HisA.

En este capitulo se exploran cuatro aspectos de la familia PriA. i) La distribucion y el contexto
gendmico de PriA en diversos linajes gendmicos. ii) La informacion contenida a nivel de
aminoacidos en variantes de PriA como medio de estudio de rutas evolutivas y su relacion
con la reconstruccién de su estructura tridimensional. iii) Las posibles afinidades de PriA por
otros sustratos con métodos bioinformaticos, y finalmente iv) La validacién experimental de

la actividad de PriA con sus sustratos PRA, ProFAR o combinaciones de los dos.

4.1. La familia PriA cambid su funcidn y sus patrones de

promiscuidad en los cuatro linajes analizados

4.1.1. Las expansiones no son condicion necesaria para la promiscuidad

Para explorar PriA en diversos linajes gendmicos se utilizaron las herramientas EvoMining y
CORASON descritas en los capitulos previos. Se investigaron las expansiones de la familia
PriA en los linajes Actinobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea. En la Figura 4.2
se muestra el niamero promedio de copias por genoma en los linajes gendmicos
seleccionados. En Actinobacteria, donde se sabe que PriA es promiscua no se detectaron

copias extra. Segun EvoMining en Actinobacteria no hay expansiones, practicamente todas
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las copias son reconocidas como de metabolismo central (rojo o morado) aunque algunas
PriA ademas son marcadas por antiSMASH como parte de algun cluster biosintético
(morado). En cambio, en Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea la figura muestra en negro
las copias extra de las que no se conoce su destino metabdlico. El caso de Archaea es
[lamativo porque las copias de metabolismo central llegan en promedio hasta .5 copias por
genoma, es decir muchos genomas de Archaea no cuentan con una copia de PriA, y en
cambio, contrario a Actinobacteria, un 50% de las copias es marcado en negro, es decir
varios de los genomas que tienen al menos una copia de PriA en realidad tienen dos copias.
Esta figura muestra que en Actinobacteria PriA constituye un ejemplo de familia promiscua
mayoritariamente distribuida con una sola copia por genoma por lo que es evidente que para
gue una familia sea promiscua no es imperativo tener copias extra con marcas de
reclutamiento en metabolismo especializado. Aunque las copias extra suelen ser una
indicacion de promiscuidad, no son una condicibn necesaria. Tanto EvoMining como
CORASON mostraron que existen excepciones de organismos donde PriA tiene doble copia,

tanto en Actinobacteria como en otros linajes genémicos.

== Enzima en metabolismo conservado

Enzima parte de un BGC predicho
2- por antiSMASH

- - ==Enzima en transicion

==Copia extra no reconocida
por antiSMASH
- mmEnzima reclutada en un NP BGC

(MIBIG)

-
1

NuUmero de copias promedio
o]
I

por genoma

Actinobalcteria Cyanob'acteria Pseud'omonas Archéea

Figura 4.2 Numero promedio de copias por genoma de PriA en Actinobacteria, Cianobacteria,
Pseudomonas y Archaea. Los colores muestran el destino metabdlico asignado a cada copia segin
EvoMining. En rojo estan los BBH a las enzimas semilla de metabolismo central. En morado las enzimas

de metabolismo central también reconocidas por antiSMASH como parte de un BGC y en negro las copias

sin un destino metabdlico conocido.
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4.1.2. Las expansiones condujeron a la creacion de la subfamilia HisF

Después del conteo de numero de copias promedio, se analizaron los arboles de PriA de
EvoMining coloreados de acuerdo con el nimero de copias, Figura 4.3. En Actinobacteria la
mayoria de las hojas son verdes mostrando que existe s6lo una copia por genoma en ese
organismo. Sin embargo, existen varias hojas de color amarillo, lo que indica que hay dos
copias en algunos genomas. En Cianobacteria, Pseudomonas y Archaea en contraste con
Actinobacteria, se muestran una mezcla entre organismos que poseen una (verdes) o dos
copias (amarillos) de PriA. Sin embargo, al analizar detalladamente los &rboles producidos
por EvoMining en los distintos linajes, tanto en Cianobacteria como en Pseudomonas la
copia extra esta en una rama divergente y muy poblada del arbol de esta Familia Expandida,
lo que indica que esas copias extra son en realidad miembros de otra subfamilia enziméatica
que aun guarda cierta similitud de secuencia con PriA. Esta segunda copia esta en su
mayoria anotada por RAST como imidazol glicerol fosfato sintasa ciclasa en ambos linajes.
En Archaea, sin embargo, diversas especies de la clase Methanomicrobia si tienen dos

copias cercanas a PriA.

|
o
N

" - 050 wﬁ}ﬂ}
44 PriA Cyanobacteria

[a7s

PriA Pseudomonas _ PriA Archaea

O 1 copia © 3 copias
2 copias © 4 o5 copias
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Figura 4.3 NUumero de copias de PriA en Actinobacteria, Cianobacteria, Pseu-domonas y Archaea. En
Actinobacteria, donde se ha comprobado su promiscuidadenzimatica la moda en el nimero de copias es
uno (verde). En Cianobacteria yArchaea se observa una mezcla de hojas verdes y hojas amarillas, donde
las ama-rillas son nodos que pertenecen a organismos con dos copias. También en estoslinajes algunos
organismos poseeen tres copias (morado) y cuatro o cinco (rojo). EnPseudomonas la mayoria de los
organismos muestran dos copias.

4.1.3. Cada lingje tiene distintos destinos metabdlicos de PriA

Después de explorar cuales organismos tienen expansiones de PriA, analizamos el posible
destino metabdlico de las copias extra de la familia como se muestra en la Figura 4.4. El
arbol de Actinobacteria estd poblado de hojas rojas, es decir de PriA dedicadas al
metabolismo conservado, en este caso relacionado a las rutas de Histidina y Triptéfano. Sin
embargo, hay algunas hojas grises, como es el caso de los dos Serenicoccus. Es posible
gue estas PriA puedan tener funciones alternativas o ser otros eventos con cambio de
promiscuidad. Ademas, en Actinobacteria la PriA de Janibacter hoilley, la rama mas larga
del arbol es muy divergente. Esto se debe a que existe una fusion de PriA con HisH. La
fusion de genes bacterianos es un mecanismo comun para formar proteinas multidominio
[Pasek, 2006]. De hecho, dentro del operén de histidina existen fusiones reportadas HisNB
y HislE con proteinas bifuncionales en ciertas proteobacterias [Fani, 2005]. La fusion aqui
presentada no parece ser un artefacto de anotacion ya que hay otros genomas de Janibacter
con secuencias de PriA mas grandes que el promedio. Los arboles que se produjeron por
EvoMining estan disponibles para exploracion interactiva en Microreact en los enlaces de la
Tabla 4.1.
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Figura 4.4 Arboles de destino metabdlico de PriA en Actinobacteria, Cianobacteria, Pseudomonas y

Archaea segin EvoMining

Tabla 4.1 Arboles de EvoMining de PriA/HisA en MicroReact

LINAJE ENLACE AL ARBOL DE EVOMINING EN MICROREACT
ACTINOBACTERIA https://microreact.org/project/7g21Gfkv9
CIANOBACTERIA https://microreact.org/project/qF6jWRMox
PSEUDOMONAS https://microreact.org/project/ydff6eDWqs
ARCHEA https://microreact.org/project/lg-m9Cm6f

En Cianobacteria hay pocas predicciones de EvoMining, lo que se muestra en escasas hojas
verdes que ademas no estan localizadas cerca de su reclutamiento la HisA de saxitoxina
(Figura 4.4, derecha-arriba), el BGC proveniente de Cianobacteria. Varias de las copias extra

de Cianobacteria corresponden a HisF, la subunidad enzimatica imidazol glicerol fosfato
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sintasa parte también del operén de histidina. HisA proviene de una duplicacion de un
ancestro comun de la mitad de su tamafio y HisF proviene de la duplicacion de HisA [Fani,
1994 y 1997]. Por ello puede considerarse que EvoMining en efecto esta encontrando una
expansion de HisA que consiste en la familia HisF en el linaje Cianobacteria, lo mismo ocurre
en Pseudomonas. En su momento HisF fue parte del dispensable genome, no todos los
organismos poseian esta expansion, posteriormente, al parecer antes del Ultimo ancestro
comun de Archaea, Bacteria y Eucaria, la sintesis de histidina fue fijada [Fondi, 2009]. Este
es un caso donde lo que alguna vez fue dispensable genome / metabolismo secundario, se
ha vuelto shell genome / metabolismo conservado y donde se muestra que en estos linajes
Cianobacteria y Pseudomonas EvoMining aun es capaz detectar esa marca de expansion.
De hecho, se ha reconstruido una HisF ancestral con el objetivo de probar si retenia la
actividad de HisA, es decir si poseia promiscuidad enzimatica [Merkl, 2016]. LUCA-HisF
mostré no ser promiscua para los sustratos de HisA ni tampoco para su similar el sustrato
TrpF.

En Pseudomonas hay una gran poblacion de predicciones de EvoMining, pero el arbol tiene
similitudes con Cianobacteria, la rama divergente corresponde en su mayoria a copias de
HisF. De hecho, el reclutamiento que hace que el arbol de Pseudomonas tenga una rama
verde esta anotado funcionalmente no como una HisA, sino como una HisF parte de un BGC
gue produce un lipopolisacarido en la Proteobacteria Legionella pneumophila. En Archaea,
la rama central con una mezcla de hojas grises y rojas contiene también copias de HisF
provenientes de genomas de Sulfolobus (Figura 4.4, izquierda-abajo). Al verificar en el arbol
interactivo en Microreact (enlace de la Tabla 4.1) el nimero de copias presente en
organismos con un homoélogo clasificado como HisF se comprob6 que los Sulfolobus sélo
poseen una copia en este arbol. Sin embargo, tanto al explorar manualmente los genomas
de Sulfolobus, como al revisar la literatura sobre metabolismo de histidina en Archaea se
encontré que si se han encontrado homélogos de PriA en genomas de Sulfolobus [Fondi,
2009]. Por tanto, este arbol sugiere que, aunque existe tanto PriA como su expansion HisF
en el género Sulfolobus, la copia HisF es la mas parecida a la semilla con que se genero
este arbol. Ademas, la similitud de secuencia del homadlogo de HisA no fue suficiente para
recuperar copias de HisA en este experimento computacional. Algunas de las hojas grises

del arbol sin destino metabolico conocido seran exploradas en la siguiente seccion.
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4.1.4. Homoélogos de PriA han sido reclutados a clusteres de metabolismo
especializado

Se encontraron algunos homologos reclutados a BGC conocidos, marcados en azul en el
arbol, que son miembros de la familia expandida PriA/HisA en estos linajes gendmicos
(Figura 4.4). La informacion de dichos BGC esta listada en la Tabla 4.2. Entre ellos se
encuentran dos toxinas de Cianobacteria [Moustafa, 2009], un lipopolisacarido producido por
una Proteobacteria y un BGC productor de cloro-pentostatina producido en Actinobacteria
[Gao, 2017].

Tabla 4.2 Reclutamientos de expansiones de PriA en MIBIG

COMPUESTO ORGANISMO ORGIEN CLASE
PENTOSTATIN ‘ Actinomadurasp. ATCC 39365 Actinobacteria  Otros
SAXITOXINA ‘ Cylindrospermopsis raciborskii T3 Cianobacteria  Alcaloide
TOXINA ‘ Dolichospermum circinale AWQC131C  Cianobacteria  Otros
LIPOPOLISACARIDO ‘ Legionella pneumophila Proteobacteria Sacarido

La pentostatina es un antibiotico nucleosidico derivado de adenosina, cuyo clister es
llamado ada. La PriA del cluster ada es llamada adaK y si parece participar del cluster, ya
gue muestra una isomerizacioén sobre un sustrato similar a los nativos de PriA (Figura 4.5),
con un anillo de 5 carbonos, dos OH, un oxigeno y un grupo fosfato. Esta isomerizacion es
muy parecida a la que realiza PriA sobre ProFAR y PRA. Esta PriA no es una copia extra,
sino la copia Unica de este organismo. Este contexto gendmico no se encuentra conservado
en las copias vecinas en el arbol. Es relevante mencionar que la mutante de PriA no suprime
la produccion de este antibiético en Actinomadura sp. ATCC 39365, por lo que los autores
especulan que otra enzima podria estar realizando la isomerizacion redundantemente.

Actinomadura no posee una copia de TrpF que seria el candidato inmediato.
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Figura 4.5 PriA participa en la sintesis del antibiético ada en Actinomadura. Lossustratos nativos de Pria,

ProFAR y PRA son isomerizados de manera muy similara un paso en la ruta de sintesis de ada

4.2. Andlisis de contextos gendmicos de PriA/HisA en
distintos linajes utilizando CORASON como herramienta

de visualizacion.

4.2.1. Contextos genomicos de HisA en Actinobacteria

En Actinobacteria, se observé que todos los Streptomyces tienen el cluster de PriA
parcialmente conservado con respecto al BGC de Streptomyces coelicolor. Ejemplos de ello
son S. roseous, S. sviceus, S. sp Cy S. Mgl donde genes tanto de la ruta de histidina como
de triptéfano rodean a PriA. Otros como S rimosus, S HmicA12 y S. sp CT34 tienen los genes
de triptéfano mas alejados (Figura 4.6). Como ya se describio en la seccion de EvoMining,
el Unico organismo de este género con una copia extra de PriA es Streptomyces CT34. Esta
copia parece deberse a transferencia horizontal dado que su mejor hit en NCBI proviene de
una Lentzea. Aun asi, parece ser un homélogo lejano ya que tuvo 50% de identidad en 98%

de cobertura con respecto a la copia de Lentzea. Otro caso interesante en Actinobacteria es
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Actinomadura, ya que CORASON muestra que el cluster ada no esta conservado en ellas
(datos no mostrados). Ademas, también en Actinobacteria  CORASON muestra en
Sporichthya polymorpha DSM 43042 una PriA precedida por una NRPS, una enzima por
excelencia de productos naturales. En otros organismos antiSMASH predice que PriA forma
parte de clusteres putativos, por ejemplo, en Modestobacter marinus NC_ 0179551,
Geodermatophilus obscurus, y en Streptacidiphilus jeojiense. Los contornos de los genes
reconocidos por antiSMASH como parte de un BGC son marcados en azul en las figuras de
CORASON.

Streptomyces coelicolorA3(2) Genes de la
Streptomyces sviceus ATCC 29083 ruta de Histidina
Streptomyces roseus LAB “.E[DD |D
Streptomycessp. C ACEW01
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Figura 4.6 Contextos de PriA en Actinobacteria

4.2.2. Contextos gendémicos de HisA en Archaea

En cuanto al contexto de HisA en Archaea la Figura 4.7 muestra que existen contextos como
los de Thermococcus kodakarensis KOD1 y Thermococcus sp JCM 11816 donde hisA esta
rodeada de genes tanto de histidina como de triptéfano. Sin embargo, esta configuracion
conjunta no es la generalidad. En Archaea, se conocen tres escenarios para la organizacion
de los genes de sintesis de histidina. En el primero los genes de sintesis estan dispersos en
el genoma. El segundo escenario es la existencia de suboperones pequefios como hisHAF.
Finalmente, el tercer escenario es el operdn con la mayoria de los genes juntos, aunque no
siempre en el mismo orden [Fondi, 2009].
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En efecto en Euryarchaeota estan presentes los tres escenarios, en Archaeoglobales y
Halobacteriales los genes del operdn his estan distribuidos en el genoma, como muestran
los contextos de hisA en Halorubrum tebenquichense y Halonotius sp. Sin ningun otro gen
del operdn cerca. En Thermosarcinales donde ya se conocia la existencia del suboperon
hisGBA, se observo que éste se encuentra conservado en la mayoria de los miembros del
orden como ejemplifica el contexto correspondiente a Methanosarcina lacustris. En
Thermococcales se conocia la configuracion hisGDBHAFIEC que es confirmada por los tres
Thermococcus de la Figura 4.7, donde ademéas se muestran dos contextos acompafiados
del su operon de triptofano trpCDEGF, resultando un contexto total de
hisGDBHAFIECXtrpCDEGF. En el phylum Thaumarchaeota se habian estudiado s6lo dos
organismos y estos presentaban la configuracion hisGDCXBHAI. En contraste en este
trabajo encontramos en el orden Nitrosopumilales la configuracion hisDCXBHAFIE, donde
ademas la hisX es una fosfatasa homologa a la hisX presente en T. kodakarensis. Este
patron es comun en Thaumarchaeota, aunque también se muestra la existencia del
suboperdn hisAF en Aigarchaeota, asi como la configuracion de genes dispersos en el
genoma en Thaumarchaeota archaeon JGI OTU-1. En Crenarchaeota hisSCGABFDEHI esta
presente segun la anotacion funcional de RAST, aunque no todos los genes aparecen en
color en la figura debido a la baja identidad de secuencia que conservan con respecto al
contexto de referencia de T. kodakarensis. En Pyrobaculum neutrophilum esté parcialmente
conservado el operdn con la configuracion hisCEDFBA, nuevamente con algunos genes con
baja identidad de secuencia respecto a T. kodakarensis. La configuracion genes dispersos
en el cromosoma en el phylum Crenarchaeota es mostrada en el contexto de Ignicoccus
islandicus. Finalmente fue analizado el contexto de hisA en Bathyarchaeota un phylum
donde no se contaba con informacion previa. En Bathyarchaeota se conserva como en
Thaumarchaeota el ordenamiento hisGDCXBHAI, aunque existen otras configuraciones

como muestra Bathyarchaeota archaeon B25.
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Figura 4.7 Contextos de PriA en Archea

Otra caracteristica interesante de la visualizacion de los contextos de HisA en Archaea es
gue los tamafios de hisA son mas variados que en Actinobacteria. Esta caracteristica se
debe tanto a variacion intrinseca del tamafio de hisA como a diversas fusiones. Por ejemplo,
en Halonotius sp JO7HNG hisA se encuentra fusionada con flaJ una proteina relacionada con
la construccion de flagelos en Archaea. En Candidatus Bathyarchaeota archaeon B26-1 hisA
se muestra fusionada con hisF. En conclusion, no encontramos una configuracion
conservada que prevalezca en todo Archaea. Esto puede deberse a que Archaea es un
dominio, no un phylum como Actinobacteria, y por tanto hay una mayor distancia entre los

organismos que la conforman.

4.2.3. Contextos gendmicos de HisA en saxitoxina

Como se mostré en la seccién de analisis de expansiones de HisA con EvoMining en
Cianobacteria, hisA aparece dentro del cluster reportado como productor de saxitoxina en
MIBIG. El contexto que rodea al reclutamiento de hisA en el clister de saxitoxina no esta
conservado en Cianobacteria segun la visualizacion de contextos producida por CORASON.

Tomando como semilla la secuencia de HisA del BGC de saxitoxina y como referencia el
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cluster de saxitoxina, se muestra que, si bien los reguladores del BGC saxitoxina si estan
conservados en la vecindad gendmica de HisA en otros organismos, este no es el caso para
las enzimas biosintéticas del cluster. Ademas, en el lado izquierdo de la Figura 4.8 se
muestra que la HisA del BGC saxitoxina no esta ubicada en una rama de PriA divergente, al
contrario, estd embebida en la parte mas conservada. Por estas razones es posible que PriA
esté en la orilla del BGC de saxitoxina y mas bien no participe en la sintesis de este
compuesto o0 bien que mantenga su funcién primaria y a la vez tenga una funcién auin

desconocida teniendo un papel en la regulacion de la produccién de saxitoxina.
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Figura 4.8 HisA en saxitoxin, un cluster de Cianobacteria.

4.3. Evolucion molecular y estructural de PriA

En esta segunda seccién concerniente a la familia PriA se busca informacion contenida en
la secuencia de aminoacidos. En la primera parte se discute como en datos de evolucion
dirigida en el laboratorio no se encontrd6 ninguna trayectoria en donde algun paso
incrementara la actividad de PriA en sus dos sustratos nativos. En la segunda parte se
muestra una reconstruccion de la estructura tridimensional de PriA basada en la covarianza

de sus aminoacidos en secuencias del registro evolutivo.
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4.3.1. Al transformar una subHisA en una PriA mediante mutaciones no se

observé ninguna trayectoria creciente para ambos sustratos

En esta seccion analizamos cémo cambia la capacidad catalitica de PriA sobre un sustrato
mientras se varia la del otro. Para ello se utilizaron datos de mutantes de subHisA de
Corynebacterium diphteriae. Estas mediciones de cinéticas enzimaticas fueron obtenidas del
trabajo de tesis de Lianet Noda [Noda, 2012]. A partir de la secuencia original que se mostro
es una subHisA, se realizaron mutantes con el objetivo de alcanzar la promiscuidad, es decir
de convertir la enzima subHisA en una PriA. Se comenzé con diferentes mutantes puntuales
adicionando una mutacion cada vez, hasta llegar a una con 11 mutaciones. En esta coleccién
de mutantes varias ganaron la funcion de PRA isomerasa, a distintos niveles. La que alcanzé
mayor actividad PRA isomerasa fue la 9.3, una variante con nueve mutaciones. En estos
datos quedaba pendiente la exploracion de los caminos mutacionales, es decir cdmo es el
camino desde una mutante sencilla hasta una mdltiple ¢ cuantas rutas son posibles? ¢ Existe
alguna tendencia en ciertos momentos de la ruta sobre el incremento/decremento de alguna

de las dos funciones?

Asi pues, se desarroll6 un programa utilizando recursividad para reconstruir todas las rutas
posibles. El total de rutas calculadas hasta la mutacion 11 fue de 2928 caminos, las rutas

posibles hasta la mutante 9.3 son 790. Estas rutas son mostradas en la Figura 4.9.
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Figura 4.9 Rutas desde una subHisA hasta una variante con 9 mutaciones. En cada circulo el primer

digito indica el nimero de mutaciones.

Al analizar todas las rutas que llevan a 9.3 se descubri6 que no existe en ellas una trayectoria
en la todos los pasos incrementen la actividad de TrpF. Por otra parte, se observa que a
pesar de que la primera mutacién siempre decrece la actividad de HisA, en pasos
subsecuentes se observa que esta actividad se incrementa, lo que muestra que hay epistasis
positiva 0 amortiguadora. Esto es que los efectos negativos que de las mutaciones sobre
SubHisA pueden ser menos negativos 0 hasta positivos cuando las mismas mutaciones
ocurren en una proteina que ya tiene otras mutaciones. Como ejemplo, en la Figura 4.10 se

muestran las rutas donde cada mutante mantiene un nivel minimo de actividad de ProFAR

K, . L- . .
KC‘“ PriAp,orar = -004). En azul sdlido se ven los incrementos en PRA y en rojo
m

isomerasa (

sélido los incrementos en ProFAR. Las lineas punteadas indican que la actividad decrecio
en ese paso de la ruta. Entre una y cuatro mutaciones el azul sélido es predominante, es
decir se incrementa la actividad para PRA, pero entre 4 y 5 mutaciones ningln paso

incrementa la actividad de PRA y en cambio si se incrementa la actividad para ProFAR, esta
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figura sugiere que al mejorar una actividad se compromete el mejoramiento de la otra. En
este ejemplo, las mutaciones puntuales que llevan a una enzima mono funcional a adquirir
promiscuidad no mantienen una tendencia no decreciente de principio a fin sobre ninguna
ruta en ninguna de las dos reacciones isomerizacion de PRA e isomerizacion de ProFAR.
Este tipo de trayectorias se conoce como no darwiniana ya que siempre existe algin paso

donde decrece alguna de las actividades.

SubHisA

//Slng\\
Mutants

21 2.3 24) 25)
1 %H>\<< ,
3.1 34 (3.5) 36

ProFAR and PRA increasing

Only PRA increasing

Only ProFAR increasing 10 1!
ProFAR and PRA not increasing

il

Figura 4.10 Rutas de evolucion dirigida para ganar la funcion PRA. En la figura se muestra como la
mayoria de los pasos que incrementan una funcion hacer decrecer la capacidad catalitica de la otra. El
primer nimero de cada nodo indica cuantas mutaciones tiene esa variante y el segundo nimero es el

identificador de esa combinacion especifica.
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4.3.2. Los residuos con covariacion en el registro evolutivo de PriA

permiten una reconstruccion aproximada de su estructura tridimensional

El estudio de la evolucién de PriA en la seccién anterior nos proporcioné el aprendizaje de
gue para adquirir una actividad el camino no es estrictamente creciente. En cambio, suele
haber pasos donde alguna de las dos actividades baja. En esta seccidn utilizaremos el
registro evolutivo resultado de millones de afios, tomaremos miles de homadlogos de PriA
para inferir la estructura tridimensional de una secuencia. EVcouplings es un método que
considera las secuencias génicas existentes como experimentos exitosos de la naturaleza.
Con esta informacién obtiene la covariacion entre pares de aminoacidos de las secuencias
existentes en el registro evolutivo. Los pares fuertemente relacionados se denominan
acoplamientos, estos acoplamientos a menudo estan cerca fisicamente en la estructura
terciaria de la proteina. Se ha demostrado que muchas proteinas contienen suficientes
acoplamientos distribuidos ampliamente en toda la secuencia, de forma que con ellos es
posible la reconstruccidén de su estructura tridimensional [Marks, 2011]. En esta seccion se

aplicard EVcouplings para reconstruir la estructura tridimensional de PriA.

Las diferencias a nivel estructural pueden amplificar la informacion proporcionada por
variaciones a nivel de secuencia. Una métrica comun de distancia entre dos estructuras de
proteinas es el root mean squared deviation (RMSD). Esta distancia se obtiene después de
alinear las estructuras calculando el promedio de las distancias al cuadrado entre los &tomos
de carbono primarios [Kufareva, 2012]. La informacion de la covariacion entre residuos es
suficiente para que el método EVcouplings genere estructuras con un error de 2.7-4.8 A
respecto a la estructura cristalografica conocida [Marks, 2011]. Por este motivo se decidié
implementar EVcouplings y aplicarlo a la familia PriA. Este método es de dificil instalacion
ya que requiere varias dependencias. Por ello, desarrollé un contenedor Docker donde
dependencias, software y base de datos quedan instalados. Este desarrollo fue incluido por
los autores de EVcouplings como sugerencia de instalacion. El contenedor Docker
implementa el EVcouplings python framework [Hopf, 2019] que comprende cinco etapas

para estudiar el andlisis de coevoluciéon de residuos de una familia de proteinas. Dichas
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etapas son i) Alineado, ii) analisis de acoplamiento, iii) plegamiento basado en acoplamientos

iv) andlisis de mutacion y v) comparacion con estructuras conocidas.

EVcouplings fue aplicado a la secuencia de PriA de Streptomyces coelicolor obtenida de la
base de datos Uniprot con identificador HIS4 STRCO. Los parametros de EVcouplings se
dejaron con su configuracion inicial incluyendo el umbral de recuperacion para las
secuencias utilizadas en el alineamiento. Con este alineamiento, utilizando la informacion de
los acoplamientos de sus aminoacidos, se obtuvo el modelo PriAEV de la estructura

tridimensional de PriA de S. coelicolor.

Ahora bien, 1VZ\W es una estructura de PriA de S. coelicolor obtenida mediante cristalografia
[Kuper, 2005]. En esta tesis calculé que el RMSD entre PriA (1VZW) y su homélogo lejano
HisF (2A0N proveniente de Thermotoga maritima es de 7.34 A. Asi mismo la distancia
obtenida entre PriA (1VZW) y el modelo de TrpF 5LHE de Thermococcus kodakaraensis es
de 12.088 A. Por tanto, cualquier modelo exitoso de PriA debe tener un RMSD menor que
estas distancias con respecto al modelo 1VZW. La distancia entre la estructura PriAEV y
HisF es de 5.603 A y el RMSD entre PriAEV y TrpF es de 12.554 A. Ademas, la distancia
entre estas 1VZW y PriAEV medida utilizando el RSMD (pymol 2.2.3) entre ellas es de 3.362
A. Asi pues, PriAEV consigue diferenciarse de HisF y TrpF y estar a una distancia de 3.362
A de 1vZW. Esta distancia es menor que el 3.730 A el RMSD entre la estructura de PriA
1VZW de S. coelicolor y la estructura de PriA Streptomyces sviceus ATCC 29083 con
identificador de PDB 4TX9. Ademas, las estructuras cristalogréaficas tienen una resolucién
de 1-3 A como puede verse en la Tabla 4.3, por tanto, un RMSD de 3 A es aceptable para
decir que las estructuras son similares. Sin embargo, los RMSD entre otras estructuras
cristalograficas de Streptomyces coelicolor son menores a 2A, por ejemplo, el (RMSD
(2VEP, 1VZW) = 0.449A, RMSD (1VZW, 2X30) = 1.929 A, RMSD (1VZW,5DN1) =2.802 A).
Asi pues, EVcouplings obtuvo una estructura de PriA de S. coelicolor similar a la
cristalografica 1VZW, pero aparentemente no mejor que otras estructuras cristalogréaficas de
S. coelicolor. La comparacion de la estructura PriAEV lograda por EVcouplings con respecto

a 1VZW es mostrada en la Figura 4.11.
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Figura 4.11 Comparacién de estructura tridimensional de PriA generada porEVcouplings con una
estructura cristalografica de Streptomyces coelicolor. En azulse muestra la estructura generada
considerando acoplamientos de los aminoacidosde PriA segun el registro evolutivo. En verde esta la
estructura lvzw obtenidaexperimentalmente. En la parte inferior de la figura se muestran las dos
estructurasalineadas. Su RMSD es de 3.362 A

La importancia de haber montado EVcouplings en el Laboratorio de Evolucion de la
diversidad metabdlica es que ahora puede obtenerse un modelo tridimensional para cada
secuencia de PriA disponible en horas, en contraste con otros métodos computacionales
gue pueden tardar dias. Con estas secuencias se podria corroborar si diferenciar a nivel
familia mediante la informacion de estructuras tridimensionales es posible para PriA en
Actinobacteria. Sin embargo, es posible que el RMSD de la estructura de toda la proteina no
sea suficiente para diferenciar por familia, ya sea porque las diferencias estructurales no son
suficientes, porque los métodos de construccién de las estructuras necesiten mejorarse,
porque se deba refinar la seleccidon de proteinas en el alineamiento diferenciando entre
secuencias conocidas de PriA, subHisA, PriB y subTrpF, o bien porque deban considerarse
para el RMSD solo las regiones de la estructura con mas diferencias conocidas incluyendo
todos los atomos de esas regiones en lugar de solo los atomos de carbono alfa. En la
siguiente seccion mediante una colaboracion se aborda un poco la dinamica molecular de la

familia PriA que es un paso mas alla de la comparacion estructural.
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Finalmente, los aminoacidos utilizados en la evolucién dirigida de la seccion anterior fueron
comparados con los provistos por EVcouplings como altamente participes en la covariacion.
Los 10 aminoacidos con mas acoplamientos fueron 90L, 117V, 127V, 48W, 208, 87D, 135T,
21V, 109E. El ndmero indica la posicién de la secuencia y la letra es el cddigo de los
aminoacidos. Por ejemplo, 87D es la posicion 87 el aminoacido acido aspartico. Sélo el 21V
es parte los aminoacidos mutados en el estudio previamente descrito. En la Tabla 4.2 se
muestra en la primera columna los aminoacidos variados en el estudio de mutacion dirigida
en Corynebacterium, en la segunda columna el amino&cido correspondiente en la secuencia

de Streptomyces coelicolor y finalmente su correspondiente acoplamiento mas significativo.

Tabla 4.2 Cambios covariados de aminoacidos relevantes en el estudio de mutaciones dirigidas

Corynebacterium | Streptomyces | Acoplamiento mas relevante

D20V 21V 173T
L48I 49L 76l
F50L 51L 70V
M66I 671 80L
T80S 81S 102N
A97C 98C 107A
D127A 128G 164V
A129D 130D 168l
T139L 136L 151T
Y214L 211Y -
E230A 227A 234E

Una forma grafica de ver esta informacion se muestra en la Figura 4.12. Esta figura es
simétrica porque los acoplamientos son simétricos. Los puntos negros indican
acoplamientos entre pares de aminoacidos. Entre mas cerca de la diagonal hay mas
acoplamientos porque son residuos cercanos en la secuencia lineal de la proteina. En las
lineas naranjas muestro como el aminoacido 21D tiene un acoplamiento con el 173T, que
estd muy cerca del 175D que ha sido asociado con la actividad de isomerizacion de PRA,
pero no de ProFAR. A futuro, para obtener resultados mas precisos sobre la covariacion de

residuos en Actinobacteria, se debe proveer un alineamiento exclusivo de Actinobacteria.
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Figura 4.12 Visualizacion de los acoplamientos en la familia PriA
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Finalmente se investigé también la variacion individual de los aminoacidos cataliticos D11,

D130 [Due, 2011] y D175 reportados en Mycobacterium tuberculosis [Verduzco-Castro,

2016]. Estas posiciones corresponden en S coelicolor a D11, D131y D171. En este trabajo

se encontrd que existe un conjunto de secuencias donde estos residuos presentan variantes,

Figura 4.13. Los homologos mas relevantes de PriA/HisA abordados en este capitulo junto

con las secuencias seleccionadas divergentes en los residuos mencionados fueron

alineadas para mostrar la diversidad de las familias PriA/HisA a nivel de aminoacidos.

Aunque existen variantes de 131D fuera del phylum Actinobacteria, como en Pseudomonas,

Cianobacteria, Enterobacteria, Proteobacteria y Chloroflexi también en Actinobacteria se

encontraron 159 Corynebacterium, 49 Streptomyces y 2 Actinokineospora con un residuo

diferente al aspartico en la posicion 131. Estan depositados en la base publica NCBI hasta

140



141

enero de 2019, 349 genomas publicos de Streptomyces 2019, asi pues, aproximadamente
un 14% tiene una variante en la posicion 131. Entre estos Streptomyces estan el ya
mencionado Streptomyces CT 34 que posee dos copias de PriA una de ellas muy divergente
y el Streptomyces rimosus del que se habld en el capitulo anterior porque sintetiza
rimosamidas. Es llamativo que las variantes de 131D se encuentran principalmente en
Corynebacterium y en Streptomyces que corresponden a los géneros donde se han ubicado
a la familia subHisA y a la familia PriB respectivamente. La variabilidad mostrada en estos
géneros podria estar relacionada con la existencia de estas familias. Otros los Streptomyces
con una variante en 131D son S. oceani, S. scabiei, S. fradiae, S. rimosus, S. sp. CT34y S.
MUSC 14 y S. D11H. De ellos los tres ultimos son ademas los Unicos Streptomyces con la
variante D11H que comparten con Actinokineospora auranticolor. De hecho, las tres
posiciones conservadas en la mayoria de las PriA presentan variantes en estos cuatro
organismos, por lo que seria interesante caracterizarlos bioquimicamente. Entre los
organismos con doble copia de PriA estan Serinicoccus marinus, Serinicoccus profundi y
Ornithinimicrobium pekingense, ambas copias fueron incluidas en el alineamiento. Estas seis
secuencias de PriA tienen aspartico en las tres posiciones conservadas, las diferencias que
muestran en otras posiciones indican que las copias primarias y las secundarias de cada
organismo se agrupan entre si. La secuencia de Actinomadura sp. ATCC 39365 involucrada
en el BGC ada es similar a la PriA de S. coelicolor por lo que posiblemente PriA de S.
coelicolor también podria presentar esta actividad. Se incluy6 en el andlisis una secuencia
reconstruida del ancestro comun de HisA en Bacteria [Plach, 2016], esta secuencia muestra
el aspartico en las tres posiciones. En Cianobacteria la HisA del BGC saxitoxina es
practicamente igual a la de Cylindrospermopsis raciborskii CS50 y ambas conservan el
aspartico en las tres posiciones. En Archaea las PriA méas grandes encontradas Halorubrum
tebenquichense y Halonotius sp JO7HNG6 tienen la variante en D171E, que comparten con
los Streptomyces y la Actinokineospora con variante D11H y con los Streptomyces con la
variante D130E. Finalmente también en Archaea Thermococcus sp JCM 11816 que
comparte el contexto genomico con genes de triptofano presenta los tres residuos

conservados.
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Streptomyces oceani
Bifidobacterium longum
Streptomyces scabiei
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Figura 4.13 Miembros de PriA que poseen variantes en los residuos cataliticos D11, D130y D171

4.4. Afinidad de enzimas selectas por sustratos

guimicamente parecidos a PRA y PROFAR

Ademas de los sustratos conocidos ProFAR y PRA en los que PriA es capaz de realizar una
isomerizacion, es posible que PriA pueda ser promiscua en otros sustratos. De hecho, como
se vio en la seccién de EvoMining de este capitulo PriA parece participar en la sintesis del
antibidtico pentostatina (ada BGC). Tomando este ejemplo como inspiracion, se buscaron
sustratos quimicamente parecidos a ProFAR y PRA. Esta seccién buscara probar la afinidad
de sustratos parecidos a los nativos de PriA para posteriormente probar alguno en copias
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selectas de PriA provenientes de diversos organismos. Veinte sustratos (S1, S2, ... S20)
fueron recolectados tanto de la literatura [Adams, 2014, Due, 2011, Reisinger, 2014,
Verduzco-Castro, 2016] como de predicciones quimio informaticas [Jffryes, 2015]. Estos
sustratos son mostrados en, Figura 4.14, Los sustratos nativos son PRA (S3) y el sustrato
PROFAR es S7. Por otra parte, S13-S16 son sustratos activados por luz. Los sustratos S17
(PRAP) y S18 (Compuesto V) se encontraron en la literatura, mientras que S6 (GMP), S11
(GTP) y otros fueron sugeridos por el grupo del Dr. Chris Henry debido a sus similitudes
quimio informaticas. En la siguiente seccion, posteriormente a la seleccion de sustratos

seleccionaremos las secuencias de PriA con las cuales se realizara el docking enzima-
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Figura 4.14 Sustratos quimicamente similares a los de PriA
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4.4.1. Seleccion de secuencias de PriA o familias relacionadas para

docking con sustratos similares alos nativos

Una vez escogidos los sustratos quedaban por definir las secuencias con las que se llevaria
a cabo el analisis bioinformético de acoplamiento enzima-sustrato, lo que hicimos en
colaboracion con el grupo del Dr. Carrillo-Tripp. Para ello se seleccionaron 39 secuencias de
la familia PriA y sus subfamilias, entre ellas inclui varios Streptomyces para tener tanto
secuencias pertenecientes a PriA y como a la subfamilia PriB. Estas secuencias
seleccionadas de PriA / PriB estan uniformemente distribuidas en Streptomyces de acuerdo
con un arbol de especies de Streptomyces basado en la proteina RpoB. Ademas, estos
Streptomyces tienen variedad en cuanto a la presencia / ausencia de trpF en su genoma. Se
incluyeron ademas otros homologos de PriA que han sido caracterizados quimicamente.
Finalmente, con el mismo criterio de caracterizacién bioguimica se agregaron secuencias de
HisA de Escherichia coli, Arthrobacter Aurescens, Salmonella enterica y Acidimicrobium
ferrooxidans y secuencias TrpF provenientes Jonesia denitrificans y Streptomyces sp Mgl

para ser utilizadas como controles.

Para realizar el docking se requieren estructuras cristalograficas. Cuando existian
estructuras cristalograficas de la secuencia especifica de PriA del organismo se utilizé dicha
estructura. En caso contrario, el grupo del Dr. Carrillo-Tripp generé estructuras homologas
utilizando la técnica de modelado por homologia mediante el software Rosetta. Para cada
secuencia decidi usar como plantilla la estructura tridimensional del homélogo de PriA mas
cercano que si contara estructura con estructura cristalogréfica. Los organismos con
estructura cristalografica de alguna familia relacionada a PriA estan descritos en la Tabla
4.3.

Para este analisis fueron las secuencias con estructura(s) cristalografica(s) seleccionadas
fueron: para la familia HisA la Enterobacteria Salmonella enterica (PDB:5AHE), para la
familia subHisA la Actinobacteria Actinomyces urogenitalis (PDB:4X2R), la estructura que
representa a subTrpF es la de Arthrobacter aurescens (PDB:4WDO0). En cuanto a la familia

PriA, varias estructuras cristalograficas de Mycobacterium tuberculosis (Mtub
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PDB:2Y88,2Y89,2Y85,32S54) y Streptomyces coelicolor (Scoe PDB:2VEP,2X30,1VZW)
fueron incluidas. Las estructuras de PriB consideradas fueron las de Streptomyces sviceus
(PDB:4U28,4TX9) y las de Streptomyces sp Mgl (4W9T, 4X9S). Finalmente, la estructura
cristalografica de TrpF corresponde a Jonesia denitrificans (PDB:4WUI) Tabla 4.4.

Se incluyeron también enzimas TrpF provenientes de Streptomyces Mgl, Jonesia
denitrificans. Las estructuras cristalograficas disponibles de PriB provienen de:
Streptomyces globisporus, Actinomyces urogenitalis (4X2R) y Corynebacterium jeikeum. De
la familia subHisA se muestra Corynebacterium efficiens. Las representantes de la familia
TrpF son las Actinobacterias Jonesia denitrificans, Chlamydia trachomatis, Actinomyces
odontolyticus y Streptomyces sp Mgl. A continuaciébn se muestra una tabla con las
estructuras cristalograficas disponibles de PriA y familias relacionadas.

Tabla 4.3 Estructuras cristalograficas disponibles de PriA y familias relacionadas

Organismo PDB Familia mas relevante | Resolucion A | Fecha
Salmonella enterica 5AHE | HisA 17 2015
Salmonella enterica 5AB3 | HisA 1.8 2016
Salmonella enterica 5ABT | HisA 1.65 2016
Salmonella enterica 5AC7 | HisA 1.9 2016
Salmonella enterica 5AC8 | HisA 1.7 2016
Salmonella enterica 5AC6 | HisA 1.99 2016
Salmonella enterica 5A5W | HisA 1.6 2015
Salmonella enterica 5AHF | HisA 2.2 2012
Thermotoga maritima 2W79 | HisA 1.85 2008
Thermotoga maritima 1Q02 | HisA 1.85 2000
Streptomyces sp. Mgl 4X9S | PriB 1.6 2014
Streptomyces sviceus 4TX9 | PriB 1.6 2014
Streptomyces sviceus 4U28 | PriB 1.33 2014
Streptomyces sp. Mgl 4A4W9T | PriB 1.57 2014
Arthrobacter aurescens 4WDO | subTrpF 15 2014
Streptomyces coelicolor 5DN1 | PriA 1.95 2015
Streptomyces coelicolor 1VZW | PriA 1.8 2004
Streptomyces coelicolor 2VEP | PriA 1.8 2007
Streptomyces coelicolor 2X30 | PriA 1.95 2010
Mycobacterium tuberculosis 2Y85 | PriA 2.4 2011
Mycobacterium tuberculosis 2Y88 | PriA 1.33 2011
Mycobacterium tuberculosis 2Y89 | PriA 25 2011
Mycobacterium tuberculosis 3254 | PriA 1.9 2012
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Actinomyces urogenitalis
Corynebacterium efficiens
Thermococcus kodakaraensis
Thermococcus kodakaraensis
Thermus thermophilus
Thermotoga maritima
Thermotoga maritima
Thermotoga maritima
Jonesia denitrificans

Pyrococcus furiosus

Tabla 4.4 Secuencias selectas de PriA y familias relacionadads para el andlisis de docking

Abreviatura

4X2R | SubHisA
4AXK | SubHisA
5LHE | TrpF
5LHF | TrpF
1V5X | TrpF
1DL3 | TrpF
1LBM | TrpF
INSJ | TrpF
AWUI | TrpF
4AAJ | TrpF

Organismo

1.05
2.25
1.85
1.75

2.7
2.8

1.09
1.75

Save
Scar
Spur
Smeg
Sfrad
Svar
Satra
Srim
SCT34
$1813
Ssul
Scla
Stsu
Shik
Sven
Sful
Scal
Sbaa
Salb
Siak
Sgha
Shic
Sipo
Sbot
SspC
SMg1l

Streptomyces avellaneus

Streptomyces carneus

Streptomyces purpeofuscus
Streptomyces megasporus
Streptomyces fradiae

Streptomyces varsoviensis
Streptomyces atratus

Streptomyces rimosus R6-500
Streptomyces sp. CT34

Streptomyces sp. NRRL S-1813
Streptomyces sulphureus DSM 40104
Streptomyces clavuligerus ATCC 27064
Streptomyces tsukubaensis NRRL18488
Streptomyces bikiniensis

Streptomyces venezuelae ATCC 10712
Streptomyces fulvoviridis

Streptomyces californicus
Streptomyces baarnensis

Streptomyces albus J1074
Streptomyces iakyrus

Streptomyces ghanaensis ATCC 14672
Streptomyces bicolor

Streptomyces ipomoeae 91-03
Streptomyces bottropensis ATCC 25435
Streptomyces sp. C

Streptomyces sp. Mgl

2014
2013
2016
2016
2003
1999
2002
1996
2014
2012
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Sxan Streptomyces xanthophaeus

Skat Streptomyces katrae

Slav Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae
Sery Streptomyces erythrochromogenes

Sniv Streptomyces niveus NCIMB 11891

Ssvi Streptomyces sviceus ATCC 29083

Sfla Streptomyces flaveus

Save Streptomyces avermitilis MA-4680 = NBRC 14893
Scoe Streptomyces coelicolor A3(2)

ArTC1 Arthrobacter aurescens TC1

Sglob Streptomyces globisporus C-1027

Sgri Streptomyces griseolus

S34 Streptomyces sp. CT34 (paralogo)

4.4.2. El analisis de PriA a nivel estructural sugiere que GTP es el sustrato

mas afin

Con las estructuras de las enzimas seleccionadas de PriA se realizaron simulaciones de
docking respecto a los veinte sustratos descritos. El procedimiento puede ser consultado en
Docking Protocols. En la Figura 4.15 presento una visualizacion de los resultados obtenidos.
En esta figura se marcan en color los organismos de los que se tiene una caracterizacion
bioquimica, en azul estan las secuencias correspondientes a TrpF, en rojo las de HisA, en
rosa las secuencias de PriA y subHisA y en verde las de PriB y subTrpF. Con un asterisco
fueron marcadas las secuencias de las que se cuenta con estructura cristalografica. En el
caso de las secuencias que no contaban con estructura cristalogréfica, la estructura que
sirvi6 como base esta anotada después de la abreviatura del organismo. Las abreviaturas
corresponden a los organismos de la Tabla 4.4. Los cuadrados grises son datos que faltaron
de simular. Entre mas azul es mayor la afinidad del sustrato por la secuencia, entre mas rojo
menor la afinidad de la enzima por este sustrato. Se requieren mas controles para este
experimento, pero una tendencia general es que la columna correspondiente a S11 (GTP)
es el sustrato que tiene mayor afinidad. Por ello, aunque la afinidad no tiene por qué

corresponder con capacidad catalitica, se decidi6 investigar la capacidad de secuencias de
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PriA para catalizar alguna reaccion sobre el GTP, esa investigacion es el objeto de la ultima

seccion de este capitulo.
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Figura 4.15 Heatplot del docking de enzimas relacionadas a PriA y sus posibles sustratos
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4.5 PriA en cinéticas enzimaticas no tradicionales.

Después de la exploracion gendémica de PriA/HisA se trabajé en caracterizaciones
experimentales no tradicionales de PriA. No se tuvo el tiempo ni la experiencia para tener
réplicas de los resultados descritos a continuacion, sin embargo, se incluyen en esta tesis
porque pueden ser un buen comienzo para luego retomar este trabajo. Los protocolos fueron
cuidadosamente descritos y se encuentran incluidos en los anexos. Este capitulo se enfoca
en el montaje de dos experimentos, el primero sugerido por la seccion anterior: i) Cinéticas
de PriA en GTP. Mientras que el segundo esta motivado por la curiosidad sobre el cambio
en la capacidad catalitica segin se provea primero un sustrato u otro, este experimento

consiste en la ii) Medicion simultanea de la actividad de PriA sobre ProFAR y PRA.

Lo primero que se realizo fue la sobreexpresion heteréloga de PriA. La secuencia de PriA
fue clonada en cepas de E. coli V68 donde se indujo la sobre expresion. A partir de este
cultivo productor de PriA se purificé la proteina. Se corrobor6 el éxito de esta actividad
mediante un gel de proteina en la que puede verse expresion en la barra correspondiente al
tamafo de PriA Figura 4.16. La proteina purificada fue almacenada a -80° en esferas de
proteina selladas con nitrégeno liquido para su mejor preservacion, tal y como se describe
en el anexo de los procedimientos. Con este stock de proteina se realizaron cinéticas

enzimaticas in vitro.

Figura 4.16 Gel de proteina donde se muestra la banda correspondiente a PriAdespués de ser sobre-

expresada y purificada
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4.5.1 PriA puede metabolizar GTP

Como se sugirio en la seccion anterior PriA puede tener actividad sobre GTP. Ahora bien, la
actividad de PriA en ProFAR es medida en un ensayo estandarizado mediante la deteccion
de cambio de fluorescencia. Para esta medicion por fluorimetria se coloca la enzima en
placas de 96 pozos (Nuc 96-Well Optical Bottom Plates), se agrega el sustrato y utilizando
un lector de fluorescencia de placas (TECAN infinite M1000) se mide el cambio de
fluorescencia en el tiempo. Una variacion de este ensayo permitié obtener informacion sobre
la actividad PriA sobre dGTP. Los parametros utilizados para la medicién fueron tomados
del trabajo no publicado de Verduzco-Castro en este laboratorio (excitacion a 255 nm y
emision a 334 nm). Para comenzar esta investigacion se utilizé primero dGTP en lugar de
GTP esto debido a que el dGTP es un sustrato siempre disponible en cualquier laboratorio
ya que es necesario para la reaccién de PCR. Asi pues, ensayos preliminares de actividad
de PriA sobre este dGTP se realizaron en la proteina purificada de PriA de Streptomyces
coelicolor, activa en ambos sustratos nativos utilizando como control su mutante inactiva que
sustituye en la posicion 11 el &cido aspartico por una alanina (D11A). La Figura 4.17 muestra
el resultado de este experimento donde se aprecia un decrecimiento mayor en la
fluorescencia del pozo que contiene la proteina activa respecto del pozo que contiene a la

mutante.

Fluorescence

Figura 4.17 PriA de S. coelicolor y su mutante no funcional sobre dGTP

Este experimento de deteccion de actividad de dGTP fue ampliado incluyendo ahora

proteinas provenientes de otros organismos. Para ello se utilizaron los stocks disponibles de
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PriA provenientes de Streptomyces roseus, Thermomonospora curvata y Mycobacterium
smegmatis; los stocks de PriB provenientes de Streptomyces sp C, Streptomyces sviceus y
de Streptomyces sp Mgl y finalmente el stock de TrpF de Jonesia denitrificans. El ensayo
descrito arriba fue realizado en estas enzimas y el resultado es mostrado en Figura 4.18. En
la parte inferior derecha vemos que como debe ser el control negativo, el pozo con Buffer y
sustrato no muestra ningan cambio en la fluorescencia. Sin embargo, no es claro que exista
una tendencia claramente decreciente en los pozos que contienen enzima. Posiblemente la
pendiente que se observa en los datos de Thermomonospora curvata, indique cierta
actividad sobre dGTP. Este comportamiento también puede deberse a que las proteinas

llevaban tiempo almacenadas. Los experimentos deben ser repetidos con proteina recién

purificada.
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Figura 4.18 Actividad de PriA y familias relacionadas de distintos organismossobre dGTP. Este
experimento no muestra disminucién de fluorescencia en lasenzimas seleccionadas lo que implicaria que

no existe actividad importante sobredGTP, excepto poiblemente en el caso de Thermomonospora curvata

Finalmente se prob6 con los mismos parametros la actividad de PriA de Streptomyces
coelicolor sobre GTP. Se comprobd que la enzima estuviera activa mediante ensayos
enzimaticos exitosos en sus otros dos sustratos. Sin embargo, no se pudo detectar cambio
en la fluorescencia de GTP debido a la actividad de PriA. Es posible que la PriA de S
coelicolor no pueda catalizar ninguna reaccién sobre el GTP por lo que una variante que a

futuro podria aportar a este experimento es utilizar analogos fluorescentes de GTP.
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Figura 4.19 PriA de S. coelicolor y su mutante no funcional sobre dGTP

4.5.2 Cinéticas simultaneas para PRA y ProFAR

Otra pregunta que me surgio al investigar la promiscuidad enzimatica es si esta es una
propiedad de la poblacién o de cada una de las enzimas existentes en la célula. En PriA esta
pregunta puede traducirse a ¢ Cémo saber si cada molécula de PriA cataliza PRA y ProFAR
in vivo? o si en cambio, existe una subpoblacién que cataliza la isomerizacion de PRA y otra
subpoblacion de moléculas que cataliza isomerizacién de ProFAR. Una buena aproximacion
in vitro a este problema seria poder medir el comportamiento de una sola molécula en un
medio con ambos sustratos. Una serie de estos experimentos mostraria si existen
subpoblaciones dedicadas a la catélisis de uno u otro substrato, o bien si todas las enzimas
de una poblacion son igualmente promiscuas. La existencia de subpoblaciones podria
deberse a interacciones de la enzima con el sustrato, como por ejemplo que agregar PRA
primero al medio sesgue el comportamiento de la enzima y la haga mejor para catalizar PRA
gue ProFAR o viceversa.

Para empezar a abordar este problema quisimos medir la actividad de una poblacién de PriA
sobre PRA y ProFAR. Por separado, ambos ensayos estan montados, pero nunca se ha
intentado un ensayo simultaneo. Las constantes cataliticas de PriA para la isomerizacion de
ProFAR se mide utilizando absorbancia mientras que el ensayo enzimatico de isomerizacion

de PRA se realiza mediante la medicion de fluorescencia. En esta seccion se empezé a
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desarrollar un método para medir simultaneamente las actividades de PRA y ProFAR.
Primero intentamos medir ambas actividades secuencialmente, pero monitoreando que la
sefal de la otra actividad no se viera afectada. Para esto agregamos la enzima entre los
segundos 100 y 400 en los pozos que ya tienen todo para que se lleve a cabo la catélisis de
PRA y observamos como la fluorescencia baja a todas las concentraciones mientras que la
absorbancia se mantiene casi constante (Figura 4.20). Luego cerca del segundo 1500
agregué el sustrato ProFAR y se observa que la absorbancia cae mientras que la
fluorescencia en los mismos pozos permanece casi constante. El siguiente paso fue medir
simultdneamente la actividad de una poblacion de PriA sobre PRA y ProFAR y aunque si lo
medimos no pudimos optimizarlo lo suficiente para medir las constantes cataliticas (datos no
mostrados). Las pruebas piloto sugieren que es posible cuantificar la catélisis de ProFAR y
PRA simultdneamente y en el caso de los homdlogos que también toman a GTP se podrian
medir incluso las tres actividades cataliticas para identificar si hay interacciones entre los

sustratos.
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Figura 4.20 Se pueden medir las dos actividades de PriA simultdneamente. Semidié secuencialmente la
actividad de ProFAR isomerasa y de PRA isomerasa enla misma poblacién de enzimas PriA. Se cuantifico

la absorbancia (arriba) y lafluorescencia (abajo) durante casi 3000 segundos. entre los segundos 100 y
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400 seagreg6 la enzima a un buffer que ya tenia PRA y al segundo 1400 se agreg0 elsustrato ProFAR a

la misma preparacion.

En este capitulo estudiamos la familia PriA en varios niveles tanto su variacion enzimatica
como la variacion del contexto genomico. Vimos que PriA no habria sido sugerida por
EvoMining como una familia promiscua ya que no tiene una marca de expansioén por numero
de copias, y sin embargo si es promiscua en Actinobacteria. EvoMining nos proporciond en
Cianobacteria y Archaea un ejemplo donde recupera la historia de HisF como expansion
ancestral de HisA, mostrando que no todas las expansiones van al metabolismo secundario,
algunas expansiones son reclutadas por el metabolismo conservado. Sin embargo, vale la
pena reflexionar que en su momento HisF fue metabolismo especializado, ya que sélo los
organismos con la expansion de PriA poseian esta copia que posteriormente fue fijada por
la evoluciéon. De esta forma tenemos un caso donde es el metabolismo “secundario” el que
alimenta al metabolismo conservado. Otras estrategias deben abordarse para identificar
familias promiscuas donde no sea claro un proceso de expansion. Finalmente encontramos
las variantes mas interesantes de PriA en los linajes seleccionados y analizamos residuos
importantes de cada una de ellas. Finalmente se intentd caracterizar tanto nuevas
actividades para PriA como la medicién simultanea de las actividades nativas, aunque se

avanzo en este camino, estos experimentos deben ser replicados para mayor validez.
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Perspectivas

La promiscuidad ha redefinido como entendemos la funcién enzimatica. Se ha transitado de
considerar a todas las enzimas como altamente especializadas a entender que muchas de ellas
pueden llevar a cabo mas de una funcidon metabdlica. La promiscuidad parece parte del proceso
evolutivo, provee material para que una posterior duplicacién conlleve a la formacion de nuevas
familias enzimaticas. Este trabajo traté de entender la promiscuidad a diferentes escalas, incluyendo
la diferenciacion entre la existencia de familias promiscuas y la de ortélogos promiscuos miembros
de dichas familias. Ahora bien, las enzimas suelen formar parte de clusteres biosintéticos productores
de metabolitos. También se generaliz6 el concepto de promiscuidad enziméatica al de promiscuidad
de una familia de BGC, es decir consideré ahora a una familia de BGC como una unidad de sintesis
y me pregunté si podia ser promiscua en el sentido de que variantes del BGC, ya sea en la secuencia
de los genes del core 0 en el contenido de genes accesorios, produjeran variantes del metabolito. Es
decir, se planted la existencia de promiscuidad de producto en clusteres biosintéticos. Con estos tres
niveles en mente: enzima, familia enzimatica, y clister biosintético se desarrollaron Orthocore,
EvoMining y CORASON, tres herramientas de gendmica comparativa con el objetivo de entender

mejor la promiscuidad enzimatica en los niveles descritos.

Con Orthocore pude resolver la filogenia del orden Actinomycetales utilizando los genes del core
conservado y esto permiti6 entender que en dicho orden los patrones de especiacion estan
relacionados con la pérdida y ganancia de promiscuidad de la familia PriA. Ademas, puede utilizar
Orthocore para encontrar genes marcadores de la especie Clavibacter michiganensis que permiten
diagnosticar la presencia de esta especie en plantas de tomate. Una leccion de este capitulo es que
el core genome no sélo contiene genes del core metabdlico, también puede contener genes
productores de metabolitos especializados, y este contenido incrementara entre mas cercanos sean
filogenéticamente los organismos del linaje seleccionado. Una vez desarrollado Orthocore quedaban
por investigar las familias enziméticas contrarias al core conservado es decir aquellas que si tienen
marcas de cambio en el nUmero de copias de su gen codificante en al menos algunos organismos
de un linaje genémico. El cambio ya podia ser observado porque aplicando Orthocore pueden
organizarse filogenéticamente organismos de genomas cercanos, por ejemplo, los del género

Streptomyces.

Asi pues, para estudiar no solo los patrones de expansion sino también los de neofuncionalizacion,
en particular los de reclutamiento a metabolismo especializado desarrolle a continuacion la

herramienta EvoMining. Las familias sefialadas por EvoMining como expandidas y reclutadas son
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candidatos a ser familias promiscuas, y los miembros intermedios entre ort6logos dedicados a la
funcién primaria y ortélogos dedicados al metabolismo especializado son candidatos, aunque no
exclusivos a ser miembros promiscuos de la familia. En esta seccion entendi que las familias del
shell genome también tienen reclutamientos y expansiones, que este comportamiento no es
exclusivo de ciertas familias del core genome. Después de esta observacion queda pendiente realizar
un estudio con todas las enzimas del shell genome de un linaje para entender cdmo son las
tendencias generales por ejemplo por subsistema metabolico. Con EvoMining desarrollé dos
ejemplos donde en efecto enzimas de metabolismo conservado ( shell o core ) mostraban miembros
reclutados en el metabolismo especializado. El primer ejemplo fueron familias del cluster de sintesis
de escitonemina en Cianobacteria. A la fecha este BGC no ha sido predicho por otros métodos
bioinformaticos ya que esta compuesto exclusivamente por familias que provienen de expansiones
del metabolismo primario y no posee ninguna enzima catalogada como exclusivamente dedicada al
metabolismo especializado. El segundo ejemplo es la familia TauD comdn en los BGC de
Rimosamida y Detoxina. Este ejemplo tiene expansiones y reclutamientos tanto en Actinobacteria
como en Pseudomonas. El estudio de las variantes de estos BGC fue resuelto con el desarrollo de

CORASON, una herramienta especializada en identificar variantes de contextos genémicos.

Asi pues, desarrollé CORASON para ver el continuo de variantes de un BGC en un linaje genémico.
Con esta herramienta, al observar la amplia variacién en cuanto a presencia y ausencia de genes
accesorios en Actinobacteria de la familia rimosamida - detoxina BGC pensé que esta familia de
clusteres debia ser promiscua. Ademas, esta observacion estaba soportada por el hecho de que
rimosamida y detoxina compartian un core molecular comin posiblemente relacionado con el core
génico de la familia, pero tenian las moléculas se diferenciaban en ciertos ornamentos,
probablemente debidos a los genes accesorios de la familia. Propuse pues que esta familia de BGC
es promiscua, y que al seleccionar genomas de diversos clados del arbol del BGC se deberian
encontrar nuevas variantes moleculares. Exitosamente, nuestro grupo de colaboradores pudo
caracterizar dos nuevas variantes al core molecular rimosamida - detoxina comprobando asi la

amplia promiscuidad de esta familia.

En este punto queddé pendiente tener una medida de la diversidad de los clusteres, pienso que, asi
como un pangenoma de un linaje se puede clasificar como abierto o cerrado segun pueda 0 no
saturarse el numero de familias génicas al agregar mas genomas del linaje, este concepto podemos
generalizarlo a una medida de la variabilidad genética del pan clister. Entre mas familias de genes
distintos aparezcan en la vecindad del core del clister mayor seré la apertura de esta familia de BGC.
Clusteres muy conservados con poca variacion en los genes accesorios tendran un “pancluster”

cerrado, como ejemplo de este caso esta el operén de histidina en ciertas clases de Archaea. Las
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mismas medidas de apertura de pangenoma pueden aplicarse al pancluster, entre mas abierto sea
un cluster es posible que presente mayor promiscuidad por producto por concepto de variacion en
sus genes accesorios. Otra posibilidad para que un BGC sea promiscuo a pesar de tener muy poca

variacion en los genes accesorios es que alguna de las enzimas conservadas sea promiscua.

Finalmente, estudiamos diversos aspectos de la familia PriA, una familia promiscua en Actinobacteria
gue en ese phylum no pasé por un proceso de duplicacion reciente y por tanto no seria sugerida por
EvoMining como una familia promiscua. En este ultimo capitulo vimos el ejemplo de HisF como
resultado de una expansion de HisA y su posterior reclutamiento en el cluster de sintesis de histidina.
Con ello EvoMining nos revelaba que el destino metabdlico de una nueva funcion no tiene que
permanecer en el metabolismo especializado, ese destino también puede ser fijado en metabolismo
conservado. Ademas, también en Actinobacteria encontramos una PriA que parece catalizar una
reaccion de un sustrato parecido a sus sustratos nativos en un clister de sintesis de la pentostatina.
Esta secuencia es similar a la de S. coelicolor por lo que posiblemente hemos dado con una nueva
ganancia de promiscuidad de PriA que podemos probar en los cristales de proteina ya producidos.
Con CORASON vimos que, a pesar de la nueva disponibilidad de genomas, los patrones del operon
his observados en los primeros estudios de Archaea se mantienen. Después estudiamos PriA a nivel
de aminoacidos, montamos un método para aprovechar el registro evolutivo para generar estructuras
tridimensionales de PriA. Quedd pendiente generar estructuras para todas las secuencias de la
familia PriA para buscar diferencias que correlacionen con las subfamilias. Con las tres herramientas
EvoMining, CORASON y EVcouplings seleccioné homdlogos interesantes de PriA, ya sea porque
tienen dos copias en su genoma de origen, porque poseen contextos genodmicos atipicos o bien
porque tienen variantes en los aminoacidos cataliticos. Queda pendiente la caracterizacion

bioguimica de esta seleccion.

Ademas, una mezcla entre Orthocore y EvoMining me permitié descubrir que PriA no sélo no esta
expandida en Actinobacteria, sino que ni siquiera es parte del core genome. Debido a la ausencia
tanto de PriA como del resto de los genes de la ruta ciertos grupos de Actinobacteria parecen ser
auxotrofos para histidina. Entre ellos estan Atopobium, Molibuncus y Tropheryma, asi como ciertos
Bifidobacterium y Actinomyces e incluso algunos Corynebacterium. Los géneros Molibuncus y
Tropheryma carecen de la mayoria de los genes de sintesis tanto de histidina como de triptéfano.
Los Corynebacterium en cambio si poseen genes de sintesis de triptéfano, lo que sugiere que podria
estar subfuncionalizandose reteniendo sélo la funcion TrpF. Esto es una novedad para
Corynebacterium donde ya se conoce la ocurrencia de homélogos pertenecientes a subHisA, pero
no se ha detectado hasta ahora la presencia de la familia subtrpF. Ademas, en Saccharomonospora

halophila , Streptomyces sp. NRRL B-2790, Streptomyces sp. NRRL S-1777, Streptomyces sp.
158



159

NRRL WC-3549 y Streptomyces sp. NRRL WC-3704 tampoco fue encontrada PriA y si genes de los
operones de histidina y triptéfano. En los Ultimos tres se localiza una doble copia de HisF. Esto puede
deberse tanto a problemas técnicos de secuenciacién como a una verdadera observacion biologica
donde se sugiere que HisF puede ser multifuncional rescatando al menos la funcion de HisA y

posiblemente la de TrpF.

Posteriormente en PriA parece que detecté una nueva interaccién con el sustrato dGTP, aunque
estos experimentos no son conclusivos ya que no fueron replicados. Finalmente, una pregunta
obligada es si, asi como la promiscuidad varia entre ortélogos de una familia, también varia entre
cada una de las moléculas provenientes del mismo gen del mismo organismo. Es decir, si la
promiscuidad es una propiedad de cada molécula, o si es una propiedad de una poblacion de
moléculas, donde unas se dedican a un sustrato y otras a la catalisis de otro. Esta pregunta se debe
abordar con una técnica de medicién molécula por molécula. Di un primer paso intentando medir la

actividad de una poblacién de PriA simultdneamente tanto sobre ProFAR como sobre PRA.

Considero que con los desarrollos pude abordar la busqueda de familias de enzimas candidatas a
tener cambios en promiscuidad acotandome a aquellas cuyo cambio de estado era debido a un
proceso de neofuncionalizacion que dejé como huella un cambio en el nUmero de copias respecto a
organismos cercanos. CORASON como herramienta de vecindad gendémica ayud6 a identificar
cambios en las vecindades en el sentido de que no sélo la secuencia de la copia secundaria de la
enzima era divergente de la copia central, sino también la vecindad gendmica de la nueva copia era
divergente de la vecindad gendmica de la copia primaria. Estas herramientas, ademas de tratar la
promiscuidad enzimatica me ayudaron también a minar el pangenoma de linajes genémicos en busca

de nueva quimica en clisteres biosintéticos de metabolitos secundarios.
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Apéndices

Protocolos para usar Orthocore, myRAST, fastOrtho,

Clavigenomics, y BPGA

Anotacion genomica con el Docker myRAST

Esta es una distribucion de myRAST en un contenedor de Docker. Para usarla se necesita una
cuenta del anotador gendmico RAST. el Docker myRAST permite hacer anotacion genémica y
funcional masiva mediante el uso de la terminal en el anotador RAST. Después de anotar los

resultados pueden descargarse y procesarse en una terminal
Descargar myRAST Docker distribuciéon
Una vez con Docker instalado en la computadora, se hace pull al Docker myRAST.

docker pull nselem/myrast

Abrir myRAST en la terminal

docker run -i -t -v $(pwd):/home nselem/myrast /bin/bash
Usar myRAST

-Ejemplo subir un archivo fasta

svr_submit_RAST _job -user -passwd -fasta -domain Bacteria -bioname “Organism name” -

genetic_code 11 -gene_caller rast
-Para bajar un archivo de anotacion genémica funcional:
svr_retrieve_RAST_job table_txt > $ID.txt

Una lista completa de archivos puede ser procesada usando bash. Por ejemplo, para bajar una lista
de archivos de RAST se deben guardar los identificadores de RAST en una columna de un archivo,

(Rast_ID en este ejemplo) y usar un while para obtenerlos:
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En este caso la variable “line” contendra el identificador RAST Id, y cada archivo fasta de
aminodcidos podra ser obtenido mediante su identificador de RAST y sera guardado en el archivo

“$line.faa”

cut -f1 Rast_ID | while read line; do svr_retrieve_ RAST_job $line amino_acid > $line.faa ; done

Formatos de RAST para descargar archivos

Puedes cambiar el formato table_txt por el que tu necesites.

Tabla Formatos de descarga disponibles en myRAST

Atributo Descripcion

genbank GenBank (con funciones y enriquecimiento de SEED)
genbank_stripped Genbank con EC-numbers removidos de las funciones
Embl EMBL (con funciones y enriquecimiento de SEED)
embl_stripped EMBL con EC-numbers removidos de las funciones

gff3 GFF3

gff3_stripped GFF3 con EC-numbers removidos de las funciones

Gtf GTF

gtf_stripped GTF con EC-numbers removidos de las funciones
rast_tarball Archivo comprimido (gzipped) con todo el directorio de las

anotaciones de RAST sobre el genoma

nucleic_acid Fasta de DNA de genes

amino_acid Fasta de DNA de aminoacidos

table_txt Gene data in tab-separated format

table_xIs Preserve the original gene calls and use RAST
Orthocore

El umbral de e-value de Orthocore es por default 1e-6. Todas las secuencias son alineadas usando
MUSCLE v3.8.31 con los parametros default y curadas utilizando Gblocks con 5 posiciones como
longitud minima del bloque, 10 como maximo nimero de posiciones contiguas no conservadas y
s6lo considerando posiciones con gaps menores que el 50% de las secuencias en el alineamiento

final. Después de esta curacion las secuencias son concatenadas en una matriz final
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Tabla A1 Funcidén y niumero de copias promedio en los cuatro linajes taxondmicos de las enzimas de las 42 familias de la
base de datos de enzimas de EvoMining

Table S1. Function and average copy number in enzyme families in Enzyme DB

Key

Al
Bl
Cl
Dl
El
F1
Gl

B2
c2
D2
E2
F2
2
A3
B3
3
D3
E3
F3
3
A4
B4
c4

E4
Fa

A5
BS
Cs
D5
E5
F5
G5
AB
B6
C6

E6
F6
G&

Enzyme Family

Acetylornithine aminotransferase
Glutamine synthetase
Anthranilate synthase component 1
Furnarate hydratase
Acetolactate synthase large subunit
Aspartate transaminase
Imidazole glycerol phosphate synthase H
Dihydro picolinate synthase
Dihydroxy acid dehydratase
Diaminopimelate decarboxylase
Cysteine synthase
Acetylglutamate kinase
3-isopropylmalate dehydrogenase
Citrate synthase
Glycine hydroxymethyltransferase
Phosphoribosyl isomerase A
Fumarate reductase iron sulfur subunit
Glutamate 5 semialdehyde dehydrogenass
Glutamine 2 oxoglutarate aminotransferase
3 dehydroguinate synthase
Pyruvate kinase
Imidazoleglycarol phosphate dehydratase
Glutamate synthase
Isopropylmalate isomerase large subunit
Omithine carbamoyltransferase
Argininosuccinate lyase
N acetylglutamate synthase
glutamate dehydrogenase
Pymoline 5 carboxylate reductase
Threonine synthase
Tryptophan synthase alpha
Indole-3-glycerol phosphate synthase
Ribose phosphate pyrophosphokinase
Histidinol dehydrogenase
Argininosuccinate synthase

Enolase

M acetyl gamma glutamyl phosphate reductase

FPhosphoribosylanthranilate isomerase
Tryptophan synthase beta

Ketoacid reductoisomerase
Phosphoglycerate kinase

Anthranilate phosphoribosyltransferase

Average copy per genome in each database

Actino
bacteria

.24
321
258
193
481
3.38
1.90
2.09
168
168
2.84
0.98
1.43
214
176
0.95
181
0.96
118
117
1.34
0.94
0.96
121
115
1.05
0.99
0.74
0.97
167
1.00
1.10
1.23
1.03
1.06
118
1.02
112
1.22
1.00
0.98
0.95

Cyano
bacteria

272
117
201
0.92
187
252
205
09
0.96
10z
234
092
105
092
0.59
153
0.47
143
023
122
144
087
108
103
09
0.92
093
056
0.89
148
103
106
093
106
092
093
093
087
102
0.89
092
0.88

Pseudo
monas

12.03
6.46
242
3.61
469
553
289

31
273
243
271
184
245
197
224
181
104
105
146
113

16
0.94
0.96

12
163
127
0.97
0.65
099
121

102

099
105
0.97
0.98
108
0.98
0.96
0.97

Archaea

312
1.29
11
0.45
197
296
181
1.01
075
0.54
0.89
0.41
1.76
0.71
0ol
112
057
0.26
05
0.2
0.6
0.74
0.19
183
1.23
0.75
0.3
123
0.39
1.79
0.56
0.67
0.84
0.75
0.77
0.89
0.75
0.48
122
0.8
0.87
0.89

Maximum

Fseudomonas
Fseudomonas
Fseudomonas
Pseudomonas
Actinabacteria
Pseudomonas
Pseudomonas
FPseudomonas
Fseudomonas
Fseudomonas
Pseudomanas
Pseudomonas
Pseudomonas
Actinobacteria
Pseudomonas
Fseudomonas
Actinobacteria
Cyanobacternia
Pseudomanas
Pseudomonas
Pseudomonas
Archasa
Cyanobacteria
Archasa
Fseudomonas
Actinobacteria
Pseudomonas
Archaea
Pseudomonas
Archaea
Cyanobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Cyanobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

Minimum

Archaea
Cyancbacteria
Archasa
Archasa
Cyanobacteria
Archasa
Archaea
Cyanobacteria
Archaea
Archasa
Archasa
Archasa
Cyanobacteria
Archasa
Archaea
Archaea
Cyancbacteria
Archasa
Cyanobacteria
Archasa
Archasa
Cyanobacteria
Archaea
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Archasa
Archasa
Cyanobacteria
Archasa
Fseudomonas
Archasa
Archasa
Archaea
Archaea
Archaea
Archasa
Archaea
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Archasa
Archasa

Cyanobacteria
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ALs gdhA TrpC TrpA TrpB TrpElG TrpD AroB ALs gdhA TrpC TrpA TrpB TrpEIG TrpD AroB

Figura A.1: HeatMap de EvoMining de enzimas relacionadas a escitonemina en el
linaje Cianobacteria
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@ Actinobacteria

() Archaea

@ Cyanobacteria
—a @ Pseudomonas

Figura A.2: Arbol de GDH en Actinobacteria, Cyanobacteria, Pseudomonas y Archaea donde se muestra la
transferencia horizontal ocurrida en esta familia.
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Figura A.3: Arbol de GDH en los cuatro linajes donde se muestra la alternancia en el uso de cofactores

165



272522 6636 Preudomonas nifroreducens JUEHD
216517 _2573 Pseudomonas alkpiphenalia K28
2727941398 Pseudomonas gingen nopph 3146 AKBPO1

2T3ETS 334 Pseudomonas fuscovaginge se-1 AQOHI
273693 1027 Pseudomonas fuscovaginas upb0736 AIELI

274062 1757 Pseudomonas fuscovaginae cb38818 ALAGOY
289736 1531 Pseuwdomonas sp 91RF
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3110792290 Pseudomonss fluorescens pfil-1

273622 3933 Pseudomonas viddifiava ta043 AVDVH

|

272409 5130 Pseudomonas vindifiava JXGO0H I

272781_2871 Pseudomaonas vindifiava uasws0038 AMGPMH I

2TTETE 4252 Pseudomonas syringae pv. Syringae JYHMH I

274760 4573 Pseudomonas syningae ir. Lmg 2367 ALACH I

274133 3922 Pseudomonas syringae koke 12500 AYTMOZ2 [

274199 208 Pseudomonas syringse brip 35023 AMZ X0 I

2728214313 Pssudomonas amygdali JYHBOT

[
27377T_3544 Pseudomonas syringae sir. Neppb 4273 AWGROT |

2727335046 Pseudomonas amygdali pv. Dendropanacis JYHG0T |

2?2&40:4?52 Pssudomonas savasfanoi pv. Savastancd SYHE

272735 5047 Pseudomonas amygdali pv. Dendropanacis JYHGH

2?4143:4&'\5 Psewdomanas mefiae JYHEO

| -
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"1 WRPS similar pyoverdina

| —1 Paptide sintasa |
[ 1 Proteina scameadora de acyl

2-amino-4-methoxy-rans-3-butenoic acid
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Figura A.5: En Pseudomonas el gen tauD tiene un contexto que incluye genes de metabolismo especializado.
Variantes de este contexto estan distribuidas en varios organismos.

El contexto de una rama divergente de tauD esta conservado en

Pseudomonas

En Pseudomonas el gen tauD tiene un contexto que incluye genes de metabolismo especializado.

Variantes de este contexto estén distribuidas en varios organismos. Parecen ser diferentes de los

rimosamidas y detoxinas reportados en Actinobacteria.
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El tercer apéndice, comandos de Docker y Gity R

Docker

-Create a new repository
docker build . -t evomining

docker push nselemevomining

Restart docker and free all ports

sudo service docker restart

list containers

docker ps -a

ssh or bash into a running docker container

sudo docker exec -i -t romantic_brahmagupta /bin/bash docker exec -it <mycontainer> bash

Stop all containers
docker rm $(docker ps -a -q)

Remove stopped containers

docker rm $(docker ps -q -f status=exited)

Remove all images

docker rmi $(docker images -q)

uninstall docker from ubuntu (Fresh start)
sudo apt-get purge docker-engine
sudo apt-get autoremove --purge docker-engine

rm -rf /var/lib/docker # This deletes all images, containers, and volumes

Run Evomining container using nselem/newevomining image
docker run -i -t -v /home/nelly/GIT/EvoMining/:/var/www/html/EvoMining/exchange -p 80:80

nselem/newevomining /bin/bash

Start evomining inside this container

perl startevomining
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Visualize a tree
http://10.10.100.234/EvoMining/cgi-

168

bin/color_tree.pl?9&&/var/www/html/EvoMining/exchange/CianosBBH_MiBIG_DB.faa_CIANOS file

9.new must be on folder volume CianosBBH_MiBIG_DB.faa_ CIANOS

Find a perl module
perl -MList::Util -e'print $_ . " =>" . $SINC{$_} . "\n" for keys %INC' EvoMining notes

Gblocks only runs inside folder /var/www/html/EvoMining
Git

git add --all
git commit -m "Some message"
git push -u origin master

git clone

Connect GitHub and DockerHub

automated builds The Dockerfile is available to anyone with access to your Docker Hub repository.

Your repository is kept up-to-date with code changes automatically.

Apéndice 3 Dinamica molecular vs datos experimentales
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Tabla B1 Actividad de PriA en S3 PRA

169

OTEANI=EmM Family Ky ke %‘;} Pre MD  Pos MD Reference

Afer HisA 1,1+0.2 0,05+0001 0.045 1001 -123 Noda-Garcia L et al 2015
Ecoli HizA 16 49 31 9.9 -16 Henn-Sax et al. (2002)

Sent HisA T.0+01 TE+24 45010° -10.3 -20.1 Stderholm A et al (2015)
Aaur PriB 21+05 18+02 09 -T.4 verduzeo-castro 2016

Sipo PriB 38402 0821002 021 -8.2 -14.7 verduzco-castro 2016

SspC PriB 11.4+34 253074 022 -5.5 127 verduzco-castro 2016

SMgl PriB 132+ 34 0921019 0.069 -5 -15.2 verduzco-castro 2016

Sevi PriB 304080 069+£004 018 -8.2 -16.7 verduzeo-castro 2016

Scoe PriA 3607 1302 0.4 -5.4 -15 Noda-Garcia et al (2010)
Selob PriA 42408 074£003 018 9.2 -16.7 verduzco-castro

Mtub Y85 priA 19023 0,012 -9,7 Due et al 2011

Mtub 3Z54 prif T —-99 Due et al 2011 {To be published)
Auro priA 40+09 024003 0.04 0.2 Vazquez-Juarez (2016)

Cjei PriA 253+02 05008 0.39 -8.5 Noda-Garcia et al (2013)
Cdip subHisA  44+05 2603 0.5 0.2 Noda-Garcia et al (2013)
SMgl TrpF TrpF3 - - - -6.9 0.6 verduzeo-castro 2016

Jden Trpk3 - - --7.2 -0.4 16,2+ 3,3 Verduzeo-Castro E et al 2016
Acar SubHisA 0.02

Ando SubTrpF - - -
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Tabla B2 Actividad de PriA en S7 ProFAR

170

arganism Family Ky ke % Pre MID' Pos MDD Reference

Aler HisA - - - -9.2 -9 Noda-Garcia L et al. (2015)
Ecoli HisA - - - -9 -11.1 Henn-Sax et al. (2002)
Sent HisA - - - 9.6 -10.2 Soderholm A et al (2015)
Aaur FPriB 263+63 0370090 0014 -7.1 - verduzeo-castro 2016

Sipo PriB 68+11 825+04 0.14 -8 8.5 verduzeo-castro 2016

SspC PriB 1499+29 14+012 0009 -85 -10.8 verduzeo-castro 2016

SMgl PriB 129634 0204004 00022 -75 -11 verduzeo-castro 2016

Savi PriB 245+40 16029 0067 -8 9.7 verduzeo-castro 2016

Scoe Pria 50+008 34009 0.7 -8 04 Noda-Garcia et al (2010)
Sglob Pris I1+10 38+02 0.34 8.7 04 verduzco-castro 2016
Mtub2¥Y85 priA 21 36 0.17 8.6 Due et al 2011

Mtub3Z54 prii 9.3 Due et al 2011 (To be published)
Auro priA 23+65 05005 0.02 9.3 Vazquez-Juarez (2016)

Cjei PriA 51+10 1,6+016 031 -9 Noda-Garcia et al (2013)
Cdip subHis A - - - -8.8 Noda-Garcia et al (2013)
SMgl TrpF TrpF3 84417 105+24 125 -T. ] verduzeo-castro

Jden TrpF3 168+33 27T+ 16 1.6 -7.6 v verduzeo-castro

Acar SubHisA Na Na 0.02 Na Na Na

Aodo SubTrpF - - - - Na Na
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